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Résumé

L’albumine sérique humaine (HSA) est une protéine connue pour ses propriétés de
transport exceptionnelles et son contenu élevé en ponts disulfure. L’étude de sa dynamique
conformationnelle représente un défi important dans la compréhension de ses fonctions
physiologiques. Le but de notre travail a été d’étudier cette dynamique conformationnelle
et de comprendre le role des ponts disulfure dans le maintien de la structure native de la
protéine. Notre analyse est basée sur des simulations de dynamique moléculaire couplées a
des analyses par composantes principales. Outre la validation de la méthode de simulation
les résultats fournissent de nouveaux éclairages sur les principaux effets de la réduction
des ponts disulfure dans les albumines sériques. Les processus de dépliement /repliement
protéique ont été détaillés. La prédiction de la structure réduite d’équilibre a également fait
I’'objet d’une attention particuliere. Une étude détaillée de la dynamique conformationnelle
globale de la protéine ainsi que celle des deux sites principaux de complexation a été
effectuée. D’éventuels effets allostériques entre ces deux sites ont été recherchés. Les

résultats théoriques obtenus ont été discutés avec les données expérimentales disponibles.
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Abstract

Human serum albumin (HSA) is a protein known for its exceptional transport
properties and its high content of disulfide bridges. The study of the conformational
dynamics represents a major challenge in the comprehension of its physiological functions.
The aim of our work was to study the conformational dynamics and to understand the role
of disulfide bonds in the stability of the native protein structure. Our analysis is based on
simulations of molecular dynamics coupled with principal component analysis. Beyond the
validation of the simulation method, the results provide new insights on the main effects
of the disulfide bonds reduction in serum albumins. Protein unfolding/refolding processes
were detailed. A special attention is paid to the prediction of the reduced structure at
the equilibrium. A detailed study of the global protein conformational dynamics as well
as the two main binding sites were performed. Possible allosteric effects between these
two sites were researched. The theoretical results have been discussed with the available

experimental data.
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2 1. INTRODUCTION

1.1 Les protéines, leurs structures et leurs fonctions

Les protéines sont des acteurs essentiels de tous les processus du vivant. Elles sont
utilisées par les organismes vivants pour effectuer une multitude de fonctions comme la
catalyse enzymatique, le transport de métabolites (I’'hémoglobine, par exemple, permet de
distribuer 1'oxygeéne en provenance des poumons dans tout I'organisme), la communication
(de nombreuses hormones comme l'insuline permettent de délivrer un message dans tout
I'organisme), la reconnaissance (les anticorps du systeme immunitaire sont des protéines
qui permettent la reconnaissance), ou encore la mobilité cellulaire (I’actine et la myosine
sont & l'origine du mouvement cellulaire lors de la contraction du muscle). La fonction
d’une protéine est intrinsequement liée a sa structure. Pour décrire cette conformation,

différents niveaux de structure sont utilisés :

o la structure primaire décrit les atomes et les liaisons covalentes qui composent la
protéine. Les protéines sont des polymeres linéaires, leurs structures primaires sont
donc souvent assimilées a leurs séquences. Il faut noter que la séquence d’une protéine,
contrairement a sa structure primaire, ne renseigne pas sur les ponts disulfure qui

peuvent étre formés entre les soufres des cystéines.

e la structure secondaire précise les différentes conformations locales de la chaine
polypeptidique. Deux principaux types de structure secondaire sont distingués : les

hélices « et les feuillets .

o la structure tertiaire spécifie 'arrangement des différentes structures secondaires
entre elles. Elle donne donc la forme globale de la protéine, les coordonnées de
chacun de ses atomes dans un espace tridimensionnel. La fonction d’une protéine est
intrinsequement liée a sa structure tertiaire. La détermination de cette structure est

donc d’une importance capitale.

o la structure quaternaire décrit, lorsque la protéine fonctionnelle est composée de

plusieurs chaines polypeptidiques, I'arrangement de ces différentes chaines entre elles.

Pour assurer toutes ces fonctions, les protéines doivent former une structure bien
définie, et doivent donc étre «repliées» correctement. Le repliement incorrect de certaines
protéines est a 'origine de diverses pathologies comme les maladies neurodégénératives
d’Alzheimer et de Parkinson, ou les maladies impliquant la protéine prion (vache folle,

Kreutzfeld-Jacob). La connaissance des mécanismes fondamentaux du repliement et de
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la stabilité des protéines, ainsi que de la cinétique d’inter-conversion d’un état a l'autre,

reste donc un objectif majeur dans la compréhension des bases moléculaires du vivant.

D’un point de vue expérimental, la premiere structure tridimensionnelle d’une protéine
(la myoglobine) a été déterminée par Max Perutz et John Kendrew[2] par diffraction
de rayons X (RX) sur un cristal de protéine. Cette méthode reste toujours la plus
utilisée aujourd’hui. 90% des structures de protéine ont été résolues par diffraction et
sont accessibles sur les banques de données. La structure tertiaire est aussi accessible par
résonance magnétique nucléaire (RMN). La RMN multidimensionnelle permet d’étudier les
propriétés structurales et dynamiques de protéines en solution. Mais ’étude des processus
cinétiques comme le repliement ou le dépliement des protéines par cette technique est limité
par les temps de mesure importants qui la caractérisent. On peut également prédire la
structure des protéines et leur repliement par simulations numériques. En effet, tout comme
la structure secondaire, la structure tertiaire résulte entre autres de liaisons hydrogenes
qui sont décrits dans la structure primaire. La structure tertiaire devrait donc pouvoir étre
déduite de la structure primaire des lors que ’on connaisse parfaitement les forces entre
les différents atomes de la protéine. Cet essor des expériences «in-silico» est remarquable
depuis environ une vingtaine d’années. Une preuve irréfutable de la puissance des calculs
pour modéliser le vivant a ’échelle moléculaire est sans doute le prix Nobel de chimie
attribué en 2013 aux chimistes Martin Karplus, Michael Levitt et Arieh Warshel pour
leurs travaux en chimie théorique et les codes numériques adaptés aux biomolécules. On
distingue globalement deux types de méthode de prédiction. La premiere utilise uniquement
la structure primaire de la protéine pour essayer de déterminer la structure secondaire.
Cette approche est tres couteuse en temps de calcul et nécessite des moyens de calcul
gigantesque comme Blue Gene[3] ou des calculs distribués, comme c’est le cas avec le projet
Folding@homel4]. La seconde famille est une méthode travaillant par comparaison. Dans ce
cas, on utilise la structure primaire, mais aussi des structures tertiaires déja existantes. Les
structures utilisées pour la prédiction peuvent étre celles de protéines de la méme famille
(homology modeling). Une autre méthode consiste a insérer la séquence de la protéine
dans les structures déja connues et a assigner a ces structures un score caractéristique
de sa compatibilité avec la séquence a étudier (protein threading). Les méthodes par
comparaison sont beaucoup plus répandues que les premieres car elles nécessitent beaucoup
moins de temps de calcul. Elles donnent généralement de meilleurs résultats, mais elles ne
permettent pas de déterminer toutes les structures des protéines et ont besoin de structures
connues pour fonctionner. Il existe actuellement une panoplie de méthodes pour trouver

les chemins énergétiques et améliorer la statistique d’échantillonnage des configurations
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possibles de la protéine. On peut citer, par exemple la métadynamique, les méthodes
de dynamique moléculaire biaisée ou adaptative qui connaissent actuellement un essor

considérable[5].

1.2 L’albumine sérique humaine

La protéine faisant 'objet de ce travail de these est I'albumine sérique humaine
(HSA). 11 s’agit de la protéine la plus abondante dans le plasma sanguin humain, elle y est
présente a une concentration typique comprise entre 35 et 50 g.L~*. La HSA est produite
par le foie et présente le double intérét d’étre un vecteur de médicaments et d’hormones de
tout premier plan [6-8| ainsi que d’avoir une structure native stabilisée par de nombreux
ponts disulfure. Ses propriétés de transport sont directement liées a sa structure complexe
(Figure 1.1).

1.2.1 Structure globale

Figure 1.1 — Structure tridimensionnelle de la HSA. Les 6 sous-domaines protéiques

(TA a IIIB) sont illustrés par différentes couleurs.
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La HSA sous sa forme monomérique est un polypeptide de 585 acides aminés, contenant
17 ponts disulfure, dont les emplacements ont été tout d’abord fournis par des études
peptidiques réalisées par Brown [9] et par Sabre et al. [10]. La premieére détermination
de la structure cristalline tridimensionnelle de la HSA a été obtenue par He et Carter a
une résolution de 2.8 Angstroms (A) [11]. Pour ce travail, nous avons utilisé une structure
plus précise obtenue par Sugio et al. [12] avec une résolution de 2.5 A. Concernant les
structures secondaire et tertiaire, la HSA est organisée en trois domaines a-hélicoidaux
homologues (I a III) [13] & partir de 'amine terminale (Figure 1.1). Chaque domaine est
divisé en deux sous-domaines, A et B, composés respectivement de six et quatre hélices a.
Les sous-domaines A et B sont reliés par de longues boucles et montrent une structure
tridimensionnelle comparable. Les 17 ponts disulfure sont placés a des endroits clés entre
les hélices adjacentes (courtes barres verticales grises dans la Figure 1.2) et sont appelés a

jouer un role conformationnel important.

Figure 1.2 — Représentation schématique de la structure de la HSA avec identification
des ponts disulfure en bandes grises. Les atomes, amine et carbone, terminaux sont

notés respectivement N et C.

1.2.2 Les ponts disulfure

Les liaisons covalentes S—S (ponts disulfure) formées entre les résidus cystéine jouent
un role particulier dans la stabilité des structures natives de nombreuses protéines. Ceci
est un fait clairement établi par des expériences de dépliement /repliement de la protéine
réduite/oxydée (Figure 1.3). Des expériences de dénaturation thermique ou en présence

d’urée indiquent qu’en moyenne, la stabilité de la conformation de la structure protéique
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repliée est réduite d’environ 3 kcal.mol™! lors de la cassure d’un pont S—S [14, 15].
Les ponts S—S stabilisent d’une maniere significative la structure native des protéines
[15-18]. Dans une interprétation mécanique simple, un pont disulfure est équivalent a
une contrainte introduite dans I'espace de phase de la protéine repliée, par rapport a
la structure dépliée, réduisant significativement l’entropie de celle-ci [16]. Toutefois, les
conséquences structurales de la suppression des liaisons S—S peuvent varier d'une protéine
a I'autre. Le dépliement de la protéine induit par la réduction des ponts disulfure affecte
principalement les structures tertiaire et quaternaire, la structure secondaire pouvant
également étre endommagée dans certains cas. Par voie de conséquence, ces modifications
structurales peuvent étre a I'origine de changements conformationnels importants au niveau

des nombreux sites de complexation parcourant la structure de la HSA.

o 9
réduction W
—_—
S —————

oxydation o

Figure 1.3 — Illustration du processus de dépliement /repliement de la structure

protéique induit par la rupture ou la reconstitution des ponts disulfure

1.2.3 Les sites de complexation

De multiples poches hydrophobes et cavités apparaissent dans la structure de la HSA
permettant la complexation de nombreux types de ligands. Ces différents sites peuvent
accueillir aussi bien des ligands endogenes (comme les acides gras, la bilirubine, ’hémine, la
thyroxine, etc...) que des médicaments aux propriétés acides ou électronégatives. Différents
sites de complexation de la protéine ont été clairement établi par des études structurales
systématiques [6], [1, 13, 19-21]. Sept sites ont été identifiés pour la liaison des acides gras
(FA1 a FAT7) [1] dont les emplacements sont indiqués dans la Figure 1.4. Les médicaments
aux propriétés acides et électronégatives se lient quant a eux principalement dans deux
sites principaux, les sites 1 et 2, qui sont situés respectivement dans les sous-domaines
ITA et IITA [22]. Des médicaments comme le paclitaxel, la warfarine, 1'azapropazone sont
connus pour se fixer préférentiellement au site 1 alors que le diflunisal, I'ibuprofen ou
bien encore le diazepam ont une meilleure affinité avec le site 2. Ces deux sites primaires

lient aussi les acides gras : en effet, le site 1 est identique au site FA7 alors que le site 2
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Figure 1.4 — Illustration des sites de liaison les plus répandus pour les acides gras
de la HSA

Figure 1.5 — Représentation surfacique des deux sites primaires de liaison a travers

la structure secondaire de la HSA
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regroupe les sites FA3 et FA4 (Figure 1.5). Fait intéressant, la spécificité du médicament
envers les sites de liaison n’est pas tres marquée, chaque site étant en mesure de lier des
ligands de forme et de taille variables. Ceci est compatible avec une structure protéique
flexible ou chaque site est a méme d’adopter des conformations dynamiques différentes.
L’hypothese actuelle est confortée par une autre propriété de complexation bien connue
de la HSA : la modulation allostérique[7]. En d’autres termes, la fixation d’un médicament
a un site modifie I’affinité de liaison d’un autre médicament avec un site différent. Par
exemple, la liaison du heme au site FA1 réduit la constante de vitesse de liaison au site 1
(FAT), et réciproquement [7]. Des interactions allostériques ont également été signalées
entre les sites primaires 1 et 2 [23]. Ce type d’ interactions peut étre expliqué en supposant
que la complexation du ligand induit des changements de conformations qui affectent
simultanément au moins deux sites de liaison. Un exemple bien connu est celui de la

transition conformationnelle induite par la liaison du myristate [1].

1.3 Questions traitées dans la these

1.3.1 Effets de la dynamique sur la structure et les sites de
liaison de la HSA

La HSA est la protéine sérique la plus impliquée dans le transport de nombreux
composés comme les hormones, les acides gras et les médicaments. De ce fait, cette
protéine est I'une des plus étudiées et utilisée expérimentalement. Malgré cela, 'étude de
ses conformations natives et de sa dynamique structurale n’a été que récemment envisagée.
Pourtant, comme dans le cas de bien d’autres macromolécules biologiques, sa structure
n’est pas rigide et des changements dynamiques peuvent jouer un role important dans
les fonctions physiologiques de la protéine. Par ailleurs, des simulations de dynamique
moléculaire (DM) effectuées sur quelques nanosecondes (ns) suggerent que cette flexibilité
structurale est essentielle pour sa fonction de liaison étant donné que les sites de liaison
sont préformés par des changements conformationnels structuraux [8]. Des études récentes
[8, 24-26] ont apporté des contributions importantes a ce sujet, cependant beaucoup de
travail est encore nécessaire pour obtenir une vision globale de la dynamique de la HSA et
ses implications dans ses fonctions protéiques. Evidemment, il est trés difficile d’obtenir
des réponses completes a ces questions. Une partie importante du travail de these est

consacrée a ce sujet complexe et permet d’y apporter une contribution intéressante. Nous
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avons pour cela mis en place de nouveaux outils d’analyse et améliorer la statistique en

effectuant des simulations aux temps longs (centaine de ns).

1.3.2 Role des ponts disulfure dans le maintien de la structure

native de la HSA et le dépliement réductif de la protéine

Les liaisons covalentes S—S sont connues pour jouer un réle clé dans la stabilisation
de la structure native de diverses protéines. Des mesures de spectroscopie Raman ont
montré que la réduction partielle des ponts S—S affecte la structure secondaire de la
HSA, comme indiqué par les changements observés dans la bande Raman amide T [27].
Cependant, la maniere précise de leur mise en oeuvre n’a pas encore été élucidée bien que
plusieurs études expérimentales et théoriques ont été menées jusqu’a présent [28-31]. Il
est généralement admis que les ponts S—S agissent comme des contraintes qui réduisent
I’espace conformationnel accessible de la protéine résultant a une diminution significative
de I'entropie de I'état protéique déplié [28]. Toutefois, les conséquences structurales de
la suppression des liaisons S—S peuvent varier d’une protéine a 'autre. Par exemple,
la réduction de I'un des quatre ponts S—S de la ribonucléase A produit une espece qui
conserve sa structure native alors que la réduction de deux ponts S—S induit un dépliement
spontané de la protéine [16]. Un effet similaire a la ribonucléase A a été observé dans le
cas de la restrictocine qui conserve sa structure native lors de la réduction d’un de ses
deux ponts S—S mais la perd lors de la réduction simultanée des deux ponts disulfure [32].
D’autre part, la ribonucléase T1 maintient une structure native et une activité enzymatique,
méme lorsque ses deux ponts S—S sont brisés [14]. Dans le cas des trois ponts S—S de
I'interleukine-4, il a été montré que les mutants possédant seulement deux ponts disulfure
peuvent conserver ou non leur structure native primitive en fonction de 'ordre selon lequel

les ponts ont été réduits [15].

La rupture des ponts donne donc lieu a une structure instable qui peut se déplier
spontanément ou non. Le cas de la HSA est particulierement intéressant car la conformation
native de cette protéine est stabilisée par un grand nombre de ponts S—S (17 au total). De
plus, le mécanisme de dépliement de cette protéine constituée majoritairement d’hélices o
pourrait étre un exemple pertinent pour la compréhension du dépliement d’autres protéines

dont la structure secondaire est dominé par des hélices «.

Bien qu’aucune structure cristallographique ou a résonance magnétique nucléaire
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(RMN) de la HSA réduite n’ait encore été signalée, certaines de ses propriétés générales
telles que le contenu en hélices av [14, 15] ou le rayon de gyration [14] ont déja été décelées
par des mesures complémentaires. Par ailleurs, des mesures par dichroisme circulaire (CD)
et de fluorescence du tryptophane indiquent que la HSA réduite se déplie partiellement
tout en gardant un état compact. Il a donc été proposé que les structures caractéristiques
des protéines réduites sont trés proches de celle de I'état molten globule [22, 33] : un état ou
la protéine conserve une forme assez compacte en gardant un pourcentage significatif de sa
structure secondaire mais en perdant ses interactions tertiaires spécifiques [34]. Etant donné
que la protéine réduite maintient son état compact et conserve une fraction importante de la
structure secondaire de la protéine native, il a été proposé que ce conformere partiellement
déplié est un état métastable se trouvant au long du chemin de dépliement naturel de
la protéine native [14]. Cette hypothese a également été confortée par des expériences
de repliement oxydatif effectuées sur la protéine réduite. En effet, la structure native de
la protéine a été récupérée apres oxydation de la structure réduite démontrant ainsi la
réversibilité du processus de dépliement [14, 32]. De nouveaux éclairages concernant ce
processus sont néanmoins nécessaires afin de donner une image claire de la structure de la

protéine a I'état réduit. C’est le deuxieme objectif de ce travail de these.

1.4 Approche méthodologique

1.4.1 La dynamique moléculaire et ’analyse par composantes

principales

La flexibilité conformationnelle des sites de liaison de la HSA peut théoriquement
étre étudiée en effectuant des simulations de DM a une échelle de temps physiquement
pertinente. Pour une protéine de la taille de la HSA (67 kDa), des simulations en tout-
atome sur des centaines de nanosecondes sont aujourd’hui couramment accessibles. Il
s’agit d’une échelle de temps tres intéressante pour la dynamique des protéines car elle
est assez longue pour comprendre le mouvement relatif des sous-domaines. Cependant,
elle reste trop petite pour espérer interpréter le dépliement des protéines. Evidemment,
I’analyse de telles trajectoires afin d’en extraire les conformations stables et mettre en
évidence les principales caractéristiques de la dynamique protéique est une tache difficile
en raison du grand nombre de degrés de liberté présents. Une dimension réduite pour

décrire le mouvement protéique est nécessaire, il faut ainsi avoir recours a un ensemble
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de coordonnées réduites conservant les caractéristiques essentielles du mouvement. Une
méthode tres efficace pour fournir une telle description des changements de conformations
des protéines est 'analyse en composantes principales (PCA) [35-41]. Le succes de cette
méthode est directement lié aux deux propriétés principales du mouvement interne des
protéines : le fait que les mouvements intéressants d’un point de vue fonctionnel sont les
déplacements collectifs survenus le long de la direction de certaines coordonnées collectives
spécifiques [37] et le fait que trés peu de ces coordonnées captent la majeure partie des
fluctuations protéiques. Cette derniére propriété, comme I’a déja souligné Amadei et al. [35],
signifie que I'espace configurationel de la protéine peut étre divisé en deux sous-espaces :
un «essentiel» qui contient les quelques degrés de liberté les plus lents qui composent la
fluctuation des atomes la plus globale et le sous-espace restant composé des degrés de
liberté rapides qui décrivent de petites fluctuations gaussiennes. Dans le procédé de la PCA,
les coordonnées collectives sont obtenues sous forme de vecteurs propres de la matrice de
covariance de la fluctuation des positions. Les valeurs propres relatives permettent une
identification directe des coordonnées collectives essentielles car elles représentent les poids
des différents mouvements collectifs dans la fluctuation globale de la protéine. Il existe
plusieurs exemples d’applications réussies de la méthode PCA a extraire le mouvement
conformationel essentiel du mouvement protéique produit par une simulation de dynamique
moléculaire [36, 39, 42-45]. C’est la méthode que nous avons choisi dans I’étude de la

dynamique de la HSA et de ses sites de complexation.

1.4.2 Les simulations de dépliement

Les progres continus des procédés de simulation de la dynamique moléculaire pour
étudier le dépliement des protéines [46-50] en font une alternative intéressante. Cependant,
la tache reste complexe puisque les simulations de dépliement protéique sont confrontées a

deux problemes majeurs.

Le premier provient du fait qu’il n’est pas encore possible de produire un niveau signifi-
catif de dépliement des protéines par simulation de DM a température ambiante pour une
échelle de temps accessible (a I'exception des peptides courts). En effet, I’échelle de temps
de calcul accessible est au moins un ordre de grandeur inférieur a la durée d’un processus
de dépliement naturel (millisecondes ou plus) [51]. Plusieurs méthodes d’accélération de
la dynamique de simulation ont été proposées [52-55]. Parmi ces techniques, 1'élévation

de la température de simulation a été systématiquement testée avec des résultats tres
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encourageants [47, 48, 56-58]. Cette technique est basée sur I’hypotheése que la surface
d’énergie libre n’est pas sensiblement affectée par 1’ augmentation de la température dans
un intervalle restreint et donc que le chemin de dépliement est pratiquement indépendant
de la température. Cette hypothese a été vérifiée directement par Daggett et al. [58] dans le
cas d'un inhibiteur de la chymotrypsine 2 qui se déplie. Toutefois, les limites de la validité
de cette méthode sont encore en discussion. Par exemple, Wang et Wade ont montré que,
dans ce type de simulations, 1’élévation de la température doit étre contrdolée avec soin
pour éviter tout dépliement anormal [48]. En outre, il a été montré expérimentalement
que le chemin de dépliement de la protéine n’est pas unique, mais tres dépendant des

conditions initiales [59, 60].

Le second probleme est lié a la tendance commune des champs de force de mécanique
moléculaire (MM) & stabiliser les structures repliées. En effet la grande majorité de ces

champs de force ont été calibrés pour reproduire les structures natives.

Les simulations de DM a haute température ont prouvé étre au moins une solution
partielle au premier probléme [33, 53, 61]. Concernant le second probleme, des efforts
importants ont été portés sur les parametres des potentiels de torsion du squelette protéique
afin d’harmoniser 1’équilibre conformationnel entre les structures en hélices et celles dépliées.
De nombreuses simulations de dépliement en DM qui ont été réalisés montrent qu’il est
possible de simuler le dépliement/repliement de petites protéines avec un bon accord

qualitatif et méme quantitatif avec les données expérimentales [48, 50, 62].

Dans ce travail de theése, nous avons choisi d’accélérer le dépliement simulé en utilisant
des températures de simulation supérieures a la température ambiante. Afin d’identifier
les étapes principales du dépliement, les conformations moléculaires ainsi générées ont été

soumises a la PCA.

1.5 Présentation des chapitres

Le chapitre 2, de ce manuscrit est dédié a la présentation générale des méthodes
théoriques utilisées dans le présent travail. Les détails les plus importants de ces méthodes
sont rappelés dans les chapitres de présentation des résultats afin de faciliter le suivi du

travail.
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Le chapitre 3 rapporte une étude détaillée de la dynamique conformationnelle de la
HSA basée sur la méthode PCA appliquée a trois trajectoires de DM simulées sur 200 ns
chacune. Dans un premier temps, les mouvements d’ensemble de la structure globale de
la protéine et de ses conformeres les plus stables sont étudiés. Une analyse détaillée des
changements structuraux se produisant au niveau des sites primaires 1 et 2 est ensuite
effectuée. Les différents mouvements et conformeres ainsi trouvés sont comparés aux

changements structuraux observés lors de la complexation de différents ligands.

Dans le chapitre 4, nous avons d’abord examiné la capacité de deux champs de force de
MM couramment utilisés en DM, OPLS-AA [63] et AMBER {f03 [64], a décrire le dépliement
de la HSA réduite. Notre analyse se base sur une comparaison entre le dépliement thermique
des protéines native et réduite. Les résultats sont discutés en relation avec les données
expérimentales disponibles sur la structure de la protéine réduite. Dans ce chapitre, le
dépliement des HSA native et réduite a été simulé en effectuant des DM de 20 ns chacune
a des températures élevées. L’analyse se concentre principalement sur les changements
structuraux affectant les structures tertiaire et secondaire de la protéine réduite. Une
attention spéciale est accordée au mécanisme de dissociation des ponts S—S réduits. La
comparaison du dépliement des deux structures protéiques permet d’apporter un premier

éclairage sur le role des ponts S-S dans la stabilisation de la structure native de la HSA.

L’étude systématique du processus de dépliement de la protéine réduite est abordé et fait
I’objet du chapitre 5. Le chemin de dépliement de la protéine réduite est présenté comme
une série ordonnée de conformeres protéiques partiellement dépliés. Ces structures ont été
obtenues en effectuant des simulations de DM de 160 ns chacune a quatre températures
différentes : 350K, 375K, 400K et 425K. Chaque trajectoire est soumise a une analyse en
composantes principales [35-38, 65] afin d’identifier les principaux mouvements collectifs
de la protéine et d’explorer le regroupement de conformations protéiques donnant lieu a
des conformeres stables. Sur cette base, nous avons examiné 1’évolution de la structure
tertiaire de la protéine pendant le dépliement, la stabilité relative des différents types
d’hélices « (longues et courtes) et la présence éventuelle d’'un état métastable le long du
chemin de dépliement. La prédiction d'une structure réduite d’équilibre est largement
traitée. Les modifications structurales des sites de liaison font aussi I'objet d’une attention

particuliere.
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Chapitre 2

Méthodes de modélisation

moléculaire
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2.1 Dynamique moléculaire classique

La dynamique moléculaire est une technique numérique qui permet d’étudier le
comportement de la matiere a ’échelle atomique. Elle a été introduite dans les années
50 par Alder et Wainwright [66] et est aujourd’hui une discipline en plein essor grace
au développement de la puissance de calcul. Le prix Nobel de chimie 2013 attribué a
Martin Karplus, Michaél Levitt et Arieh Warschel pour leurs travaux sur la modélisation
moléculaire illustre parfaitement cela. La DM consiste a étudier le mouvement de molécules
ou d’atomes en leur appliquant les lois de la mécanique newtonienne. Les interactions entre
les particules et ’énergie potentielle sont définies par les champs de force de mécanique
moléculaire. Il s’agit ainsi de simuler leurs trajectoires au cours du temps. L’exploitation
de ces résultats permet d’approximer les propriétés structurales, dynamiques et thermody-
namiques du systeme simulé. Pour déduire des conclusions pertinentes des simulations de
DM, il faut veiller a ce que le temps de simulation corresponde a la cinétique du processus
naturel étudié. Une simulation de DM comporte différentes étapes : la construction du
systeme et sa solvatation, sa minimisation en énergie puis la mise en dynamique du systéme

et la phase de production.

2.1.1 Structure initiale et systeme de simulation

Structure atomique par diffraction de rayons X

Depuis 1958 et la premiere résolution de la structure 3D de la myoglobine par J.
Kendrew [2], le nombre de structures obtenues par diffraction aux rayons X (RX) n’a cessé
de croitre. Cette technique permet aujourd’hui d’obtenir des structures de macromolécules
d’intéret biologique a résolution quasi-atomique. Le principe consiste a déterminer la
position des atomes afin d’en déduire un modele structural. La premiere étape est la
cristallisation de la protéine, elle consiste a abaisser tres graduellement la solubilité de la
protéine afin d’éviter la précipitation. Une fois construit, le cristal est ensuite soumis a un
faisceau de RX monochromatiques. Les RX interragissent avec le nuage électronique des
atomes du cristal et sont diffractés par les plans du réseau cristallin et récupérés sous la
forme d'une figure de diffraction. La figure de diffraction est une représentation du réseau
cristallin dans 'espace réciproque, mais également la transformée de Fourier de la densité

électronique du cristal. La détermination des maxima de densité électronique nous informe
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alors sur la position des atomes.

Systéme de simulation

La structure tridimensionnelle de la HSA sur laquelle nous nous sommes appuyés au
cours de ce travail a été déterminée, apres cristallisation, par diffraction aux RX avec
une résolution de 2.5 A (pdb 1A06) [12]. Tout au long de ce manuscrit, les protéines
natives c’est a dire celles qui posseédent des liaisons S — S sont nommées HSA®). La
configuration de départ pour la simulation du systeme réduit HSA® possede la méme
structure cristalline que celle utilisée pour la protéine native (pdb 1AO6). Le protocole
de réduction numérique consiste simplement a couper les ponts disulfures S — S et les
remplacer par des groupements thiols —SH. Afin de diviser le temps de calcul par un
facteur 2, nous restreignons le systéme protéique a un monomere. L’ étape suivante consiste
a solvater la protéine en créant une boite d’eau cubique autour de celle-ci. Le modele retenu
pour les molécules d’eau est le TIP3P [67]. Il s’agit d’'un modele semi-empirique simple,
basé sur les charges ponctuelles des 3 noyaux atomiques, couramment utilisé en DM dans
les milieux biologiques. Afin de neutraliser la solution et de retrouver les conditions du
plasma sanguin humain, la derniere étape consiste a ajouter des ions sodium et chlorure a

concentration physiologique.

Au final, le systéme de travail est une boite cubique de 100 A de c6té, contenant 582

acides aminés, 46 ions sodium pour 33 ions chlorure et 28157 molécules d’eau (Figure 2.1).

2.1.2 Effets de bord

Il faut noter qu’un grand nombre de molécules est généralement située en surface de
I’échantillon numérique (boite de simulation) et des effets de bords ne représentant pas le
systeme peuvent rapidement devenir prépondérants. Obtenir des résultats viables a partir
d’un systeme comme celui-ci implique donc de devoir s’affranchir des effets de bord qui
regnent aux extrémités d’une telle boite de dimension finie. Le recours a des conditions
aux limites périodiques s’avere un bon moyen de réduire ces effets indésirables. Les atomes
du systeme simulé sont ainsi répliqués dans des boites identiques dans toutes les directions
de I'espace. Au final le systéeme complet est composé de 27 boites identiques, images 1'une

de l'autre par translation de la boite mere dans les 3 directions de 'espace. La périodicité
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Figure 2.1 — Systeme de simulation typique pour la HSA

implique que lorsque qu’un atome sort de la boite «mere» par un coté, ses répliques dans
les cellules voisines font de méme simultanément. Ceci permet de maintenir le nombre

d’atomes dans la cellule constant.

Les atomes proches des bords de la boite mere sont ainsi entourés de solvant comme un
atome situé au centre. L’environnement des atomes devient indépendant de leur position.
La taille de la boite de simulation doit étre assez grande afin d’éviter que les artéfacts
de périodicité deviennent trop importants. Dans nos simulations, la taille standard est
de 100 A de coté. Durant la simulation, seules les propriétés de la cellule unitaire sont

traitées.
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Figure 2.2 — Vue bidimensionnelle des conditions périodiques. La boite mere est

située au centre.

2.1.3 Champ de forces

Le champ de forces est un ensemble de potentiels et de parametres dont les données
permettent de déterminer I’énergie potentielle totale du systéme. Les champs de forces
sont déterminés de fagcon empirique ou a partir de résultats de calculs quantiques. Un
champ de force est, en général, construit et utilisé dans le cadre de 'approximation de
Born-Oppenheimer (découplage des mouvements des atomes et des électrons). Ainsi, seules
les positions des coeurs atomiques sont nécessaires a la DM. Les parametres entrant dans
le champ de force prennent en compte les interactions des électrons avec les noyaux et
les interactions électrons-électrons (liaisons). De nombreux champs de force existent en
modélisation de systemes biologiques et varient fortement en fonction des systemes étudiés.
Le choix d’un champ, plus ou moins efficace, dépend des études que I'on doit produire et

des propriétés recherchées.

Considérons un systeme de simulation, composé de n atomes de masse m,; positionnés

en 7;, ’hamiltonien du systeme peut s’écrire alors sous la forme suivante :

|
H=Y imﬁ +V (2.1)

i=1
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ou V est le potentiel d’interaction entre atomes. Ces interactions sont de deux types, liées
et non liées. Les interactions non-liées s’operent entres atomes de différentes molécules
mais aussi entre atomes d’une méme molécule séparés par quatre liaisons ou plus. Les
différentes contributions qui décrivent le potentiel d’interaction sont représentées sur la

Figure 2.3 et explicitées dans I'équation suivante

valence

[

électrostatique

liaison

ef
NN ’

Figure 2.3 — Contributions au potentiel d’interaction moléculaire

V= Wz’aison + ‘/;)alence + ‘/died're + VvdW + ‘/elec (22>

Viiges Vion—tises

2.1.3.1 Les interactions liées

Le potentiel des interactions liées prend en compte toutes les interactions de liaison,
ce qui correspond a trois composantes énergétiques : 1’énergie d’élongation des liaisons
covalentes, 1’énergie de déformation des angles de valence et 1’énergie de torsion des angles
diedraux. Ces énergies décrivent toute modification conformationnelle d'une molécule par
rapport a sa structure de plus basse énergie. Les constantes de liaison et les valeurs a
I’équilibre sont déterminées empiriquement. Les termes associés aux énergies d’élongation
des liaisons covalentes et de déformation des angles de valence sont modélisés par des

potentiels harmoniques :
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Viiaison = Z Kl<l - ZO)Z (23)
liaisons

Veatence = Z K9<9 - 90)2 (24>
angles

avec K; et Ky les constantes de force associées aux liaisons et aux angles de valence, [ et
la longueur de la liaison et la valeur de I'angle de valence, [y et 6y leurs valeurs d’équilibre.
Ce type de potentiel ne prend évidemment pas en compte la formation ou la rupture de
liaisons covalentes qui sont par nature des processus tres anharmoniques. L’énergie de
torsion des diedres ne peut étre modélisée par un simple potentiel harmonique puisqu’elle
présente plusieurs extrema. Le potentiel de torsion des diedres est généralement défini de

la fagon suivante :

Viiedre = Z Kd)(l + cos(ngb - ’Y)) (25>

diedres

avec 2Ky qui correspond a la valeur de la barriere de potentiel de I’angle diedre ¢, n sa

multiplicité et v sa valeur d’ équilibre.

»IF +IF
Vharmonique vt.orsion

Figure 2.4 — Représentation des interactions liées
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Figure 2.5 — Représentation des interactions non-liées
2.1.3.2 Les interactions non-liées
Le potentiel des interactions non-liées comprend deux types d’interactions : les

interactions de van der Waals et les interactions électrostatiques. Les interactions de van

der Waals sont souvent modélisées par un potentiel 12-6 de Lennard-Jones :

12 6

Voaw = 224%‘ K%) - (Ul]) ] (2-6)
i g Tij T'ij

ou ¢;; est la valeur absolue de la profondeur du puits de potentiel a la distance d’équilibre, 7;;

la distance séparant les noyaux des paires d’ atomes ¢ et j et o;; est la distance particuliere

qui annule le potentiel. A partir de la connaissance des paramétres monoatomiques, on

détermine les parametres du potentiel de Lennard-Jones entre paires d’atomes, €;; et o;;,

en effectuant des moyennes géométriques ou arithmétiques selon les regles de combinaison
de Lorentz-Berthelot :

1
0ij = 5(0i +0j) (2.8)
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Le terme en %6 décrit les interactions attractives dites de dispersion. Ces interactions
résultent de 'attraction entre les moments dipolaires instantanés qui sont causés par les
fluctuations temporaires de la distribution électronique et les moments dipolaires qu’ils
vont induire par effet d’induction. A plus courte distance, cette attraction est fortement
dominée par les interactions de répulsion qui deviennent prépondérantes. Cette répulsion,
plus connue sous le nom d’interaction d’échange, est la conséquence du principe de Pauli
qui empéche les nuages électroniques atomiques de se pénétrer. Elle peut étre modélisée

par une force en T% ou dans certains cas par un terme exponentiel.

Les interactions électrostatiques qui sont dues a l'interaction entre deux particules
chargées électriquement sont décrites par un potentiel de Coulomb dans le cadre de

I’approximation monopolaire :

L qiq;
‘/;lec - ZZ 4 = (29)
i i €Y rij
ou € est la permittivité diélectrique du vide et g;, g; les charges atomiques partielles des

atomes 7 et j, calculées a I'aide des méthodes quantiques, séparées par la distance 7;;.

2.1.3.3 Les interactions a longue distance

La cellule de simulation construite est pseudo-infinie et le calcul des interactions sur
I'atome rouge (Figure 2.6) dans la boite centrale prend en compte les autres atomes de la
boite ainsi que ceux des boites environnantes. Les interactions avec les boites images sont
ainsi prises en considération mais les calculs sont effectués uniquement dans la boite mere.
Afin de limiter le cotlit en calculs, il est nécessaire de faire certaines approximations sur le

calcul des interactions atomiques.

Approximation de I'image minimale

La premiere approximation dite de "'image minimale" suppose que chaque atome
1 de la cellule mére interagit seulement avec I'image de 1’atome 5 la plus proche de lui. Cette
premiere approximation en implique une seconde : pour chaque atome ¢ les interactions

avec les atomes j sont nulles au dela d’un rayon de troncature R..
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Figure 2.6 — Représentation de la méthode du cut-off

Distance de troncature sphérique

Bien que défini arbitrairement, la convention de I'image minimale implique que
ce rayon doit étre inférieur a la moitié de la longueur du plus petit c6té de la boite. Dans
nos simulations, nous utilisons un cut-off de 11 A. Ces approximations sont suffisantes
lorsque la portée des interactions est faible. Ainsi pour les interactions de type van der
Waals, qui sont a courte portée, elles ne posent aucun probléeme. Ce n’est pas le cas
pour les interactions électrostatiques entre charges ponctuelles, ou les interactions sont a
longue portée (en %) La taille du systeme et donc le nombre d’atomes a traiter augmente
en 72 alors que le potentiel électrostatique lui est régi par une loi en % ce qui implique
une convergence tres lente du potentiel. Afin de contourner ce probléme, il est préconisé
d’utiliser une méthode de type somme de réseau. L utilisation d’un cut-off ne réduit pas
significativement le temps de calcul des interactions non liées. En effet, préalablement a
cette étape, le code de calcul utilisé (NAMD (NAnoscale Molecular Dynamics) 2.9b2 [68]
en l'occurence) doit lister les paires d’atomes dont il faut calculer les interactions et ceci est
une opération cotiteuse. Pour cette raison, la mise a jour de la liste est seulement effectuée
périodiquement. Pour le calcul des interactions non liées, nous utilisons la méthode du
double cut-off (Figure 2.7). Cette méthode a été développée par Berendsen et al. en 1985

[69]. Elle permet de gagner un temps précieux dans le calcul des interactions non-liées. Le
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Figure 2.7 — Représentation de la méthode du double cut-off

principe consiste a définir deux rayons de troncature, un premier de rayon R. et un second
de rayon R, vérifiant la condition R,;q>R.. Dans nos simulations, nous utilisons une
distance R4 de 13 A. Pour chaque atome i, les atomes j (interagissant de maniére non-liée
avec 1) qui se trouvent a une distance inférieure a R, sont stockés dans une liste "pair-list"
PL;. Les énergies d’interaction des atomes k£ qui sont situés dans l'intervalle R,;>7,> R,
sont stockées dans une seconde variable nommée E{P pour Energie des Interactions &
Longues Distances et maintenue constante pour un certain nombre de pas d’intégration.

Les énergies d’interactions non liées sont donc la somme des deux contributions.

La discontinuité de 1’énergie, a la distance de troncature, est source de nombreux
problemes dans le calcul des énergies et cause des aberrations dans les mouvements
protéiques [70-72]. Pour corriger ce probléme, il est nécessaire d’estimer les interactions
aux environs du cut-off. Pour cela, nous utilisons deux méthodes. Une premiere qui consiste
a faire tendre les interactions vers zéro pour des distances légérement inférieures au cut-off
(a I’aide des fonctions de commutation) et une seconde qui consiste a estimer les interactions
au dela du cut-off (par la sommation d’Ewald). Ces deux méthodes sont détaillées dans

les paragraphes suivants.

Fonction de commutation
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Figure 2.8 — Potentiel électrostatique avec (rouge) ou sans (noir) 'application de
la fonction de switching.En vert, la discontinuité du potentiel électrostatique du a

I'utilisation du cut-off.

Cette méthode consiste a lisser les forces et les énergies pour les rendre nulles aux
abords du cut-off (R,.). Elle présente 'avantage d’éviter toute discontinuité dans le champ
de force. Dans nos simulations, nous utilisons plus précisement la fonction switch qui
permet de modifier le potentiel uniquement au voisinage de R. a partir de la distance
R, <R, (Figure 2.8). Pour I’ensemble des simulations Ry, est fixé a 8 A. Les fonctions

d’énergie électrostatique et van der Waals sont alors multipliées par la fonction suivante :

1 si rij < R,
R2—r2)(R2+2r?. —3R2, .

stitch(rija Rm st) - ( T](EE_RE:)JS ) S1 RSU} < Tij < RC <210>
0 si Ty > RC

Méthode de la sommation d’Ewald

La sommation d’Ewald, qui est un cas particulier de la resommation de Poisson,
permet d’estimer le potentiel électrostatique. Le traitement des interactions coulombiennes
se fait en décomposant le potentiel en deux contributions. Une premiere qui correspond
aux interactions a courte portée dont le calcul se fait dans I’espace réel et une seconde
correspondant aux interactions a longue distance dont le traitement s’effectuera dans
I’espace réciproque. La somme dans ’espace réciproque étant basée sur la transformée
de Fourier, elle converge rapidement lorsque la distance r augmente. L’utilisation de la
transformée de Fourier rapide (FFT) optimise considérablement le temps de calcul. La

méthode PME (Particle Mesh Ewald) [73] que nous utilisons, repose sur une décomposition
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analogue du potentiel mais permet de calculer encore plus efficacement le potentiel. Les
charges atomiques sont interpolées tridimensionnellement sur une grille et la distribution
de charge correspondante est calculée. Par FFT direct, on évalue tout d’abord le potentiel
réciproque puis par inversion du processus, on détermine le potentiel direct. Par dérivation
du potentiel ainsi calculé, on détermine les forces électrostatiques. La derniere étape
consiste a interpoler les valeurs du champ et du potentiel de la grille vers les atomes et
ainsi mettre a jour la position de ceux-ci. Cette méthode permet un traitement efficace des

interactions longue distance pour un cofit en temps de calcul raisonnable puisqu’il varie en

n - log(n).

2.1.4 Algorithme de la dynamique moléculaire

La DM classique consiste a résoudre numériquement les équations de Newton attachées a

chaque atome 7. Soit :

97 ,(1)
F, = i = =V, V (2.11)

ou ?z est la force agissant sur 'atome ¢ exercée par tous les atomes différents de ¢, m; la
masse de 'atome i et 7', la position de 'atome 7. La force ?Z exercée sur chaque atome i
dérive du potentiel d’interaction V' par rapport a la position Ei

L’algorithme préférentiel utilisé pour résoudre les équations du mouvement est 1’algo-
rithme de Verlet amélioré. Il permet de déterminer position et vitesse d’un atome 7 au
temps t + 0t connaissant ses position, vitesse au temps t et son accélération aux temps ¢
et t + 0t. Le principe consiste a écrire le développement en série de Taylor a I'ordre 3 de la

position dans les deux directions temporelles :

rilt + 58) = ri(t) + vi ()5t + ;ai(t)(ét)z Ik agg;f) +0((60)Y (2.12)
ri(t — 8t) = ri(t) — v;(t)ot + ;ai(t)(étf + (5? ag;ét) —O((6t)") (2.13)

En les sommant, on obtient 1’algorithme de propagation des positions :

ri(t + 0t) = 2ry(t) — ri(t — 6t) + a;(8)(5)* + O((61)*) (2.14)
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En les soustrayant, celui des vitesses :

ri(t + 6t) + 7i(t — 5t)
20t

vi(t) = + O((6t)%) (2.15)

L’erreur associée a cette derniere expression est en (6¢)% et non plus en (§t)*. Pour surmonter
cette difficulté, plusieurs variantes de cet algorithme existent. En particulier I’algorithme

Leap-frog. Dans cet algorithme, les vitesses sont calculées pour des demi-entiers :

at. ri(t+6t) —ri(t)

(4 =) = 2.16
wlt+ ) - (216)
(t— =) = 2.17
wlt - 5) ) (217)
permettant d’exprimer les positions de la maniére suivante :
ot
et les vitesses ainsi :
ot ot

Dans la pratique, la connaissance de la vitesse au temps ¢ — % permet le calcul de la vitesse

au temps t + % via la relation :

Ui(t — %) + Ui(t + %)
2

I1 est alors possible de calculer les postions des atomes au temps t.

Le calcul de la vitesse au temps t; nécessite de connaitre la vitesse au temps t = t5 — %
ce qui n’est pas toujours possible. Le recours a une loi de distribution de Maxwell-Boltzman

permet de générer aléatoirement des vitesses initiales a la température désirée.

Le choix du pas d’intégration des équations du mouvement est un compromis entre
rapidité du temps de calcul et précision des résultats. La principale contrainte est qu’il doit
impérativement étre inférieur aux fréquences de vibrations les plus élevées. Les fréquences de
vibration les plus élevées sont dues aux liaisons, spécialement celles impliquant ['’hydrogene.
Par exemple, une liaison C—H vibre avec une période de 10 femtosecondes (fs). Le pas

d’intégration 0t choisi est ainsi de 2 fs dans nos études.

La résolution des équations de Newton conserve, en principe, I'énergie totale du

systeme. De ce fait, en fixant le volume V de la boite de simulation et le nombre N
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d’atomes, on travaille alors dans I’ensemble microcanonique (N,V,E). Dans nos simulations,
nous travaillons préférentiellement a température (ensemble canonique N,V,T) et pression
constantes (ensemble isotherme-isobare N,P,T). Pour controler ces deux variables, nous

couplons le systéme a un bain thermique et/ou barostatique.

2.1.5 Controle de la température

Plusieurs méthodes existent pour réguler la température d’'un systeme a une valeur
constante. La méthode que nous avons utlisée consiste a modifier ’équation du mouvement
de Newton (équation 2.11) pour chaque atome en y ajoutant des termes stochastiques et
de friction pour obtenir une équation de Langevin :

ou v; est le terme de friction qui s’oppose au mouvement de I'atome i. On peut voir
également ce terme comme une fréquence de collisions.

/(t) est une force aléatoire due aux collisions associées aux mouvements browniens des
R.(t) est une force aléatoire d I ts b d

atomes environnants vérifiant la relation :
< ﬁi(t) >=0 (2.22)

Les termes ﬁz(t) et 7; sont reliés entre eux via la relation :

| Ru(r) 1= 2 (2.23)

d(t) représente des nombres aléatoires tirés d’une distribution gaussienne a chaque pas
At. L’équation de Langevin permet de coupler le mouvement de chaque atome a un bain
thermique de température T'. L’échange est continu. Les atomes sont thermalisés par

I'intermédiaire de leurs vitesses, qui sont elles-mémes couplées aux termes de friction ~;.

2.1.6 Controle de la pression

Pour réguler la pression dans le systeme de simulation, nous avons eu recours a
la méthode du systeme étendu que développa Andersen en 1980 [74]. Le principe est
identique a celui utilisé pour controler la température. Il consiste a coupler le systeme a un

volume externe variable V', équivalent au volume de la boite de simulation. Ce couplage
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symbolise I’action qu’excercerait un piston barostatique de masse M, sur le systeme, appelé
piston de Langevin [75]. Au cours des simulations, la pression du systéme est controlée
par ajustement dynamique de la taille de la cellule unitaire, les coordonnées atomiques
sont alors mise a jour.

L’effet du mouvement du piston est décrit par la variation du volume V selon ’équation

de Langevin :

PO =Fres _pyr R,(t) (2.24)

p

V est assimilable a laccélération du volume engendré par le piston de masse M,. P(t) et
P,y sont respectivement la pression instantanée et la pression de référence. I' représente

la fréquence de collision et R,(t) une force stochastique.

2.1.7 Protocoles de simulation

Le protocole typique d’une simulation de DM suit les étapes suivantes :

e minimisation en énergie

e mise en température du systeme

o équilibration du systeéme a la température référente
o production de la trajectoire

o analyse de la trajectoire

2.1.7.1 Minimisation en énergie

Avant toute simulation de DM, il est nécessaire d’effectuer une optimisation en énergie
afin de supprimer toutes conformations non physiques qui généreraient des trajectoires
aberrantes. La recherche d’une conformation stable consiste a faire une minimisation
de I'énergie potentielle du syteme. Pour cela nous avons utilisé la méthode du gradient
conjugué qui est implémentée dans NAMD. Cette méthode est basée sur la dérivée de

I’énergie potentielle V' par rapport aux coordonnées de chaque atome 7 :

F=-VV (2.25)




32 2. METHODES DE MODELISATION MOLECULAIRE

Chaque atome est alors déplacé vers son minimum local en suivant la pente de ’hypersurface
énergétique. Cette méthode a le défaut de ne pas permettre de franchir des barrieres
énergétiques et donc de ne pas faire converger le systéme vers son minimum global. Elle
garantit de trouver le minimum local le plus proche mais le résultat final dépend fortement

du choix de la conformation initiale.

LRI INGONTT
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%
&

[177]] A 'b'

Figure 2.9 — Défaut de la méthode des gradients : le choix de la configuration

initiale influe directement sur la position du minimum

Le principe de la méthode consiste a minimiser la fonction énergie potentielle selon
une premiere direction 71@ A chaque itération k, la position du systeme est décrit par un
vecteur ﬁkﬂ, de 3N dimensions. ﬁkﬂ est ainsi le minimum le long de cette direction.

Les coordonnées ﬁkﬂ a l'itération k + 1 s’écrivent alors de la facon suivante :
§k+1 = ﬁk -+ Skjk (226)

si est la distance de la descente. L’algorithme s’arréte lorsque les ﬁk n’évoluent plus ou

bien lorsque le gradient atteint un seuil minimal.

2.1.7.2 Production

Les simulations de DM sont menées en deux étapes : une premiere qui consiste a
amener le systéme vers sa température d’étude et la seconde qui correspond a la phase de

production de la trajectoire de simulation.
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Mise en température

La mise en température ou thermalisation du systéme consiste a réaliser une dynamique
sur les vitesses des atomes de telle sorte a obtenir une température moyenne proche de la
valeur désirée. Dans notre cas, elle a été effectuée dans I’ensemble microcanonique NVT
(le nombre de particules N, le volume V et la température T restent constantes au cours
du temps). Pour les simulations a haute température, le volume de la boite de simulation

est ajusté afin de reproduire au mieux la densité de 1’'eau liquide a la température d’étude
[76].

Dynamique moléculaire a température et pression constantes

Les simulations de DM a 300K ont été réalisées dans 1’ensemble thermodynamique
isotherme-isobare NPT (le nombre de particules N, la pression P et la température T sont
constantes au cours de la dynamique). La méthode du piston et la dynamique de Langevin
controlent respectivement les deux dernieres variables. La température du systeme a été
fixée a 300K et la pression a 1 bar. Les simulations de chauffage et d’équilibration sont

effectuées séparement pour chaque trajectoire.

Dans ce travail, nous utilisons les champs de forces AMBER (Assisted Model Building
with Energy Refinement) 03 [64] et OPLS-AA (Optimized Potentials for Liquid Simulations
- All Atom)[63]. Ce sont des champs dits tout-atome dont les données permettent un
traitement complet du systeme. Les simulations ont été effectuées a 1’aide du programme
de DM parallele NAMD. Ce code est congu pour la simulation haute performance de
grands systemes biomoléculaires. Les liaisons chimiques entre les atomes lourds et les

hydrogenes sont contraintes a leur valeur d’équilibre a 'aide de I'algorithme SHAKE [77].

2.1.8 Analyse des simulations de dynamique moléculaire

2.1.8.1 RMSD et RMSF

Le RMSD ou écart quadratique moyen est une mesure de la différence qui existe

entre 2 structures qui ont, de préférence, été alignées préalablement. On note o, et o}, les 2
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structures moléculaires d’intérét composées de N atomes, le RMSD est calculé en utilisant

la formule suivante :

N
RMSD(0,,0,) = J ;VZ(?W — Tip)? (2.27)

La structure de référence est souvent la structure cristallographique ou la premiere structure
de la trajectoire de simulation. Le RMSF ou fluctuation quadratique moyenne mesure la

mobilité de chaque atome 7 au long de la trajectoire de simulation. La formule du calcul
du RMSF est la suivante :

1 C
RMSF(i) = JC S (Tip— < 7 >)? (2.28)

k=1
Différemment du RMSD, la structure de référence est la structure moyennée sur I’ensemble
des C' conformations. La principale différence entre le RMSD et le RMSF vient du fait
que pour ce dernier la moyenne est effectuée sur le temps différement du RMSD ou la

moyenne est effectuée sur les atomes.

2.1.8.2 Rayon de gyration

La distribution de masse d’un grand systeme moléculaire peut étre évaluée en
calculant son rayon de gyration Rg,,. Celui-ci correspond au rayon d'une sphere ayant une
distribution de masse uniforme égale a la masse totale de la protéine. R, se calcule de la

facon suivante :

R _ lvaﬂ mz(?z - 7>com)2 (2 29)
w N Di=1 M

avec T'; qui correspond a la position du i-ieme atome et 7 com qui est la position du centre

de masse de la protéine. De facon analogue au RMSD, le rayon de gyration fournit une

information globale sur la déformation structurale de la protéine au cours de la simulation.

2.1.8.3 Hélicité

Les changements dans la structure secondaire sont caractérisés en évaluant la fraction
d’hélices o de la protéine. Les calculs reposent sur l'algorithme STRIDE [78] qui est

implémenté dans le programme de visualisation VMDI79]
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2.1.8.4 Contacts natifs

Les modifications dans la structure tertiaire peuvent étre évaluées en suivant 1’évolu-
tion des contacts natifs au long de la trajectoire de simulation. Par rapport aux contacts
formés au sein de la structure secondaire, les contacts tertiaires entre acides aminés sont
moins contraints par la rigidité du squelette peptidique. Dans nos analyses, deux résidus
sont considérés en contact tertiaire si la distance entre leurs C,, est inférieure a la distance
cut-off de 7 Aet si ces deux résidus sont séparés par plus de deux acides aminés dans la

séquence primaire, comme le suggere Sardiu et al.[80].

2.1.8.5 Calculs des profils d’énergie libre

Une majorité des propriétés physico-chimiques d'un systeme peuvent étre analysées
plus ou moins directement en étudiant les variations de son énergie libre (ou de son
enthalpie libre). En particulier, les préférences conformationnelles d'une protéine sont
étroitement liées a la différence d’énergie libre qu’il existe entre deux de ces états. Cette
variable d’énergie libre est licite dans notre cas car elle prend en compte la cohésion de la

macromolécule via son énergie interne et son entropie conformationnelle a la température

T.

Définition de I’énergie libre

L’énergie libre de Helmholtz A est une fonction d’état extensive s’appliquant aux
systemes thermodynamiques fermés évoluant a température et volume constant. Elle est

définie par :
A=—-p"1nQ(N,V,T) (2.30)

Avec B! = kgT ou kg est la constante de Boltzmann et T la température du systéme.
Q(N,V,T) est la fonction de partition du systéme pour un nombre de particules N, un
volume V et une température T fixe. La fonction de partition est une grandeur fondamentale
qui décrit les propriétés statistiques du systeme étudié. Elle fait le lien entre les états
microscopiques du systeme et ses observables. L’équation 2.30 en est la preuve directe. C’est

la relation fondamentale existante entre la thermodynamique et la physique statistique
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dans I'ensemble canonique. Dans cet ensemble, la fonction de partition s’exprime de la

facon suivante :

QN,V,T) = }ﬁ;M/exp[—ﬁH(q,p)}dqdp (2.31)

1/h3N est un facteur de proportionnalité permettant de retrouver les prédictions de
la mécanique quantique aux hautes températures. H est I'hamiltonien total du systéme
qui est fonction des 3N coordonnées ¢ et des 3N moments conjugués p du systeme. Il est

défini de la fagon suivante :

H(q,p) = K(p) +Ul(q) = 7 +Ul(q) (2.32)

2m

En remplacant cette expression dans I’équation 2.31 et en intégrant sur les vitesses, on

obtient directement ’expression suivante :

Q(N,V,T) = A?)Al,N!Z(N, V. T) (2.33)

A est la longueur d’onde thermique de de Broglie : A = h\/% et Z(N,V,T) est la

fonction de partition configurationnelle :

Z(N,V,T) = [ ep(~BU(q))da (2:34)

U(q) est I'énergie potentielle du syteme. Evaluer @ ou Z afin de déterminer I’énergie libre
absolue est tres compliquée. En effet, A est directement liée a la probabilité de trouver le

systeme dans un état donné et dans un certain volume de ’espace des phases.

L’étude de I'évolution d’un systéme lors d’un processus physico-chimique exige la

définition d'une énergie libre partielle qui est une fonction de la coordonnée de réaction (.. :

F(C) = =" Z(C) (2.35)

Avec Z((.) qui a pour expression :

2(¢) = [ 3¢ = &) exp(—BU g))dcdg’ (2:36)
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La fonction delta de Dirac 6({—(.) signifie que I'intégration se fait sur toutes les coordonnées

q tel que ¢ = ((q). L’enthalpie libre partielle s’écrit alors :
G(¢) = F(C.) + RT (2.37)

Il est possible de calculer ’enthalpie libre partielle a partir d’'un ensemble statistique de
configurations générées lors d’une simulation de dynamique moléculaire. Les fréquences
d’apparition d’une valeur donnée de la coordonnée choisie sont liées a ’enthalpie libre du

sous-espace respectif par la relation :

G(Ce)
RT

n(Ce) = exp(— ) (2.38)

Soit deux valeurs (; et (5 de la coordonnée (. On peut alors écrire :

Q) _ (G(@)R—TG(Q)> (2.39)

Ou bien encore :

n(¢1)
ey

AG(C) = G(¢2) — G(G) = RTln (2.40)

Il est ainsi possible de déterminer la différence d’ enthalpie libre par rapport a une

valeur de référence G((p).

La méthode Umbrella Sampling,qui est basée sur cette théorie, a été proposée en
1977 par Torrie et Valleau [81] et permet d’augmenter efficacité de I’échantillonnage.
Elle est particulierement efficace pour échantillonner les systemes dans lesquelles deux
régions de 'espace des configurations sont séparées par une barriere énergétique. En effet,
cette méthode permet de forger le systeme a évoluer autour d’une certaine valeur (. de la

coordonnée de réaction ( en lui imposant une contrainte harmonique :

U(Q) ~ —5 K~ G (2.41)
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Ainsi, les régions de 'espace proche de la barriere, 1a ou la probabilité de présence est tres
faible, seront échantillonnées de la méme maniere que le reste de I'espace des configurations.
Plusieurs fenétres d’échantillonnage sont générées en déplacant (. et en modifiant la valeur
de la contrainte K. Les effets des contraintes sont corrigés dans le traitement final des
résultats. Les différentes séries d’échantillonnages ont été analysées a 'aide du logiciel
WHAM [82, 83].

2.1.9 La visualisation

VMD est un logiciel libre con¢u pour la modélisation et la visualisation moléculaire.
Développé en 1992 par I'université de I'Illinois et I'institut Beckman, il permet principale-
ment de visualiser et d’analyser les résultats des simulations de dynamique moléculaire.
L’application de scripts écrits en langage Tcl ou Python fournit un large éventail de

possibilités de calculs.

2.2 Analyse par composantes principales

L’analyse en composantes principales (PCA), développée en France depuis les années
60 par J-P. Benzécri est une méthode d’analyse multivariée qui consiste a transformer
des variables liées entre elles en nouvelles variables décorrélées les unes des autres. Elle
permet principalement de réduire le nombre de variables et de rendre 'information moins
redondante. La PCA présente des avantages significatifs par rapport a une analyse en
modes normaux basée sur la diagonalisation de la matrice Hessienne du systeme : elle
n’est pas limitée aux systémes harmoniques (ou aux mouvements), mais prend en compte
la contribution de I'entropie de la dynamique de la protéine et les modes sont classés en

fonction de leurs amplitudes.

2.2.1 Principe

Les composantes principales (PC) sont les nouvelles coordonnées de la protéine
obtenues par transformation orthogonale de I’ensemble des coordonnées cartésiennes x;

(1t = 1,...,n ou n est le nombre de degrés de liberté internes de la protéine)[38]. La
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transformation orthogonale est choisie de telle sorte que, exprimée dans les nouvelles
coordonnées p;, la matrice de covariance soit diagonale. Cela signifie que les nouvelles
coordonnées ne sont pas linéairement dépendantes (ou linéairement corrélées) mais des
corrélations d’ordre supérieur peuvent étre présentes. On définit C' comme la matrice de

variance exprimée en utilisant les coordonnées cartésiennes de la protéine. On peut écrire :

Cij = ((w: = (23)) (2 = (25))) (2.42)

ou la notation () signifie qu’on effectue la moyenne sur la totalité de la trajectoire de
simulation. Trouver les nouvelles coordonnées signifie trouver une matrice orthogonale R

qui satisfasse a 1’équation :
RT'CR = I\ (2.43)

Ici, I, est la matrice identité de dimension n et A un vecteur qui contient les n valeurs
propres \;. Le vecteur r; forme la colonne ¢ de la matrice R. On peut alors exprimer les

nouvelles coordonnées de la facon suivante :
pi = _mji(z; — (z;)) (2.44)
j=1

A; est un élément diagonal dans la matrice de covariance transformée, il est donc égal a la

moyenne du carré de la fluctuation de la composante principale p; :

A = ((pi — (pi)?) (2.45)

D’autre part, compte tenu du fait que R est une matrice unitaire, la racine de la moyenne
fluctuations carrées calculée sur les composantes principales ou sur les coordonnées carté-

siennes est identique. On écrit alors :

n n n

RMSF? =3 ((z; — {@:))") = {0 — {p:))") = DN (2.46)

i=1 i=1 i=1
Par conséquent, la contribution de la composante principale p; sur les fluctuations des
positions de la protéine est égal a sa valeur propre A;. Dans ce travail de these, les PCA
ont été effectuées a 'aide du programme libre CARMA [84] dans sa version 1.1 développée
au sein du groupe de Nicholas M. Glykos a 'université Démocrite de Thrace. CARMA
calcule les vecteurs propres et les valeurs propres de la matrice de covariance ainsi que
les fluctuations des PC au long de la trajectoire de simulation. Il est également possible
d’identifier des conformeres protéiques en projetant toutes les structures de la protéine dans

les sous-espace formé par les trois premieres composantes principales. Pour chaque image
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de la trajectoire, les valeurs des fluctuations des trois plus grandes composantes principales
sont calculées. Ces valeurs sont utilisées pour remplir une carte en trois dimensions
décrivant leur distribution. CARMA identifie alors tous les «pics» isolés de cette carte.

Ces regroupements correspondent a des conformations fortement peuplées.

2.2.2 Convergence de la méthode

La pertinence d'une PCA est directement liée a sa convergence. Au sens strict,
une PCA est convergente lorsque ses composantes principales sont stables par rapport a
la longueur de la trajectoire ou bien en répétant les simulations. Habituellement, cette
stabilité est vérifiée pour un sous-espace engendré par les premiers modes. Le recouvrement
entre les deux sous-espaces correspondants provenant de deux trajectoires différentes (ou

des fragments de trajectoire) est mesuré en calculant leur produit intérieur :

1 m om
RMSIP = —ZZuivj (2.47)
mi1 =1

Ot les vecteurs u; appartiennent au premier sous-espace, les vecteurs v; au second et m
est la dimension commune des deux sous-espaces. Il est évident que, lorsque les deux sous-
espaces sont identiques, le produit scalaire donné par I’équation 2.47 est égal un. Cependant,
ce type de convergence est tres compliqué a obtenir dans le cas d’'un mouvement protéique.
En effet, en allongeant la longueur de la trajectoire, la protéine peut changer subitement
de conformation ce qui induit un changement de ses composantes principales [65]. Etant
donné que les échelles de temps de ses sauts peuvent varier de la picoseconde a la seconde,
de tres (trop) longues trajectoires sont nécessaires pour obtenir la convergence compléte
dans le cas de protéines de taille importante [41]. Une autre fagon de penser est de cibler
la convergence de 1’échantillonnage seulement dans un sous espace conformationnel de la
protéine. Ce sous espace est en principe associé a une conformation macroscopique donnée
de la protéine [65]. Cette convergence est une condition essentielle pour que 'analyse ait
un minimum de pertinence. En effet lorsque les modes les plus lents ne sont pas suffisament
échantillonnés, les PC correspondantes ne sont pas liées a la dynamique structurale de la
protéine mais a une diffusion aléatoire [38]. La variation d’une telle coordonnée le long de
la trajectoire est de forme cosinusoidale avec un nombre de périodes égal a la moitié¢ de
I'indice du mode. Le contenu en cosinus d’'une composante principale py peut étre évalué

en utilisant la formule suivante [38] :

-1

e = ; (/OT cos (T) pk(t)dt>2 (/()Tpi(t)dt> (2.48)
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ou T est la longueur de la trajectoire. Il varie entre 0 (aucune forme cosinusoidale) et 1
(cosinus parfait). En fait, pour le mouvement de protéines, un contenu en cosinus inférieur a
0.5 est considéré comme indicatif d'un échantillonnage satisfaisant [41]. De toute évidence
une PCA convergente au sens restreint peut ne pas étre convergente au sens strict :
aux longues durées de simulations, les PC sont susceptibles de changer si de nouveaux
et plus lents mouvements apparaissent. Cependant, les PC émises a partir d’'une PCA
convergente au sens restreint ont un sens physique et expriment les caractéristiques réelles
du mouvement protéique se produisant a I’échelle de temps de la trajectoire de simulation.
En d’autres termes, ces analyses fournissent une description correcte mais incomplete de

la dynamique des protéines.
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3.1 Introduction

Dans ce chapitre, nous proposons une analyse détaillée de la dynamique confor-
mationnelle de la HSA dans sa forme native basée sur la méthode PCA appliquée a
trois trajectoires de DM de 200 ns chacune. Une attention spéciale est accordée a la
dynamique des deux sites de complexation primaires. Nous nous interrogeons aussi sur le
rapport qui existe entre les changements conformationnels spontanés et ceux induits par

la complexation des ligands.

3.2 Convergence de la méthode d’analyse

L’évolution de la racine carrée de 1'écart-type (RMSD) des positions atomiques de la
protéine au long des trois trajectoires de simulation, nommées par la suite trajl, traj2 et
traj3, est illustrée sur la Figure 3.1. Les RMSD ont été calculés par rapport aux atomes de
carbone « en utilisant la structure de diffraction aux RX comme référence [12]. Dans le cas
de trajl et traj3, le RMSD apparait stabilisé a la fin de la simulation alors qu’il est encore
en légere hausse dans la cas de traj2. D’autre part, ’hélicité de la protéine (non représenté,
calculée a 'aide de 'algorithme STRIDE [78]) varie peu selon les trois trajectoires (sa

valeur moyenne est de 67%, comparable & la valeur de 72% pour la structure de référence).

Ainsi, pour trajl et traj3, la structure de la protéine semble étre globalement stabilisée
alors que traj2 montre une relaxation structurale plus importante qui continue encore
au-dela des 200ns.

3.2.1 Convergence des PCA

Une analyse plus détaillée des mouvements protéiques au long des trois trajectoires
est obtenue en calculant leurs composantes principales. Afin de réduire la dimension de
la matrice de covariance a un niveau raisonnable, le calcul a été effectué en prenant en
compte uniquement les Ca. Ainsi, la dimension de 'espace configurationnel de la protéine
est de 1734. La partie montante rapide de la trajectoire (0-20 ns) n’a pas été inclue dans

I’analyse PCA afin d’éviter les instabilités liées a 1’équilibration de la protéine. Les vecteurs
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Figure 3.1 — Evolution des RMSD au long des trois trajectoires de simulation : trajl

(noir), traj2 (rouge) traj3 (bleu).

propres calculés sont disposés par ordre décroissant de leurs valeurs propres. Comme prévu,
la contribution des différents modes associés aux fluctuations de la protéine diminue tres
rapidement avec leurs indices. Le mouvement protéique est ainsi concentré uniquement sur
quelques modes. Dans les faits, les 10 premieres composantes, qui réprésentent seulement

0,6% des degrés de liberté, permettent de capturer environ 81% des mouvements.

La convergence au sens strict (telle que définie dans le chapitre 2) de la PCA a été
testée en calculant le recouvrement (équation 2.47) des sous-espaces engendré par les 10
premieres PC de chaque trajectoire. Les valeurs obtenues varient entre 0.37 (trajl contre
traj2) et 0.25 (traj2 contre traj3). En d’autres termes, le mouvement protéique le long
des trois trajectoires a un degré de similitude d’environ 30% seulement. On en conclut
que, dans le cas de la HSA, une PCA basée sur une trajectoire de DM de 200 ns n’est
pas convergente au sens strict. Ce résultat est en bon accord avec celui rapporté par
Grossfield et al. [85] qui ont comparé 26 trajectoires de 100ns générées pour la rhodopsine.
Le recouvrement moyen de covariance entre deux trajectoires était alors de 0.2. Bien que
I’échantillonnage de 1’espace conformationnel fourni par une simulation de 200ns n’est
que partiel, les PC calculées peuvent décrire correctement les caractéristiques réelles de
la dynamique de la protéine. C’est le cas lorsque tous les mouvements collectifs qui se
produisent au long d'une trajectoire donnée sont correctement échantillonnés. Nous avons
testé cette convergence locale en calculant le contenu en cosinus (équation 2.48) des 5

premieres PC dérivées de chaque trajectoire. Les résultats sont présentés dans le Tableau
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3.1.

trajl | traj2 | traj3
PC1 | 0.19 | 0.85 | 0.90
PC2 | 0.00 | 0.53 | 0.46
PC3 | 0.15 | 0.03 | 0.25
PC4 | 0.42 | 0.00 | 0.06
PC5 | 0.00 | 0.01 | 0.00

Tableau 3.1 — Contenu en cosinus des 5 premiéres PC des 3 trajectoires simulées

D’apres ces données, I'analyse de covariance appliquée a trajl est convergente au sens
restreint. Ce résultat suggere fortement que les cings premieres PC issues de cette analyse
constituent de véritables mouvements collectifs protéiques. D’autre part, les mouvements
les plus lents le long de traj2 et traj3 semblent n’étre que partiellement échantillonnés
puisque le contenu en cosinus de PC1 est supérieur a 0.5 dans les deux cas. Ainsi, un doute

subsiste quant a la signification physique du mode PC1 de ces deux trajectoires.

3.3 Dynamique globale de la protéine

3.3.1 Mouvements collectifs associés a une PC

Une description détaillée du mouvement collectif associée a une PC donnée est
obtenue en représentant la variation de la racine des déplacements quadratiques (RSD)
des atomes de carbone « entre les valeurs extrémes de la PC. Ces représentations sont
données dans les figures 3.2 et 3.3 respectivement pour les modes PC1 et PC2 des trois

trajectoires. Il y a trés peu de similitudes entre les trois modes PC1 (Figure 3.2).

La PC1 de trajl affecte principalement les sous-domaines TA et I1IB, alors que celle
obtenue pour traj2 est dispersée sur la structure entiere de la protéine, sauf pour les
sous-domaines IB et IITA. Dans le cas de traj3, les principaux déplacements induits par le
mode PC1 sont situés dans les sous-domaines IB, IIB et IIIB. Certaines ressemblances
intéressantes sont observées entre le mode PC1 de trajl et les modes PC2 des deux
autres trajectoires : ces ressemblances concernent le déplacement des sous-domaines TA

et I1IB qui sont dominants et de forme similaire dans les trois cas. Une caractéristique
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Figure 3.2 — Déplacements (RSD) des atomes de C,, au long de la premiére PC de
chacune des trois trajectoires (noir). On trouve également les déplacements entre la
HSA native et complexée avec le myristate (rouge, en haut de la figure). La structure
du complexe HSA-myristate provient de : Protein Data Bank RCSB, code ID : 1IE7G

1]

commune des profils RSD donnés dans les figures 3.2 et 3.3 est la présence de forts maxima
décrivant le mouvement d’un petit groupe d’atomes (par exemple, les maxima centrés sur
les résidus K174, K274 et F509 dans le cas du mode PC1 de trajl). Fait intéressant, tous
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Figure 3.3 — Déplacements (RSD) des atomes de C,, le long de PC2 pour chacune

des trois trajectoires.

ces déplacements de résidus bien localisés et importants (environ 10 A de long) sont situés
dans des boucles reliants deux hélices adjacentes. Des maxima similaires sont observés

dans le cas des composantes principales PC3, PC4 et PC5 (Figure 3.4).

Il est tres probable que I'extension de ces distorsions soit bloquée par les 17 ponts




3. DYNAMIQUE CONFORMATIONNELLE DES SOUS-DOMAINES ET DES SITES DE
50 COMPLEXATION DE HSA®)

Subdomain Subdomain
1A 1B A B

1A 1B A 1B A 1] 1A 1B MA@ By 1A
1 88 1

r4 <

D 563,
)
>

o

(A)
(A)

(A)

PC3_RSD
3
K174
A504
PC4_RSD
PC5_RSD

E57
V310

2 1A 1B A [[[:] A mns 1B A B A mns

A 300
A 511
G 562

A
©
P 96
§273
(A)
A
(=]

PC3_RSD
o

PC4_RSD

PC5_RSD

IS

N

3 1A 1B 1A 5] A IIIB8 1B [ B A mns
©

=)

(A)
3
A 363
(A
3
()]

®

V122

PC3_RSD

A 504

PC4_RSD

PC5_RSD
=

>

N

100 200 300 400 500

100 200 300 400 500
Residue number Residue number Residue number

Figure 3.4 — Déplacements (RSD) des atomes de C, au long de la troisiéme (a
gauche), quatrieme (au centre) et cinquieme (a droite) PC de chacune des trois

trajectoires

disulfures qui relient les extrémités des hélices. Ceci est en accord avec le fait que les ponts

disulfure sont des contraintes tres efficaces dans les mouvements internes de la HSA[86].

3.3.2 Dynamique des sous-domaines

Une question présentant un intérét particulier et qui concerne la complexation
d’un ligand a la HSA est celui de la déformation interne des sous-domaines induite par
la dynamique de la protéine. Chaque PC peut étre décrite comme une combinaison
entre la distorsion et le mouvement relatif des sous-domaines. La séparation de ces deux
contributions peut étre obtenue en calculant le RMSD de chaque sous-domaine. Nous
avons effectué cette analyse pour les 5 premieres PC de trajl. Pour chaque composante,
le RMSD de chaque sous-domaine a été calculé apres superposition des deux structures
extrémes de la protéine : une correspondante au minimum de la PC et 'autre a la valeur

maximale (Tableau 3.2).
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RMSD (A) | 1A B IIA 1B I1IA IIIB | ALL
PC1 7.9(2.1) | 4.9(1.9) | 2.9(2.6) | 3.8(2.2) | 4.9(2.3) | 10.9(4.1) | 6.5
PC2 3.7(2.3) | 3.8(1.8) | 6.1(3.0) | 5.2(2.1) | 3.5(2.2) | 3.5(2.2) | 5.3
PC3 3.1(L7) | 4.5(1.7) | 3.0(2.4) | 2.6(1.7) | 2.8(2.0) | 8.1(3.4) | 4.3
PC4 3.9(2.5) | 3.5(2.3) | 3.1(2.4) | 3.4(2.6) | 2.9(2.1) | 4.9(2.2) | 3.9
PC5 41(15) | 4.4(2.0) | 2.6(1.3) | 2.4(1.3) | 2.3(1.7) | 5.2(24) | 3.7

Tableau 3.2 — Distorsion des sous-domaines de la HSA induite par les différentes
PC : RMSD (en A) entre les deux structures extrémes de la PC

Chaque conformation est une structure moyennée de 10 structures ayant des valeurs
de PC similaires. La contribution du mouvement relatif des sous-domaines au RMSD
peut étre éliminée en alignant les deux conformations par rapport a un sous-domaine a la
fois, et non par rapport a la structure globale de la protéine. Les valeurs du RMSD ainsi
obtenues sont données dans le Tableau 3.2, entre parentheses. En fait, ils représentent la
contribution de la distorsion des sous-domaines. Les données du Tableau 3.2 montrent que,
dans la plupart des cas, les deux contributions sont équivalentes. Les exceptions notables
sont observées pour les sous-domaines IA et IIIB pour la PC1, le sous-domaine IIB pour
la PC2 et le sous-domaine I1IB pour la PC4 ou la contribution du mouvement relatif est
largement répandue. Le sous-domaine IIIB semble étre le plus mobile et le moins rigide
de la protéine, ce qui est en bon accord avec I’analyse faite sur une PCA basée sur une
trajectoire de DM de 10ns [24].

3.3.3 Recherche de conformations stables (conformeres)

Le mouvement de la protéine a l'intérieur de ’espace des conformations natives est
souvent décrit comme une série de transitions entre les différentes conformations protéiques
proches dans l’espace des configurations et d’énergie libre équivalente [87]. Nous avons
cherché ces conformations en analysant la répartition de celles-ci dans le sous-espace des
trois premieres composantes. Quatre groupes de conformations de la protéine (CS1 a CS4)
ont ainsi été identifiés pour trajl (Figure 3.5), trois pour traj2 et trois autres pour traj3.
Ces groupes peuvent éventuellement étre considérés comme des conformations natives de
la HSA. Les dix conformeres sont tous différents et leurs RMSD varient entre 2.6 et 4.5
A. Les valeurs du RMSD ont été calculées en utilisant les structures moyennes fournies

par CARMA [84]. Enfin, les dix structures sont assez proches les unes des autres comme




3. DYNAMIQUE CONFORMATIONNELLE DES SOUS-DOMAINES ET DES SITES DE
52 COMPLEXATION DE HSA®)

convenu puisque les conformeres appartiennent au méme état macroscopique. Dans un
article tres récent, cinq conformeres de la HSA ont été identifiés en se basant sur une
PCA d’une trajectoire de DM de 250ns [26]. Les structures explicites de ces conformations
n’ayant pas été données, il n’est pas possible d’effectuer une comparaison quantitative

avec celles reportées ici.
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Figure 3.5 — Les 4 clusters de conformations (en rouge) obtenus en utilisant la

distribution des 3 premieres PCs de la trajl

CS1 | CS2 | CS3 | Cs4
Population (%) | 16.4 | 20.6 | 15.6 | 7.4

Tableau 3.3 — Population (%) des 4 clusters de conformations identifiés en utilisant

la distribution des 3 premieéres PCs de la trajl

Bien que nous ayons identifié des transitions réversibles entre certains des dix confor-
meres obtenus ici, la longueur des trajectoires de simulation n’est probablement pas assez
longue pour fournir des conformeres statistiquement équilibrés. Leurs importances relatives

doivent donc étre considérées avec prudence.

3.3.4 Etude des changements conformationnels naturels

Les modes principaux sont censés étre liés non seulement aux changements de

conformations de la protéine qui se produisent librement mais aussi a ceux induits par les
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interactions protéine-ligand. Cet aspect présente un intérét particulier dans le cas de la
HSA qui est connue pour ses propriétés liantes. La relation entre les modes principaux de la
protéine et les transitions induites par un ligand a déja été révélée pour 'adénylate kinase
d’E-coli. Basée sur une PCA, une transition ouverte-fermée a été identifiée pour la protéine-
apo qui était semblable a la transition conformationnelle induite par la complexation de
I'AMP [39]. Parmi les changements conformationnels induits par la complexation d'un
ligand a la HSA, le plus spectaculaire est celui du a la complexation du myristate. Afin
de comparer ce changement de conformation induit par la complexation du médicament
avec les mouvements décrits par les PC des figures 3.2, 3.3 et 3.4, nous avons représenté
le RSD des C,, entre les HSA native et complexée avec le myristate (Figure 3.2 en haut,
en rouge). Des similitudes treés intéressantes sont observées entre ce profil RSD et celui
du mode PC1 de trajl. Le grand mouvement collectif du domaine I de la protéine a une
forme quasi identique, la seule différence notable étant 'amplitude du mouvement du
résidu K174 (localisé dans une boucle entre deux hélices) qui est environ trois fois plus
importante dans le cas de la transition simulée. Le domaine II apparait beaucoup moins
mobile dans les deux cas. En ce qui concerne le sous-domaine I1IB, le déplacement des C,,
présente des modifications structurales similaires, mais tres différentes en amplitude. De
plus, afin d’avoir une description plus détaillée, le mouvement associé a chaque PC peut
étre directement imagé en ordonnant les structures au long de la trajectoire. Les structures
sont alors classées selon les valeurs croissantes de la PC et nous pouvons représenter la

séquence des structures résultantes (Figure 3.6a).

Dans une interprétation rapide, PC1 décrit un déplacement relatif des sous-domaines
de la protéine : TA et I1IB s’éloignent I'un par rapport a 'autre par rotation autour de I'axe
long de la protéine. A titre de comparaison, une image correspondante au changement
conformationnel induit par la complexation du myristate a été obtenue par le biais d’'une

interpolation linéaire des deux conformations protéiques expérimentales (Figure 3.6b).

Les deux mouvements possedent des caractéristiques communes importantes avec
une ressemblance étroite dans le domaine I de la protéine. Curry et al. [88] ont avancé
I’hypothese que le changement de conformation dans le complexe HSA-myristate est dirigé
par la complexation du ligand mais les résultats, présentés ici, suggerent que cette transition
structurale peut précéder la complexation du ligand. Cette idée a déja été proposée par
Walji et al. [89] et réanalysée par Artali et al. [8] en se basant sur une simulation de DM
de 2ns.
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Figure 3.6 — Mouvement des atomes C,, : a) entre les deux valeurs extrémes de PC1

dérivé de trajl (bleu pour le minimum, rouge pour le maximum) et b) au cours de la
transition entre les conformations native et complexée avec le myristate (rouge pour

la native, bleu pour le complexe HSA-myristate).

3.3.5 Etude d’éventuels effets allostériques

Les profils RSD des modes de chaque PC donnent une indication sur le couplage
du mouvement des atomes a l'intérieur de la structure protéique. Aucun de ces profils
n’est entierement situé dans un seul domaine, mais plutot réparti sur la structure entiere
de la protéine (Figures 3.2, 3.3, 3.4). Ils apparaissent comme des modes stationnaires
excités dans une structure compacte. D'un point de vue physique, la corrélation a longue
distance observée dans le mouvement interne de la HSA pourrait expliquer le couplage
allostérique entre les différents sites de complexation comme cela a déja été signalé [13, 90].
Parmi les effets allostériques les plus spectaculaires on note la diminution d’un ordre de

grandeur de la constante de liaison de I’heme-Fe (III) (site de liaison FA1) lors de la




3.4. DYNAMIQUE DES SITES PRIMAIRES DE LIAISON 55

saturation du site 1 [90]. D’un point de vue mécanique, le couplage allostérique nécessite
la présence de transitions conformationnelles délocalisées sur (au moins) deux sites de

liaison (sous-domaines), d’ou I'apparition de PC délocalisées comme présentées ici.

En résumé, les principaux changements structuraux décrits par les cinq premieres PC

des trois trajectoires de simulation sont les suivants :

o des déplacements tres localisés et intenses (10-15 A) qui affectent les résidus situés

dans les boucles entre deux hélices adjacentes (Figures 3.2, 3.3, 3.4).

o un répartitation des modes des PC a travers la structure protéique qui pourrait étre

lié au couplage allostérique entre les sites de complexation de la HSA.

o des déplacements relatifs des sous-domaines qui contribuent au RMSD a hauteur de
2-3 A par sous-domaine et par PC (Tableau 3.2).

 des distorsions internes des sous-domaines dont la contribution moyenne au RMSD

(par sous-domaine et par PC) se situe autour de 2.0 A(Tableau 3.2)

Récemment, Guizado et al. [25] ont rapporté une PCA détaillée du complexe HSA-héme
basée sur une trajectoire de DM de 100ns. Bien que les quatres premieres PC issues de
leur analyse sont distinctes de celles présentées dans ce travail, il existe des similitudes
importantes entre les deux descriptions (par exemple la rotation des domaines I et 111
autour de I'axe long de la HSA observé dans notre cas pour le mode PC1 de trajl). Une fois
de plus, les différences entre les deux analyses sont tres probablement dues au fait qu’elles
ne soient pas convergentes dans le sens strict, mais chacune d’elles n’échantillonnent qu'un

sous-espace spécifique de I'espace des configurations natives de la protéine.

3.4 Dynamique des sites primaires de liaison

Dans cette partie, une analyse détaillée de la dynamique des sites primaires de
complexation 1 et 2 est effectuée. Compte tenu du role des chaines latérales des résidus dans
la configuration des sites de liaison, une étude de la dynamique des sites de complexation
basée uniquement sur les C,, ne serait que partiellement pertinente. Par conséquent, dans

le cas des sites de complexation, nous avons effectué une analyse de covariance sur tous
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les atomes. L’analyse a été basée sur trajl puisque c’est la trajectoire qui présente la
meilleure convergence locale (comme en atteste son contenu en cosinus dans le Tableau
3.1). Deux trajectoires de simulation limitées aux sites 1 ou 2 ont été obtenus en projetant
la trajectoire globale sur le sous-domaine ITA (pour le site 1) ou sur le sous-domaine
IITA (pour le site 2). Deux PCA distinctes ont été effectuées pour les deux trajectoires

restreintes.

3.4.1 Identification des conformeres

Comme dans le cas de I'étude du mouvement global de la protéine, nous avons
cherché d’éventuelles conformations stables en effectuant une analyse de cluster basée sur
les 3 premieres PC. Trois groupes de conformations possibles ont été trouvés pour le site
1 (Figure 3.7, CS5 a CS7) et quatre autres pour le site 2 (Figure 3.7, CS8 a CS11). La

corrélation entre les trois premieres composantes apparait en rouge.
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Figure 3.7 — Les différents conformeres obtenus pour les sites 1 (a gauche) et 2
(& droite) en utilisant la distribution des trois premieres PC des deux trajectoires

restreintes.

CS5 | CS6 | CS7 | CS8 | CS9 | CS10 | CS11
Population (%) | 48.5 | 6.6 1.9 | 229 | 11.2 | 16.9 12.3

Tableau 3.4 — Population (%) des différents clusters de conformations identifiés

pour les deux sites primaires

80



3.4. DYNAMIQUE DES SITES PRIMAIRES DE LIAISON 57

3.4.2 Etude des conforméres du site 1
3.4.2.1 Changements conformationnels entre les différents conformeres

Une représentation du site 1 et de ses conformeres a été obtenue en représentant
seulement les acides aminés qui sont les plus actifs dans la complexation du ligand (Figure
3.8). Selon cette image, les chaines latérales les plus mobiles sont celles des résidus W214,
H242, R218 et R222 dont les mouvements sont principalement réalisés par rotation des
angles de torsion des chaines latérales. Par exemple, lors du passage de CS6 a CS7, 'angle
diedre C, — Cg — C, — Cs du tryptophane W214 subit une modification d’environ 50°,
celui du résidu R218 d’environ 90° tandis que le résidu R222 change d’environ 86°. Il est
intéressant de comparer ces mouvements des chaines latérales avec ceux qui se produisent
lors de la complexation d’un ligand. Des médicaments de taille petite et moyenne (tel que
le CMPF, la warfarine, la phénylbutazone, etc...) sont connus pour affecter légerement
les conformations des chaines latérales [6]. La situation est différente pour la liaison de
la thyroxine (ou 7}), une hormone de masse moléculaire de 777 Da. Dans ce cas, des
changements conformationnels ont été observés principalement pour les chaines latérales
des résidus W214, R218 et R222 [91].

%ﬁ K199
§ ; H242
W214
i R218

% R257
R222 A291

Figure 3.8 — Conformation relative des principaux résidus d’acides aminés du site 1
dans la structure moyenne de CS5 (bleu), CS6 (rouge) et CS7 (vert).
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3.4.2.2 Une parallele entre la transition théorique CS6—CS7 et celle observée

expérimentalement lors de la complexation de la thyroxine

En comparant la structure cristalline de la HSA native avec celle du complexe thyroxine-
HSA (Protein Data Bank RCSB, code ID :1HK1) on constate que I'angle diedre C,, — Cz —
C, — Cs du résidu R218 change d’environ 62° lors de la complexation de la thyroxine et
I'angle diedre C' — C, — U3 — C, de R222 est modifié¢ de 65°. Ces changements présentent
des similitudes avec ceux identifiés dans nos simulations, bien que les variations des angles
diedres ne soient pas identiques. Concernant le résidu W214, Abou-Zeid et al. [26] dans
une simulation de DM de 250 ns ont rapporté une transition conformationnelle autour
de la liaison Cg — C, d’environ 180°. Cette transition est supposée étre liée au caractere
multi-exponentiel de la fluorescence du tryptophane dans la HSA [92]. Notre simulation
prédit une conformation supplémentaire de ce chromophore intrinseque (correspondant a

une rotation de 50° autour de cette méme liaison).

Une comparaison détaillée entre la transition prédite théoriquement CS6—CS7 et
le changement de conformation observé expérimentalement lors de la complexation de
la thyroxine est obtenue en représentant leurs RMSF respectifs calculés sur tous les

atomes (Figure 3.9). Il est a noter que lorsqu’on effectue le calcul du RMSF en ne prenant

K276

RMSF (A)

260 22‘0 2“10 ZéO 2EI30

Residue number
Figure 3.9 — RMSF calculé entre les conformations CS6 et CS7 (vert) et entre la
HSA native et le complexe HSA-thyroxine (PDB ID : 1HK1) (noir).

en compte que les atomes de carbone «, les valeurs du RMSF pour la transition HSA
native—HSA-thyroxine fluctuent autour de 0.5 A. Cela signifie que la thyroxine se lie

sans distorsion du squelette protéique. Le RMSF de la Figure 3.9 (courbe noire) est donc
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principalement di a la réorganisation des chaines latérales. Un point commun aux deux
courbes de la Figure 3.9 vient du fait que les résidus W214, R218 et R222 possedent dans les
deux cas des maxima locaux mais les deux transitions conformationnelles sont loin d’étre
équivalentes. Par exemple, on constate que 'amplitude des changements conformationnels
lors de la transition CS6—CS7 (courbe verte) est légérement inférieure a celle induite par
la liaison de la thyroxine (courbe noire), sauf pour les résidus K233, H247, D269, K274 ,
K276, E280 et E292, qui ne sont généralement pas impliqués dans la complexation (parmi
ces résidus, les quatre derniers sont situés dans la boucle reliant les hélices 15 et 16). De
toute évidence, la transition CS6—CS7 donne seulement un apercu partiel et statique de
la flexibilité du site 1. Il est a noter que les fluctuations autour de la structure moyenne
d’un conformere contribuent également a la flexibilité du site. Une illustration de cette
flexibilité est obtenue en représentant le mouvement progressif de la protéine au long des
différentes PC. L’image correspondante au mouvement de la premiere composante est

donnée & la Figure 3.10, ot les déplacements des résidus entre 2 et 3 A sont respectés.

Figure 3.10 — Mouvement des principaux résidus impliqués dans la formation du

site 1 au long de la premiere composante PC1 de trajl

Cette flexibilité dynamique (résultant d’une surface d’énergie libre plate) va certaine-
ment faciliter I'arrivée du médicament dans le site de complexation sans impliquer une

augmentation significative de I’énergie libre de Gibbs conformationnelle.
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3.4.3 Etude des conformeéres du site 2

3.4.3.1 Changements conformationnels entre les différents conformeres

L’image des quatre conformeres nommés de CS8 a CS11 est donnée a la Figure 3.11.

L387
-~
L453 ‘S
\
L430

Figure 3.11 — Conformation relative des principaux résidus d’acides aminés du site
2 dans la structure moyenne des conformeres CS8 (bleu), CS9 (rouge), CS10 (jaune)
et CS11 (vert).

Des changements conformationnels sont détectés dans les chaines latérales des résidus
L387 et L453. Au cours de la transition CS8—CS9, la chaine latérale du résidu L387
tourne autour de 'axe de la liaison Cz — C., d’environ 70° et autour de I’ axe C, — Cj de
20° tandis que lors de la transition CS8—CS10 la chaine latérale du L453 tourne autour
de la liaison O3 — C., de 20°. Ces résidus jouent un role actif dans la liaison du diazepam.
D’importantes rotations des chaines latérales ont été observées expérimentalement induisant
une augmentation de la distance relative entre les deux chaines latérales d’environ 2.3 A [6].
Il est intéressant de constater qu'une augmentation similaire de la distance entre les chaines
latérales des résidus L387-1.453 est observée dans le cas de la transition CS8—CS9. Par
conséquent, cette transition a été choisie pour une analyse plus détaillée. Le RMSF de la
transition CS8—CS9, calculé pour tous les atomes, présente d’importantes fluctuations
des résidus L387, Q417 et Q466 tandis que la valeur moyenne du RMSF est d’environ 2
A (Figure 3.12, rouge). La grande mobilité des résidus Q417 et Q466 s’explique par leur
emplacement marginal : le premier est situé dans la boucle de I’hélice 18 tandis que le

second est le résidu terminal de la vingt-huitieme hélice «.
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3.4.3.2 Une parallele entre la transition théorique CS8—CS9 et celle observée

expérimentalement lors de la complexation du diazépam

Une comparaison avec le changement de conformation induit par la complexation du
diazépam montre que dans le dernier cas, les valeurs du RMSF sont généralement plus

uniforme tandis que sa valeur moyenne est supérieure d’environ 1 A(Figure 3.12, noir).

RMSF (A)

T T T T T
400 420 440 460 480

Residue number

Figure 3.12 — RMSF calculé entre les conformations CS8 et CS9 (rouge) et entre la
HSA native et le complexe HSA-diazepam (PDB ID : 1HA2) (noir).

Cette différence peut tres probablement étre compensée par la flexibilité "dynamique"
du site de complexation (fluctuations autour de la structure moyenne des conformations
qui ne figurent pas dans la Figure 3.12). La flexibilité du site est également illustrée par
les différences qui se produisent spontanément entre les résidus adjacents (courbe rouge
dans la Figure 3.12) : des valeurs de 2-3 A sont observées. D’autre part, dans le cas de la
fixation du diazépam, les valeurs du RMSF pour les résidus voisins sont tres probablement
lissées par I'encombrement stérique imposé par le médicament (les chaines latérales des

résidus s’adaptent a la forme du médicament).




3. DYNAMIQUE CONFORMATIONNELLE DES SOUS-DOMAINES ET DES SITES DE
62 COMPLEXATION DE HSA®)

3.5 Corrélation des mouvements entre les sites 1 et
2

Le couplage allostérique entre les sites 1 et 2 a été démontré expérimentalement
dans le cas de dasyl-L-asparagine dont la complexation au site 1 a été inhibée par la
complexation simultanée d’ibuproféne ou de diazépam sur le site 2 [93]. Une condition
nécessaire au couplage est I'apparition de modes de PC délocalisés dans les deux sous-
domaines. C’est pourquoi, nous avons analysé la corrélation entre les mouvements des
deux sites en effectuant une PCA des sous-domaines ITA et IITA. La trajectoire utilisée
dans ’analyse de covariance est obtenue par projection de la trajectoire de simulation
globale de 200ns (traj 1) sur le sous-espace formé par les deux sous-domaines. L’analyse a

été effectuée sur les atomes de carbone a.

P 421
A 443
T 467

PC1 RMSF (A)

PC2 RMSF (A)

PC3 RMSF (A)

200 220 240 260 280 400 420 440 460 480
Residue number

Figure 3.13 — Le déplacement (RSD) des C,, des trois premieres PC de la trajectoire

restreinte aux deux sous domaines ITA et IITA

Les trois premieres PC obtenues sont clairement délocalisées sur les deux sous-domaines
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de la protéine (Figure 3.13) confirmant ainsi le couplage entre les mouvements de ces
sous-domaines. Il a déja été proposé que ce couplage apparait via 'interface commune des
sous-domaines, en incluant les résidus K195, R197, L198, A201, K205, F206 (sous-domaines
ITA) et V455, N458, E465, 1481, R484 (sous-domaines I1TA)[93]. Cette hypothese qui
paralt logique reste néanmoins difficile a vérifier dans la présente analyse. En se basant
sur la distribution des conformations projetée sur le sous-espace des trois premieres PC,
nous avons identifié 5 conformeres : de CS12 a CS16. Parmi eux, les trois premiers sont de

loin les plus importants en raison de leur poids statistique :

CS12 | CS13 | CS14 | CS15 | CS16
Population (%) | 28.4 | 14.9 | 10.3 2.0 1.0

Tableau 3.5 — Population (%) des différents clusters de conformations identifiés par

PCA apres projection de traj 1 sur le sous-espace formé par les deux sous-domaines
ITA et IITA

Les transitions conformationnelles CS12—CS13 et CS13—CS14 sont illustrées dans la

Figure 3.14 en représentant les déplacements correspondants aux C,,.

a)
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Figure 3.14 — Le déplacement (RSD) des C, au cours des transitions CS12—CS13
(a) et CS13—CS14 (b)

Il est & noter que la transition CS12—CS13 est certainement réversible car elle se
produit plusieurs fois au cours de la trajectoire de simulation. Les transitions sont bien
délocalisées sur les deux sites de complexation et pour cette raison, elles peuvent étre

considérées comme base a de potentiels effets allostériques. Des simulations supplémentaires
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en présence de ligands sont nécessaires pour démontrer que ces transitions peuvent étre

initiées par la complexation d’un médicament.

3.6 Conclusions

D’apres les résultats présentés dans ce chapitre, I’échantillonnage d’'une DM de
la HSA n’est pas entierement convergente, méme pour une longueur de trajectoire de
200ns. Cependant, 'analyse de covariance appliquée a trois de ces trajectoires a donné des
informations physiquement pertinentes sur la dynamique conformationnelle de la protéine
dans l'intervalle de temps simulé. La premiere PC dérivée d'une des trois trajectoires ici
analysée décrit une transition conformationnelle dans le domaine I proche de celle observée
expérimentalement lors de la complexation du myristate. Ce résultat supporte I’hypothese
que dans le cas de la HSA, un changement de conformation favorable a la complexation du
médicament peut préceder celle-ci. D’autre part, il a été constaté que les cinq premieres
PC, obtenues pour chacune des trajectoires, sont étalées sur la structure entiere de la
protéine indiquant que les mouvements des trois domaines sont fortement couplés. Une
PCA détaillée appliquée au mouvement collectif des sous-domaines ITA et IITA prédit
Iexistence de transitions conformationnelles délocalisées sur les sites 1 et 2. Ces transitions

peuvent étre a 'origine d’éventuels effets allostériques entre les deux sites.

D’un point de vue plus général, la relation existante entre les transitions conformation-
nelles naturelles et celles induites par la complexation d’'un médicament dans la HSA est

un sujet qui nécessite un travail théorique et expérimental supplémentaire.
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4.1 Introduction

Les ponts disulfure sont des contraintes physiques connus pour jouer un role essentiel
dans la stabilité des structures natives des protéines. Toutefois, les conséquences structurales
de la suppression des liaisons S—S peuvent varier d'une protéine a I'autre. Ce chapitre a
pour vocation d’apporter de nouveaux éclairages concernant le role des 17 ponts disulfure
de la HSA dans le maintien de sa structure native ainsi que sur le mécanisme de dépliement
de la protéine réduite. Deux types de simulations sont ainsi effectuées : sur la structure
intacte de la protéine (S—S) et sur sa structure réduite (SH- / -HS). Une étude préliminaire
afin de valider l'efficacité des champs de force, OPLS-AA et AMBER ff03, a reproduire
le dépliement protéique est réalisée. Apres validation de la méthode de simulation, la
comparaison systématique du dépliement de la structure réduite avec celui de la structure
native permet d’examiner les principaux changements structuraux résultant de la réduction
des ponts S—S. La principale contrainte de ce travail résulte du fait que le dépliement des
structures protéiques doit se faire dans des temps de calcul accessibles. Dans cette étude, il
a été choisi de forger le dépliement en augmentant la température de simulation. En effet,
les simulations de DM a haute température ont prouvé leur efficacité dans 'activation du
processus de dépliement [33, 53, 61]. Dans la derniére partie, une attention spéciale est

accordée au mécanisme de dissociation des ponts S—S réduits.

4.2 Test de stabilité structurale

Dans un premier temps, la stabilité des structures simulées native et réduite a
température ambiante a été testée en utilisant les champs de force AMBER ff03 et OPLS-
AA. Les simulations de DM sont effectuées a 300 K pour des temps de 20 ns. Les trois
observables retenues pour suivre ’évolution des structures secondaire et tertiaire au cours
des trajectoires de simulation sont : le RMSD (Figure 4.1), le pourcentage en hélice-«

(Figure 4.2) et le pourcentage des contacts natifs (Figure 4.3).

Pour chaque simulation, les trois observables sont stables a la fin des 20 ns de
simulation. Le pourcentage a 1’équilibre du contenu en hélice-a pour les deux champs
de force est de 70 %, ce qui est pratiquement identique a la structure de référence. Le
pourcentage des contacts natifs diminue, quant a lui, a 70 % pour le champ de force AMBER

ff 03 et descend méme jusqu’a 65% pour le champ de force OPLS-AA. Ces résultats, en
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OPLS-AA
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Figure 4.1 — RMSD du squelette protéique calculé pour la protéine native (en noir)
et réduite (en rouge) avec comme référence la structure de diffraction aux RX. Les
simulations sont effectuées a 300 K et 500 K (trois trajectoires différentes pour chaque

protéine) avec les champs de force OPLS-AA et AMBER ff 03.

accord avec la 1égere hausse du RMSD, indiquent que les structures d’équilibre sont proches
de la structure cristallographique. Les résultats obtenus avec la protéine réduite montrent
des caractéristiques identiques a celles décrites pour la protéine native. Ce résultat suggere

que le processus de dépliement de HSAM est trop lent pour étre observé a 300 K pour

I’échelle de temps simulé ici.
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Figure 4.2 — Structure secondaire : évolution du contenu en hélice-ar de la protéine
native (en noir) et réduite (en rouge). Les simulations de DM sont effectuées a 300 K
et 500 K avec les champs de force OPLS-AA et AMBER ff 03.

4.3 Effets de la réduction des ponts sur les structures

secondaire et tertiaire

Le dépliement thermique des protéines native et réduite a été comparé pour les
températures suivantes : 400, 450 et 500 K. Des différences significatives apparaissent
entre les deux formes protéiques principalement a 500 K. L’analyse qui suit a donc
été basée uniquement sur cette derniere température pour laquelle ont été générées
trois trajectoires différentes pour chaque protéine. Globalement, les différences les plus
importantes apparaissent pour les simulations effectuées avec le champ de force OPLS-AA.
On peut observer, par exemple, que la hausse du RMSD au long de la trajectoire de

simulation pour HSAM est bien plus rapide que pour la protéine intacte (Figure 4.1).
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Figure 4.3 — Structure tertiaire : évolution du pourcentage des contacts natifs
dans la protéine native (en noir) et réduite (en rouge). Les simulations de DM sont
effectuées a 300 K et 500 K avec les champs de force OPLS-AA et AMBER ff 03.

La valeur finale du RMSD moyennée sur les trois trajectoires est approximativement de
13.0 A pour HSAM et de 10.0 A pour HSA™). Dans le cas du champ de force AMBER ff
03, les différences entre les deux formes protéiques sont en partie cachées par les fluctuations
de leurs RMSD respectifs. Cependant, visuellement on peut observer qu’en moyenne les
RMSD de HSA™® ont systématiquement une valeur supérieure a celle de HSA™). A la fin
de la trajectoire de simulation, la différence entre les deux valeurs moyennes du RMSD est
d’environ 1.5 A.

Evolution du contenu en hélices-a : changements dans la structure secondaire
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Une différence encore plus prononcée entre les deux types protéiques est observée pour
le dépliement de la stucture secondaire (Figure 4.2). Lors des 5 premiéres ns avec le champ
de force OPLS-AA, le pourcentage en hélice-av de HSA®) diminue de 70 & 30% alors qu'il
se stabilise & environ 45% pour HSAM). Cette différence absolue de 15% se maintient
jusqu’a la fin des trajectoires de simulation. Pour AMBER ff 03, la différence est moins
marquée mais elle est également systématique. L’effet déstabilisant de la réduction des
ponts disulfure sur la structure secondaire de la HSA est un résultat expérimental bien
établi. Expérimentalement, il a été montré que 'amplitude de la bande DC a 208nm, qui est
une caractéristique de la structure secondaire en hélice-cv, est divisée par un facteur 2 lors
de la réduction des 17 ponts disulfure de la protéine [94]. Une description alternative de cet
effet peut étre obtenue par la spectroscopie Raman. L’intérét de cette méthode résulte dans
le fait que la bande Raman amide I est tres sensible a la structure secondaire de la protéine.
De plus, celle-ci peut étre décomposée en différentes contributions représentant chacune un
élément spécifique de la structure secondaire (hélice-cv, feuillet 3, etc...) [95]. Dans le cas
de la HSA, il a été montré que la contribution spécifique aux hélices-a diminue d’environ
30% pour la forme réduite [27]. Nous en concluons que les champs de force OPLS-AA
et AMBER ff 03 décrivent au moins qualitativement cet effet déstabilisant. En revanche,
une comparaison quantitative directe entre ces résultats théoriques et ceux expérimentaux
décrits précédemment ne serait pas suffisamment pertinente. En effet, les simulations de
dépliement thermique rapportées ici fournissent une information directe de la cinétique de
dépliement des deux formes protéiques alors que les résultats expérimentaux présentés
décrivent les structures d’équilibre correspondantes. Grosso modo, le dépliement spécifique
de la protéine réduite peut étre évalué comme étant la différence entre les dépliements
thermiques de HSA™Y) et HSA(®) | Cependant, cette évaluation pourrait sous estimer le
dépliement spécifique des lors que le processus de dépliement n’est pas terminé a la fin des

20 ns de simulation.

Evolution de la fraction des contacts natifs : changements dans la structure

tertiaire

La différence la plus marquée entre le dépliement thermique des deux formes protéiques
apparait lorsque la fraction des contacts natifs est prise en considération (Figure 4.4).
Sur la deuxieme moitié de la trajectoire de simulation, une différence moyenne d’environ
20 unités pour OPLS-AA et 30 unités pour AMBER ff03 est observée entre les formes

native et réduite. Par conséquent, les deux champs de force prédisent une déstabilisation
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Figure 4.4 — Distortion de la structure tertiaire de HSAU) . La structure a été
extraite de la trajectoire avec le champ de force OLPS-AA simulé a 500 K. Les
atomes de soufre sont représentés par des spheres solides et sont connectés par des

lignes pointillées lorsqu’ils appartenaient au méme pont réduit.

significative de la structure tertiaire de la protéine lors de la réduction des ponts disulfure.
Expérimentalement, des altérations dans la structure tertiaire de HSAM ont déja été
mises en évidence en observant des changements dans la fluorescence du résidu Trp-214
[22]. Tl a été détecté, une diminution de 30,6% de l'intensité de la fluorescence par rapport
a la forme native et un décalage vers le bleu d’environ 12 nm du maximum de la bande,
indiquant un changement important dans ’environnement du résidu. Le désordre prédit
théoriquement dans la structure tertiaire lors de la réduction des ponts S—S de la protéine
a un support expérimental. Evidemment, ces changements de conformations peuvent avoir
des conséquences tres importantes sur la fonction de transport de la HSA puisque les
sites de liaison devraient étre sensibles a ce genre de modifications structurales. Cela a
été démontré expérimentalement pour le site de complexation de la warfarine [22]. Une
illustration du désordre de la structure tertiaire de la HSA réduite est présentée dans la
Figure 4.4. La structure a été extraite a environ 5ns du début de la simulation. Lorsque
cette structure est comparée a la structure native de référence, on peut observer que les

cavités bien caractérisées sous la forme native ont presque disparu.
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Figure 4.5 — Profils d’énergie libre de Gibbs en rapport avec le rayon de gyration pour

les formes native (noir) et réduite (rouge) en utilisant le champ de force OPLS-AA

et la méthode Umbrella Sampling.

4.4 Effet de la réduction des ponts S—S sur le rayon

de gyration de la protéine

La HSA est une protéine globulaire compacte et, de ce point de vue, une question
intéressante a examiner est celle du role des ponts disulfure dans le maintien de cette
compacité. Nous avons étudié ce réle en calculant les profils d’énergie libre de Gibbs par
rapport au rayon de gyration pour les formes protéiques native et réduite. Pour ces calculs,
nous avons choisi le champ de force OPLS-AA puisque, selon les résultats présentés dans
la premiere partie (Figures 4.1, 4.2, 4.3), il semble étre plus sensible a reproduire les effets
globaux de la réduction des ponts S—S. Les profils d’énergie libre ont été calculés par la
méthode Umbrella Sampling a T=300 K a partir d'une structure protéique tres proche de
celle de référence. Le traitement a I'aide du logiciel WHAM s’est effectué sur 51 fenétres de
0.1 A. La durée de simulation par fenétre est de 2ns. L’erreur moyenne sur le calcul du profil
d’énergie libre de Gibbs en rapport avec le rayon de gyration pour la forme native est de
+ 0.2162 kcal/mol et de £ 0.2541 kcal/mol pour la forme réduite. La courbe obtenue pour
la protéine native présente un minimum centré a environ 27.1 A (Figure 4.5). Le minimum
pour la protéine réduite est décalé d’environ 1 A vers les rayons les plus importants. Dans
les deux cas, les minima sont tres stables et 'augmentation de 1’énergie libre de Gibbs

nécessaire pour quitter le puits est supérieur a 30 kcal.mol=*. On note également que le




4.5. DISSOCIATION DES COUPLES THIOLS 73

profil d’énergie libre, calculé pour la forme réduite est plus large, ce qui indique un rayon
de gyration plus fluctuant. Afin de vérifier si le dépliement de la structure secondaire
affecte le rayon de gyration, nous avons également calculé le profil d’énergie libre de Gibbs
correspondant en commencant par une structure extraite de la trajectoire de DM simulé a
500 K. Le profil (non représenté) était pratiquement identique a celui calculé a partir de la
structure réduite repliée (Figure 4.5, rouge). En ce qui concerne le rayon hydrodynamique
(Rpy) des albumines sériques réduites, les études expérimentales semblent diverger. Lee
et Hirose [94] ont utilisé la chromatographie d’exclusion de taille pour mesurer le Ry
d’albumines sériques natives et entierement réduites. Ils ont constaté que la réduction des
ponts disulfure induit une augmentation du Ry des albumines sériques de 33.9 A (protéine
native) & 42.0 A (protéine réduite). Tanner et al. [96] ont étudié ’évolution du Ry de
la réduction des BSA complexées avec le dodécylsulfate de sodium (SDS) a 'aide de la
diffusion de lumiere dynamique. Ils en ont déduit que, dans la gamme des concentrations
faibles de SDS, le Ry de la protéine réduite est de 32 A. Valstar et al. [97] ont confirmé par
la méme technique que les BSA réduite et native complexées au SDS ont un Ry similaire
sur un large domaine de concentration de SDS. Ils ont également constaté que, en ’absence
de SDS, la protéine réduite forme des agrégats, le monomere étant pratiquement absent
en solution aqueuse. D’autre part, Jachimska et al. [98] ont trouvé pour le Ry du dimeére
de la HSA une valeur de 41 A. Dans ces circonstances, la valeur de 42.0 A mesurée par
Lee et Hirose pour la HSA réduite pourrait étre plutot attribuée au dimere de la protéine.
Un travail expérimental plus poussé est nécessaire afin de clarifier cet aspect. Les résultats
théoriques, présentés ici, prédisent que la réduction des ponts disulfures de la HSA induit
une légere augmentation, de 'ordre de 3 %, du rayon de gyration de la protéine. Ceci
est en accord avec I'image d'une protéine comprimée par des forces intramoléculaires non
covalentes et les interactions soluté-solvant, les liaisons S—S covalentes ne jouant qu’un

role limité dans cette compression.

4.5 Dissociation des couples thiols

Par rapport a la protéine intacte, la protéine réduite possede 17 degrés de liberté
internes supplémentaires qui sont les distances S—S correspondantes aux 17 ponts réduits.
De maniere générale, le dépliement spécifique de la protéine réduite correspond a la
relaxation de ces nouvelles coordonnées sur la surface d’énergie potentielle de la protéine.

De toute évidence, les changements spécifiques dans les structures secondaire et tertiaire
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Figure 4.6 — Evolution des distances S—S pour la HSA réduite : simulations de
DM a 300 K (bleu) et 500 K (magenta) réalisées avec le champ de force OPLS-AA

de la protéine réduite sont des conséquences de cette détente. Il est donc utile d’analyser la
dissociation des couples thiols. Cette analyse a été réalisée sur la trajectoire simulée avec
le champ de force OPLS-AA & 500 K (Figure 4.6). A titre de comparaison, la variation
des distances S—S des ponts disulfure réduits est également donnée pour la trajectoire
simulée a 300 K.

Tout d’abord, on peut noter qu’a 300 K, 13 des 17 ponts disulfure restent en contact
(leurs distances S—S varient autour de 4.5 A). Ceci est une indication claire que dans la
conformation native de la protéine, les groupes -SH appartenant a un pont S—S réduit
sont situés dans des puits de potentiel qui les maintiennent en contact. La conséquence
est une limitation importante du dépliement spécifique de la protéine réduite. La forme

de ces puits de potentiel a été calculée en utilisant la méthode Umbrella Sampling pour
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Figure 4.6 (suite)

les trois ponts réduits du sous-domaine A de la protéine (Figure 4.7). Pour chaque pont,
16 fenétres de simulations de 0.5 A chacune ont été réalisées afin de calculer ces profils.

L’erreur moyenne sur chaque profil est donné dans le tableau 4.1 :

Erreur moyenne (+kcal/mol) | Cys53-62Cys | Cys75-91Cys | Cys90-101Cys
HSAW) 0.11 0.12 0.19
HSA®) 0.14 0.17

Tableau 4.1 — Erreur moyenne (kcal/mol) sur le calcul des profils d’énergie libre de

Gibbs des ponts S—S du sous-domaine IA en fonction de la distance SS
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Figure 4.7 — Profils d’énergie libre de Gibbs calculés par rapport a la distance
thiol-thiol pour les trois ponts réduits du sous-domaine IA de la HSA. Les calculs

ont été effectués sur la conformation de la protéine native.

Pour les ponts réduits Cysb53-62Cys et Cys75-91Cys, les minima énergétiques sont
localisés aux environs de 3.5 A alors que pour le pont Cys90-101Cys, il est situé vers 4.0 A.
On peut aussi noter que, dans les trois cas, I’énergie libre de Gibbs augmente relativement
lentement lorsque la distance S—S augmente. Ceci indique une certaine flexibilité de la
structure protéique. Manifestement, ces puits de potentiel ne sont pas liés a une interaction
directe entre les groupements thiols mais ils expriment la réaction de la protéine lors de

cette déformation.

L’existence de ces puits de potentiel est également confirmée par 1’évolution des
distances S—S a 500 K : dans le cas d’au moins 4 ponts réduits (Cys124-169Cys, Cys200-
246Cys, Cys245-253Cys et Cys316-361Cys) la dissociation est précédée par un intervalle de
simulation de 2-5 ns durant laquelle les thiols restent en contact, méme a cette température
élevée. Dans le cas de Cys437-448Cys le contact est préservé sur toute la trajectoire de
simulation. Cependant, dans la plupart des cas, la dissociation se produit soudainement
par une transition prenant moins de 1ns. Un changement de ce genre est clairement lié¢ a

une transition conformationnelle. Une analyse minutieuse de la structure protéique montre
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a) resid 268

Figure 4.8 — Illustration du dépliement du pont réduit Cys200-246Cys : les structures
ont été extraites de la trajectoire OPLS-AA simulée 4 500 K :a) t =2mns, b ) t =4

ns, ¢ ) t = 8 ns. Les atomes de soufre sont représentés par des sphéres solides.

que cette transition conformationnelle a lieu autour des résidus cystéine et plus précisement

chez ses voisins de premier et second ordre.

Elle se compose principalement d’un changement de conformation dans la chaine
latérale de la cystéine associé a des changements dans les angles diedres peptidiques ¢ et
1. Pour illustrer ce type de processus, nous présentons dans la Figure 4.8 la dissociation
du pont réduit Cys200-246Cys.

Les structures a, b, ¢ ont été extraites de la trajectoire de DM de la HSA réduite

simulée a 500 K. Cet exemple montre également que, pendant le processus de séparation,
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les changements conformationnels individuels s’accumulent et le processus inverse devient
de moins en moins probable. On constate que, dans le cas présent, la transition conforma-
tionnelle responsable de la dissociation des deux thiols est située dans la boucle reliant
les hélices ITA-h3 et ITA-h4. Quelques autres exemples de dissociation lors de transitions
conformationnelles locales sont données dans le Tableau 4.1. Pour chaque transition seule
la contribution majeure a été examinée. Ces données ont été extraites des trajectoires

représentées sur la Figure 4.6.

Angles Diedres (°) | Distances S-S (A)

Pont disulfure | Angle diedre | Initial Final Initial Final
Cys200-246Cys Wogy -29,21 145,59 3,57 12,27
Cys245-253Cys Doy -60,87  -153,37 4,47 10,88
Cys278-289Cys Worg -34,03 158,07 11,26 25,15
Cys360-369Cys W36 -41,71 37,22 7,77 21,01

Tableau 4.2 — Exemples de changements conformationnels dirigeant la dissociation
des thiols

Une analyse plus précise de la dissociation des ponts réduits est obtenue en calculant
les profils d’énergie libre de Gibbs des distances thiol-thiol pour la conformation de la
protéine modifiée. Nous avons effectué cette analyse pour les ponts réduits Cys53-62Cys et
Cys75-91Cys appartenant au sous-domaine IA de la protéine (Figure 4.9 : a comparer a la
Figure 4.7).

Il semble que dans la conformation modifiée les puits de potentiel thiol-thiol sont
maintenus mais leurs minima sont nettement déplacés vers de plus longues distances S—S.
Les puits de potentiel modifiés sont relativement larges et 'augmentation de 1’énergie
libre de Gibbs nécessaire a remettre les deux thiols en contact est plutot faible, environ 5
kcal.mol~!. Cela signifie que la re-formation des ponts S—S ne nécessite pas une séquence
inverse des transitions conformationnelles mais est possible par une simple diffusion des
thiols. Ce résultat explique pourquoi, dans des conditions oxydantes, la HSA réduite se replie
et retrouve sa structure native [94]. En effet, la reconstitution des ponts S—S peut précéder
le repliement structural. De plus, lorsque les ponts S—S sont reconstitués, la probabilité
de repliement augmente parce que l'entropie de 1’état déplié est considérablement réduite

par les contraintes S—S.
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Figure 4.9 — Profils d’énergie libre de Gibbs calculés par rapport a la distance

thiol-thiol pour les deux ponts réduits dans une conformation séparée.

4.6 Conclusions

Les simulations de DM présentées ici, prédisent trois effets principaux de la réduction
des ponts disulfure dans les albumines sériques : une déstabilisation de la structure
secondaire de la protéine, une déformation de la structure tertiaire (prouvée par une
diminution significative de la fraction des contacts natifs) et une légere expansion du
volume protéique (directement 1ié au rayon de gyration de la protéine). Ces prédictions sont
en accord qualitatif avec les résultats expérimentaux disponibles. Généralement, les deux
champs de force testés donnent des résultats similaires, mais le champ de force AMBER
ff03 semble sous-estimer le dépliement de la structure secondaire de la protéine (champ
de force plus rigide). Au-dela de la validation de la méthode de simulation, les résultats
présentés apportent de nouveaux éclairages sur les processus de réduction/oxydation
dépliement /repliement de la protéine. Il a été établi que, dans la conformation native de
la protéine, les thiols sont maintenus en contact dans des puits de potentiel spécifiques. Le
mécanisme de séparation des ponts réduits se produit par des transitions conformationnelles
de la chaine peptidique situées dans les résidus voisins des cystéines impliqués. Les résultats
des simulations suggerent également que le repliement oxydatif se déroule en deux étapes :
dans la premiere le pont S—S se réforme a la suite d’un simple processus diffusif et dans

la seconde la protéine se replie et retrouve sa conformation native.

La réduction des ponts S—S touche également de fagon tres importante la structure des
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sites de complexation de la protéine et va perturber ainsi la fonction principale de celle ci
qui est le transport. De ce point de vue, I'analyse présentée dans ce chapitre est insuffisante
parce qu’elle ne permet pas de prédire la structure d’équilibre de la protéine réduite. Des
études de DM supplémentaires sont nécessaires afin de compléter la description théorique

de ces changements structuraux.
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5.1 Introduction

Dans ce chapitre, nous nous intéressons aux effets du dépliement réductif de la HSA
sur ses propriétés de transport de médicaments. La premiere étape du travail consiste
alors a prédire la structure de la HSA réduite. Il est évident qu’il est impossible de
simuler le processus complet de dépliement a I’aide des moyens de calcul actuels. Nous
avons vu précédemment que le recours a des simulations a des températures élevées
permettait d’accélérer le processus de dépliement sans pour autant en modifier le chemin
de dépliement [58]. Le chemin de dépliement de la HSA réduite est alors présenté comme
une série de conformeres partiellement dépliés et ordonnés selon leur degré de dépliement.
Les structures partiellement dépliées ont été obtenues en effectuant des simulations de DM
de 160ns chacune a quatre températures différentes : 350 K, 375 K, 400 K et 425 K. Les
simulations sont effectuées avec le champ de force OPLS-AA. Chaque trajectoire est ensuite
soumise a une analyse en composantes principales [35-38, 65] afin d’identifier les principaux
mouvements collectifs de la protéine et explorer le regroupement de structures donnant
lieu a des conformeres. Les différentes conformations ainsi identifiées ont été classées en
tenant compte de leur contenu en hélice-ar par rapport a la structure de référence. Une
structure théorique de la HSA réduite a 1’état d’équilibre (a température ambiante) est
enfin proposée en comparant les parametres physiques des conformeres simulés avec les

propriétés de la structure expérimentale.

5.2 Etude de convergence de la méthode d’analyse

Le dépliement de la protéine au long des quatre trajectoires de simulation est illustré
sur la Figure 5.1 en représentant le RMSD des positions atomiques des atomes de carbone «
par rapport a la structure de référence. Dans tous les cas, nous observons une augmentation
rapide du RMSD qui se produit dans les 10 premiéres ns suivie d’un hausse beaucoup
plus lente durant environ 80ns. Les RMSD apparaissent stabilisés sur la seconde partie de

chaque trajectoire.

Une évolution similaire est observée pour la fraction d’hélice-ar de la structure
protéique (Figure 5.2). Les pourcentages d’équilibre en hélices-a sont respectivement de
61 %, 62 %, 55 % et 42 % pour les trajectoires simulées a 350, 375, 400 et 425 K. Pour

comparaison, la valeur correspondante a la protéine native est de 70% [12]. Ces résultats
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Figure 5.1 — Evolution du RMSD (A) des atomes de C,, par rapport a la structure

de référence au long des quatre trajectoires de DM

80

70

60

Helicity (%)

50 A

40 -

30

20 40 60 80 100 120 140 160

Simulation time (ns)

Figure 5.2 — Evolution de I'hélicité (%) au long des quatre trajectoires de DM

correspondent donc a un dépliement moyen de la structure secondaire. Les valeurs les plus

faibles se rapprochent des données expérimentales rapportées pour la structure d’équilibre
de la HSA réduite [27, 94].

Afin de déterminer les principales étapes impliquées dans le dépliement de la
protéine, une analyse en composantes principales a été effectuée pour chaque trajectoire.

Le calcul a été effectué en tenant compte uniquement des atomes de C,.
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Pour chaque analyse, la convergence de ’échantillonnage a été vérifiée en calculant le
contenu en cosinus des cing premieres PC. Les valeurs données dans le Tableau 5.1 sont

en général inférieures a 0.5.

350K | 375K | 400K | 425K
PC1 | 092 | 0.75 | 090 | 0.78
PC2 | 045 | 0.64 | 0.41 0.51
PC3 | 0.32 | 0.14 | 0.27 | 0.58
PC4 | 0.11 | 0.12 | 0.27 | 0.28
PC5 | 0.00 | 0.39 | 0.51 | 0.00

Tableau 5.1 — Contenu en cosinus des cinq premieres PC dérivées des trajectoires
de DM simulées a 350, 375, 400 et 425 K.

Une exception systématique est présente pour la premiere composante principale,
PC1, dont le contenu en cosinus est largement supérieur a 0.5 pour les quatre trajectoires.
Ce résultat suggere que, dans les quatre cas de température, le mouvement protéique
le plus lent n’est pas suffisament échantillonné. Le probleme de convergence actuel est
tres probablement lié a la spécificité du dépliement de la protéine qui peut impliquer une
relaxation par diffusion importante [60, 99]. Il est ainsi possible que les modes les plus

lents détectés (PC1) soient liés & cette détente.

5.3 Recherche de conformations stables et étude glo-

bale du dépliement

En se basant sur la corrélation entre les trois premieres PC, différents groupes de confor-

mations (clusters) ont été identifiés pour chaque trajectoire de simulation (Tableau 5.2).

350K | 375K | 400K | 425K
Cla Clb Clc Cld
C2a C2b C2c Cc2d
C3a | C3b C3c C3d
Cda C4b Cdc C4d
Che

Tableau 5.2 — Conformeres identifiés au long des trajectoires de DM
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Population (%) | 350K (a) | 375K (b) | 400K (c) | 425K (d)
C1 43.6 26.5 41.7 42.7
C2 13.1 14.3 15.6 17.1
C3 12.0 12.2 13.5 9.5
C4 4.0 6.0 1.5 6.5
C5 0.6

Tableau 5.3 — Population (%) des différents conformeres identifiés au long des

trajectoires de DM

La structure moyenne d'un cluster (tel que prévu par CARMA) définit un conformere
de la protéine présentant une stabilité structurale relative. Une série de 17 conformeres
décrivant le processus de dépliement a ainsi été obtenue. Les 17 conformeres ont ensuite
été classés en fonction de leur hélicité : C3a, C2a, Cdc, C2¢, C4b, C4a, Cla, Clb, C3c,
C2b, C3b, Cbh¢, C2d, Clc, C3d, Cld, C4d (Tableau 5.3).

350K (a) | 375K (b) | 400K (c) | 425K (d)
Cc1| 5941 59.14 50.22 42.44
c2 | 68.73 56.69 66.17 52.51
3| 69.94 55.72 57.87 47.99
c4 | 6057 62.00 66.85 42.18
C5 - - 55.22 -

Tableau 5.4 — Hélicité des différents conformeres identifiés au long des trajectoires
de DM

Une illustration du processus de dépliement est présenté dans la Figure 5.3 ou huit
conformeres de cette série sont représentés. La séquence de la Figure 5.3 indique un
dépliement progressif des hélices-a associé a un désordre de plus en plus élevé de la
structure tertiaire de la protéine. On peut observer également des différences significatives
entre la stabilité des sous-domaines. Les sous-domaines TA (bleu) et IIIB (rouge) sont les
plus touchés par le dépliement alors que les sous-domaines ITA (vert) et IIB (jaune) sont
les plus stables. Une comparaison plus quantitative de la stabilité des sous-domaines est

obtenue en représentant I’évolution de la fraction d’hélices-a par sous-domaine.
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Figure 5.3 — Dépliement de la HSA réduite : séquence de conformeres extraits des

quatre simulations de DM et ordonnés en fonction de leur hélicité décroissante.
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Figure 5.4 — Hélicité (%) par sous-domaine des 17 conformeres (IA-bleu, IB-cyan,
ITA-vert, IIB-jaune, IIIA-rose et IIIB-rouge)

5.3.1 Dépliement des sous-domaines

Une progression générale et non continue du dépliement est observée pour tous les sous-

domaines. Cependant une séparation nette apparait entre les courbes de dépliement des
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Figure 5.5 — Fraction des contacts natifs tertiaires (bleu) par rapport a I’hélicité

globale (noir) pour les 17 conformeres

sous-domaines TA et I1IB et les quatre autres (Figure 5.4). Par ailleurs, la corrélation entre
le dépliement des structures secondaire et tertiaire de la protéine est mieux illustrée en

comparant les variations de I’hélicité avec celle des contacts natifs (Figure 5.5).

Deux courbes similaires sont obtenues indiquant une dépendance linéaire de la fraction

des contacts natifs tertiaires par rapport a 1’hélicité.

5.3.2 Dépliement des différents types d’hélices «

Les 20 hélices de la HSA (Figure 1.1) peuvent sans ambiguité étre divisées en deux
groupes : un groupe pour les hélices longues et un autre pour les hélices courtes. Cette
séparation offre une bonne occasion d’examiner une possible relation entre la longueur
d’une hélice et sa stabilité. Les changements d’hélicité dans les deux groupes au long de la

séquence de conformeres sont présentés dans la Figure 5.6.

Les deux courbes montrent une nette différence avec un dépliement plus rapide des
hélices courtes. Des détails supplémentaires sur le dépliement des hélices sont obtenus en
comparant 1’évolution d’hélices longues non équivalentes. En effet, il est possible de classer
les hélices longues en deux catégories : chaque sous-domaine de la protéine contient trois
longues hélices : I'hélice H2, qui est un peu plus courte, et les hélices H3 et H4 qui sont
tenues ensemble par un pont S—S (Figure 1.2). Le dépliement des deux types d’hélices est

représenté dans la Figure 5.7 pour les sous-domaines les plus instables : TA et IIIB.
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Figure 5.6 — Dépliement de la HSA réduite : hélicité des hélices longues (rouge) par

rapport a celle des hélices courtes (vert)

Fait intéressant, dans les deux cas, I’hélice H2 présente une remarquable stabilité,
tandis que les hélices H3 et H4 sont completement dépliées pour les derniers conformeres

de la séquence.

5.3.3 Prédiction de la structure de la HSA réduite

Les changements structuraux décrits dans les Figures 5.4-5.7 apparaissent comme
continu en dépit du fait que les 17 conformeres proviennent de quatre simulations réalisées
a quatre températures différentes. Ce résultat confirme I’hypothese selon laquelle le
dépliement de la HSA se produit comme une succession stable d’événements qui ne sont
pas significativement dépendants de la température de simulation. Un ordre stable des
événements qui se déroulent en fonction de la température de simulation a déja été rapporté
par Daggett et al. [58] dans le cas du dépliement d’un inhibiteur de la chymotrypsine 2.
Ils ont conclu que la température de simulation modifie I’échelle de temps, mais pas le
chemin de dépliement. Toutefois, étant donné la complexité du dépliement des surfaces
d’énergie libres [60], cette affirmation est loin d’étre démontrée théoriquement et les limites
de sa validité doivent étre soigneusement examinées. Dans le cas de la HSA, en se basant
sur la présente analyse, cette affirmation peut étre acceptée au moins d'un point de vue
pratique. Un résultat relatif a cette analyse est la confirmation que I’hélicité est une bonne

coordonnée pour le dépliement. Cela a été démontré expérimentalement dans des études
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Figure 5.7 — Dépliement de trois hélices longues de type H2 (noir), H3 (bleu) et H4

(rouge) : a) dans le sous-domaine IA et b) dans le sous domaine IIIB. Voir la Figure

1.2 pour ’emplacement des hélices.

de dépliement de la HSA [100, 101]. En se basant sur des résultats de CD [94], on en
déduit que la fraction d’hélice-ar de la HSA réduite a I'état d’équilibre est d’environ 60% de
celle de la forme native. Par conséquent, les conformeres C1d et C4d qui ont une hélicité
équivalente (Tableau 5.2 et 5.3) apparaissent comme de bons candidats pour représenter
I'état d’équilibre déplié de la HSA réduite. Pour étre plus précis, nous suggérons que les
conformeres appartenant a la variété des conformations de la HSA réduite présentent des
similarités importantes avec Cld et C4d : une structure globale qui reste compacte, un
dépliement plus avancé des sous-domaines [A et IIIB avec les hélices de type H3 et H4
presque completement dépliées et une structure tertiaire ne conservant que pres d’un quart

des contacts natifs.
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5.4 Effet du dépliement sur les propriétés de com-
plexation de HSA(®

D’un point de vue fonctionnel, il est intéressant d’évaluer 'effet du dépliement sur les
propriétés de complexation de la HSA réduite. Une telle évaluation nécessite de réaliser des
simulations de complexation de ligand a la fois sur la protéine native et réduite. Cependant,
un apercu qualitatif peut étre obtenu par une simple comparaison structurale. Les cavités
structurales associées aux deux sites principaux de liaison ont été déterminées a ’aide du
programme Fpocket [102]. Leurs formes et leurs emplacements dans la protéine native sont

représentés sur la Figure 5.8a.

A titre comparatif, une analyse identique est effectuée sur le conformere C4d. En dépit
d’importantes différences dans sa structure tertiaire, le conformere C4d conserve encore
ces deux cavités (Figure 5.8b). Cependant, leurs formes et leurs volumes different des
cavités de la structure native. Ils ont tres probablement perdu la sélectivité de liaison des
sites d’origine. En général, les conformeres repliés possedent encore plusieurs cavités, et
celles ci pourraient étre actives pour la liaison de médicaments, mais leurs volumes et leurs
emplacements sont largement modifiés par rapport a la structure native. Une comparaison
entre les quatre plus importantes cavités calculées pour la protéine native et le conformere

C4d est présentée dans la Figure 5.9.

Cette comparaison confirme ’hypothese que la HSA réduite conserve encore une activité
de liaison importante mais la spécificité de liaison de la protéine native est clairement

perdue.

5.5 Conclusions

La simulation du dépliement de la HSA réduite est étudiée en utilisant différentes
températures de simulation. L’analyse PCA donne une séquence de conformeres dépliés
qui est continue par rapport a plusieurs parametres, comme 1'hélicité totale ou locale
ou bien encore la fraction des contacts natifs tertiaires. Ces résultats suggerent que
le chemin de dépliement de HSA() est indépendant de la température de simulation.
Comme le dépliement local est bien corrélé avec la fraction totale en hélice-av, ces résultats

indiquent également que ce dernier parametre est une bonne coordonnée pour le dépliement.
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Figure 5.8 — Représentation des deux sites principaux de complexation (en vert) a

travers la structure native de la protéine (a) et le conformere C4d (b).

Un point tres important a clarifier est de comprendre comment la reproductibilité du
chemin de dépliement est liée a la spécificité structurale de la protéine. En effet, une telle
reproductibilité pourrait étre la conséquence d’une hiérarchie bien établie dans la stabilité

des hélices formant la majeure partie de la structure protéique.

Cette étude nous a permis de prédire la structure de la HSA réduite. Une analyse
qualitative basée sur I’évolution des cavités de la protéine donne une premiere idée sur

leffet du dépliement sur les propriétés de transport de la HSA. Cependant des études de
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Figure 5.9 — Représentation des quatre plus importantes cavités (en vert) de la

structure native (a) et du conformere C4d(b).

simulation directe de la complexation de la HSA réduite avec différents médicaments sont

nécessaires pour une description quantitative de ces effets.
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Dans ce travail de these, nous avons réalisé une étude théorique de la dynamique
conformationnelle de la HSA et de ses sites de complexation. Notre étude a aussi été
orientée sur le role structural des ponts disulfure dans le maintien de la stabilité de la
structure native de la protéine. La compréhension du processus de dépliement lors de la

réduction des ponts S—S a également été traitée.

La méthodologie utilisée repose sur le couplage de la dynamique moléculaire avec
I’analyse par composantes principales. La convergence des trajectoires de dynamique
moléculaire et des analyses PCA permet d’affirmer qu’elle a été utilisée avec succes et que

les résultats obtenus ont une réalité physique pour 1’échelle de temps simulé.

La PCA appliquée a trois trajectoires de 200 ns permet d’observer des transitions
conformationnelles naturelles qu’on retrouve lors de la complexation de ligands et plus
particulierement celle observée expérimentalement lors de la liaison du myristate a la HSA.
Cette observation valide I’hypothese qu'un changement conformationnel favorable a la
liaison d'un ligand peut précéder celle-ci. Une analyse plus fine des mouvements collectifs des
sous-domaines ITA et IIIA montre I'existence de transitions conformationnelles délocalisées

pouvant étre a l'origine d’effets allostériques entre ces deux sites de liaison.

Parallélement, les simulations de dynamique moléculaire prédisent trois effets principaux
de la réduction des ponts S—S sur la structure protéique. La déstabilisation de la structure
secondaire (perte d’hélicité), la déformation de la structure tertiaire (perte des contacts
natifs) et la légere augmentation du volume de la protéine (augmentation du rayon de
gyration) sont ces observables. Les deux champs de force testés donnent des résultats
quasiment similaires qui sont en accord avec les données expérimentales connues. Cependant
le champ de force OPLS-AA semble reproduire au mieux le comportement naturel des
mouvements protéiques. Il a été montré que les thiols sont maintenus en contact dans des
puits de potentiel spécifiques. Des transitions conformationnelles situées dans les résidus
voisins des cystéines impliquées dans le pont S—S sont a l'origine de leur séparation.
Les résultats obtenus suggerent également que le repliement oxydatif se déroule en deux
étapes : une premiere ou le pont S—S se réforme a la suite d’un simple processus diffusif

et une seconde ou la protéine se replie et retrouve sa conformation native.

Notre étude suggere que, pour le protocole de simulation utilisé ici, le chemin de
dépliement de la HSA réduite ne dépend pas de la température de simulation. Cela nous a
permis de prédire sa structure d’équilibre. Il est alors apparu que la réduction des ponts

S—S modifie de fagon considérable la structure des sites de complexation de la protéine et
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va ainsi perturber sa fonction de transport. En ce point, la structure réduite d’équilibre
ainsi prédite nous a permis d’analyser qualitativement 1’évolution des cavités de la protéine

et de se faire une premiere idée de 'effet du dépliement sur les propriétés de transport de
la HSA.

Des simulations de complexation sur la structure réduite prédite permettraient de
décrire de manieére quantitative les effets du dépliement sur les propriétés de liaison de
la HSA et pourraient étre une perspective intéressante dans la poursuite de ce travail.
Il est évidemment envisageable de réutiliser la méthodologie employée ici sur d’autres
protéines d’'intérét afin d’en extraire leurs propriétés dynamiques ou leur mécanisme de

dépliement /repliement.
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RESUME

L’albumine sérique humaine (HSA) est une
protéine connue pour ses propriétés de transport
exceptionnelles et son contenu élevé en ponts di-
sulfure. L’étude de sa dynamique conformation-
nelle représente un défi important dans la com-
préhension de ses fonctions physiologiques. Le but
de notre travail a été d’étudier cette dynamique
conformationnelle et de comprendre le role des
ponts disulfure dans le maintien de la structure na-
tive de la protéine. Notre analyse est basée sur des
simulations de dynamique moléculaire (DM) cou-
plées a des analyses par composantes principales
(PCA). Outre la validation de la méthode de simu-

lation les résultats fournissent de nouveaux éclai-
rages sur les principaux effets de la réduction des
ponts disulfure dans les albumines sériques. Les
processus de dépliement /repliement protéique ont
été détaillés. La prédiction de la structure réduite
d’équilibre a fait I'objet d’une attention particu-
liere. Une étude détaillée de la dynamique confor-
mationnelle globale de la protéine ainsi que celle
des deux sites principaux de complexation a été
effectuée. D’éventuels effets allostériques entre ces
deux sites ont été recherchés. Les résultats théo-
riques obtenus ont été discutés avec les données
expérimentales disponibles.

MoTs CLES

Simulations de dynamique moléculaire, analyse en composantes principales, ponts disulfure,
albumine sérique humaine, sites de complexation, dépliement protéique.

ABSTRACT

Human serum albumin (HSA) is a protein
known for its exceptional transport properties and
its high content of disulfide bridges. The study of
the conformational dynamics represents a major
challenge in the understanding of its physiological
functions. The aim of our work was to study the
conformational dynamics and understanding the
role of disulfide bonds in the stability of the native
protein structure. Our analysis is based on simu-
lations of molecular dynamics (MD) coupled with
principal component analysis (PCA). Beyond the
validation of the simulation method, the results

provide new insights into the main effects of the
disulfide bonds reduction in serum albumins. Pro-
tein unfolding/refolding processes were detailed.
A special attention is paid to the prediction of the
reduced structure at the equilibrium. A detailed
study of the global protein conformational dynam-
ics as well as the two main binding sites were per-
formed. Possible allosteric effects between these
two sites were researched. The theoretical results
have been discussed with the available experimen-
tal data.

KEYWORDS

Molecular dynamics simulations, principal component analysis, disulfide bridge, human serum

albumin, binding sites, protein unfolding.



