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Résumé

Les protéines membranaires occupent en moyenne 50 % de la masse des
membranes cellulaires. Cependant, certaines membranes spécialisées peuvent
avoir de 20 4 90 % de leur masse en protéines, telles que les membranes du
cristallin ou les membranes qui hébergent certains appareils photosynthétiques.
Dans ce cadre, 'importance de ’assemblage des protéines membranaires dans
des complexes cohérents, dynamiques et fonctionnels n’est plus a démontrer.

Mon projet s’inscrit dans la compréhension des forces qui meénent a

I’assemblage des protéines membranaires. J'utilise pour cela le modéle de
I’Aquaporine Z (AqpZ) d’Escherichia coli qui est étudié expérimentalement
au laboratoire et est idéal de part sa structure homotétramérique trés conservée
dans un contexte de divergence de séquence élevée. Par ailleurs, cette famille
de protéines réalise ses fonctions de transport d’eau et de petits solutés au
sein d’une trés grande variété de membranes hotes.
Sur ce modéle, des approches de dynamique moléculaire ont pu mettre en
évidence des perturbations de la structure des lipides qui pourraient étre
a l'origine de forces s’exercant a longue distance. J'utilise en premier lieu
une approche de dynamique moléculaire gros grains avec des forces de biais
adaptatifs pour étudier les relations entre orientations de deux monoméres
d’AgpZ. 1l existe, de fagon surprenante, des forces se propageant a longue
distance vraisemblablement par les lipides qui biaisent les orientations relatives
entre les protéines.

Un deuxiéme axe de mon travail est I’étude des enrichissements lipidiques
autour de I’AgpZ native ou mutée, a différentes distances, avec l’'utilisation
d’une membrane complexe rendant compte de la diversité lipidique de la
membrane interne d’E.col:. Dans cette analyse, la cardiolipine est enrichie
a proximité de la protéine. Les résultats obtenus sont comparés avec des
analyses de fractions lipidiques qui entourent l’aquaporine Z lors d’extraction
dans des nanodisques de Styrene Maleic Acid (SMA). Dans la continuité de
cet axe, j’ai développé un polymeére gros grains rendant compte des propriétés
physico-chimiques du SMA pour interroger l'influence du polymeére sur ces
enrichissements.

Enfin, j’ai construit un systéme contenant 125 monomeéres d’AqpZ dans une
membranes simple ou complexe, qui représentent 50 % en masse en protéines.
Ce systéme m’a permis de questionner I’évolution spontanée d’un tel systéme
encombré, mais aussi le devenir des forces a longue distance et des lipides
enrichis a la surface de la protéine dans ce contexte.
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Abstract

Membrane proteins represent on average 50 % of the mass of cellular
membranes. However, specialized membranes can have from 20 to 90 % of
their mass in proteins, such as lens or photosynthetic membranes. In this
context, the importance of the assembly of membrane proteins in coherent,
dynamic and functional complexes isn’t to be proven anymore.

The goal of my project is to understand the different forces that lead to

the assembly of membrane proteins. For this aim, I am using the Aquaporin
Z (AgpZ) model protein from FEscherichia coli, which is studied in our
laboratory. This protein is ideal : it has a homotetrameric structure that is
very conserved in a context of heavy sequence divergence. In addition, this
protein family performs its functions of transporting water and small solutes
in a wide variety of host membranes.
On this model, molecular dynamics approaches have been able to highlight
lipid structure perturbations that could be responsible for long-range forces.
First, I use a coarsed grain molecular dynamics approach with adaptive biasing
forces to study the relations between orientations of two AqpZ monomers.
Surprisingly, there are forces propagating at long distance, presumably by the
lipids which in turn bias the relative orientations between the proteins.

The second axis of my work is the study of lipid enrichments around native
or mutated AqpZ, at different distances, with the use of a complex membrane
accounting for the lipid diversity of the inner membrane of E.col:. In this
analysis, cardiolipin is enriched near the protein. The results obtained are
then compared with analyses of the lipid fractions that surround AqpZ during
extraction in nanodisks of Styrene Maleic Acid (SMA). In the continuity of
this axis, I developed a coarsed grain polymer accounting for the physico-
chemical properties of SMA to examine the influence of the polymer on these
enrichments.

Finally, I built a system containing 125 AgpZ monomers in a simple or
complex membrane, which represents 50 % protein by weight. This system
allowed me to examine the spontaneous evolution of such a crowded system, but
also to investigate the fate of the long distance forces and the lipid enrichments
at the protein surface in this context.
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Section 1

Introduction

1.1 Avant-propos

En raison de 'ambiguité du terme de "preuve" en science, terme polysé-
mique dans les domaines des mathématiques et des sciences naturelles que je
considére comme source de confusion, j'utiliserai ’anglicisme "évidence" pour
désigner les "preuves" du domaine des sciences naturelles. En effet, "preuve"
peut é&tre traduit en anglais par "proof" dans le domaine des mathématiques
pour une preuve formelle et par "evidence" pour la preuve reliée a une théo-
rie/hypothése. L’utilisation de "preuve" masquerait la nature inductive de la
preuve scientifique et du bagage philosophique sous-jacent, notamment le pro-
bléme de 'induction (HuME, 1748).

1.2 Approche historique de la membrane biolo-
gique : de la simple barriére a la mosaique
fluide

1.2.1 Pré-XX®me gjgcle : Balbutiements : la membrane
comme hypothése inutile

La premiére "membrane" a été découverte par Robert Hooke en 1665 qui
a observé la premiére "cellule" végétale de liége a partir d'un microscope
(HOOKE, 1665). La cellule était alors décrite comme un espace creux entouré
d’une paroi, que I’on connait maintenant comme la paroi cellulaire, et était alors
comparée aux alvéoles d’abeille (figure 1.1). Dans cette vision, les cellules sont
les canaux dans lesquels sont transportés les "jus" de la plante. Dans les 200
ans qui ont suivi, la "membrane" était alors synonyme de la "paroi" cellulaire
et désignait la seule délimitation visible au microscope : la paroi cellulaire des
plantes. Schleiden et Schwann, en 1837 et 1839, ont ensuite précisé le concept
de cellule, et c’est 1'idée d’une cellule composée d’une substance amorphe, le
protoplasme, qui est restée (SCHLEIDEN et al., 1847). Des méthodes chimiques
permettant de séparer la paroi cellulaire de ce protoplasme (DUTROCHET, 1824)
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1.2. APPROCHE HISTORIQUE

et la délimitation entre la cellule et I’extérieur était vue comme le résultat d’une
différence de phase entre ce protoplasme et ’eau extérieure.

Ficure 1.1 —. Description de Hooke des cellules de liége, en "alvéoles d’abeille"
(HOOKE, 1665).

Les expériences d’osmose ont également échoué a déterminer 1’existence
d’une membrane différente du protoplasme. A partir de la deuxiéme moitié du
XIX®™me gigcle, le protoplasme était vu comme un colloide (GRAHAM, 1861) et
la limite entre la cellule et I'extérieur était vu comme un précipité de Traube
(TRAUBE, 1867).

Colloide. Graham sépara les molécules en deux catégories selon si
elles pouvaient traverser une feuille de papier (GRAHAM, 1861). Les sels
inorganiques et les sucres pouvaient facilement traverser et furent appelés
crystalloides alors que les composés qui ressemblaient a de la gélatine et qui ne
pouvaient pas traverser furent appelés colloides. La structure du protoplasme,
visqueuse et gélatineuse, a rapidement été appelée colloide.

Précipité de Traube. Un précipité de Traube est la membrane semi-
perméable qui se crée a l'interface entre une solution de ferrocyanide de po-
tassium et une solution de sulfate de cuivre. Se formant spontanément a une
interface, ce précipité confortait I'hypothése de I’absence de membrane, le pro-
toplaste se durcissant simplement & son interface avec 1’eau (TRAUBE, 1867).

Par exemple, les expériences d’osmose sur des cellules végétales ont permis
I’'observation de la rétractation de la cellule dans un milieu hypertonique
(DETMER, 1895; WILKIE, 1961; SMITH, 1962). Ces résultats sont simples
a analyser aujourd’hui, mais étaient plus ambigus dans le contexte de la
deuxiéme moitié du XIX*™® siécle : la membrane restait invisible, la paroi
cellulaire n’était pas indispensable et 1'idée du précipité de Traube confirmait

2 SECTION 1. INTRODUCTION Marlon Sidore




1.2. APPROCHE HISTORIQUE

I'inutilité d’'une membrane supplémentaire car les propriétés observées pou-
vaient simplement étre le résultat du durcissement des limites du protoplasme.
Ce n’est qu’a partir du XXeéme siécle que l'existence d’'une membrane, en plus
de la paroi cellulaire, s’est imposée.

Trois lignes d’évidence sont généralement mises en avant pour l'origine de la
membrane : les études de perméabilité d’Overton (OVERTON, 1895 ; OVERTON,
1899), les expériences de microinjection de Chamber (CHAMBERS, 1922) et les
mesures électriques de Hober (PETHIG et al., 2012).

Overton immergea des cellules dans des solutions de plus de 500 substances
différentes et remarqua que les substances "solubles dans I’éther" (ce qu’on
appelle aujourd’hui apolaires) n’amenaient pas de réduction de la taille des
cellules, a 'opposé des substances solubles dans 1’eau. La conclusion était
que les molécules apolaire ("solubles dans 1’éther") rentraient plus facilement
dans les cellules et qu’il existait donc une membrane distincte de la paroi
cellulaire faite de composés "solubles dans 1’éther". Il a suggéré le cholestérol
et les phospholipides (lécithines) comme composant de cette membrane, méme
si la difficulté était ensuite d’expliquer comment les molécules hydrophiles
pouvaient passer cette membrane.

Aprés ’amélioration des techniques de microinjection, Chamber quant a lui
injecta une solution pouvant digérer le cytoplasme dans différentes parties de
la cellule.

Réinterpréter des résultats antérieurs selon nos propres concepts peut poser

probléme quand il s’agit de comprendre les cheminements qui ont amené a une
découverte. Ainsi, la découverte de la membrane cellulaire est souvent attribuée
a Overton en 1895 : puisque des substances "solubles dans I’éther" (apolaires,
ou lipides ) forment cette membrane, cela devrait étre évident ...
L’article de Chamber (CHAMBERS, 1922) nous rappelle par contre que, méme
en 1922, 'existence d’une membrane n’était toujours pas acquise : “It is well
known that selective permeability, or semipermeability, is one of the essential
characteristics of the living cell. So far, however, there is no evidence as to
whether the semipermeability of protoplasm is a property of its entire mass or
of its surface only.”

Lorsque cette solution était déposée sur le protoplasme, il ne se passait
rien, alors que si la solution était injectée dans la cellule, le protoplasme lysait
et aucun dommage n’était fait a la membrane avant la lyse compléte. Cela
indiquait que le protoplasme était fait d’'une matiére différente de sa surface.
Hober quant a lui mesura la conductivité interne des cellules et obtint des
mesures qui étaient incompatibles avec l'attachement du protoplasme aux
électrolytes du milieu extérieur : les électrolytes devaient au contraire étre
a l'intérieur des cellules. La nature différente, et hydrophobe, de la limite
protoplasme/eau semble donc acquise & partir de ces trois évidences. Il faut
cependant noter que ces conclusions ne sont a ce moment valables uniquement
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chez les eucaryotes, il faudra encore attendre de pouvoir observer les mem-
branes avec un microscope électronique pour admettre leur existence chez les
bactéries.

1.2.2 Jusqu’a la bicouche : d’une simple couche de lipide a
une (bi ?)couche lipidique

Le concept de bicouche lipidique est en général attribué a Gorter et
Grendel (GORTER et al., 1925), en se basant sur les travaux de Langmuir
(LANGMUIR, 1917) sur le caractére amphiphile des molécules lipoides.

Une partie du débat porte d’abord sur 1’épaisseur des films d’huile déposés
sur 'eau. Avant de proposer son interprétation, Langmuir (LANGMUIR, 1917)
décrit les travaux précédents de Rayleigh et ensuite de Devaux sur la tension de
surface de l'eau lorsqu’elle est contaminée par de ’huile. Par exemple, Rayleigh
mesura la tension de surface de ’eau selon la quantité d’huile ajoutée (Figure
1.2).

SN S AR DU S NN E

Fig. 1

FIGURE 1.2 — . Tension de surface de l'eau selon la quantité d’huile ajoutée.
Le point S est interprété comme une couche simple d’huile et le point T est
interprété comme une couche double.

La tension de surface diminue rapidement a partir d’'une épaisseur d’huile
critique. De 13, Rayleigh conclua que le point S, avant que la tension de sur-
face ne chute, correspondait a une monocouche d’huile alors que le point T
correspondait a une double couche.

A partir des propriétés des films d’huiles sur de 1’eau et d’un point de vue
"de chimiste" (LANGMUIR, 1917), une monocouche d’huile sur de ’eau ne pou-
vait qu’avoir les molécules d’huiles qui s’orientaient, le groupement carboxy-
lique se solubilisant dans 1’eau alors que le groupement hydrophobe pointant
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vers ’extérieur. Avant de passer a la bicouche, notons la maniére particuliére
avec laquelle Langmuir effectue un glissement de concept (LANGMUIR, 1917),
a mon avis indispensable a toute entreprise d’histoire des sciences (LATOUR,
1987 ; KUHN et al., 2012). Tout un chapitre est en effet intitulé “« Physical » ver-
sus « Chemical » Forces” et présente un conflit entre "la vision des physiciens"
et "la vision des chimistes" sur les forces entre les molécules. Selon Langmuir,
les physiciens considéraient uniquement des forces non spécifiques dépendantes
de la distance entre les molécules, qui s’étendaient a ’infini, comme la gravité et
I’électrostatique. Les chimistes, quant a eux, considéraient uniquement la spé-
cificité des interactions avec un rayon d’action a courte portée et son origine
atomique, sur lesquels Gurvich et Langmuir ajoutent une vision moléculaire
que 'on qualifierait aujourd’hui de structurale car dépendante des atomes voi-
sins. Méme en étant conscient du contexte, il est difficile de ne pas y voir une
caricature, un homme de paille : en effet, quel physicien du début du XX°=e
siécle ignorait que la gravité était négligeable a trés courte distance ou que 1’at-
traction dépendait du type d’atome ? Malgré ce préambule, Langmuir se base
sur la théorie des valences de Lewis et propose alors l'origine du comportement
de I'huile sur l'eau : comme ’huile est en monocouche sur 1’eau, le groupement
carboxyle a une affinité pour cette derniére (de par la valence secondaire de
I'oxygéne) et est donc solubilisé alors que le reste du lipide (la chaine d’hydro-
carbure) a une plus grande affinité pour les chaines d’hydrocarbures et ne se
tournera donc pas vers 1’eau.

Gorter et Grendel (GORTER et al., 1925) se sont ensuite basés sur les tra-
vaux de Langmuir (bien que briévement cités) pour déduire la bicouche lipi-
dique. Gorter et Grendel ont extrait les lipides d’érythrocytes (connus pour
n’avoir aucune membrane interne) et ont utilisé ces lipides pour couvrir une
surface d’'une monocouche qui avait deux fois la surface des érythrocytes. Cette
expérience est créditée aujourd’hui comme étant la plus concluante sur la cha-
ractérisation de la bicouche lipidique. Lia démonstration semble convainquante
aujourd’hui mais n’a pas fait consensus avant des travaux bien plus tardifs du
fait des problémes techniques liés a ’expérience. Par exemple, et jusqu’en 1965,
bien qu'une bicouche soit admise peu aprés l’article de 1925, I’empaquetage de
la membrane faisait encore débat (le caractére "complet" ou "partiel" de la
bicouche n’était pas encore tranché (MADDY et al., 1965)). Rétrospectivement,
la démonstration de Gorter et Grendel ne laissait pas non plus la place aux pro-
téines membranaires. Malgré ces interrogations, ces travaux ont tout de méme
ouvert la voie aux descriptions moléculaires de la membrane et ont amené au
premier modéle influent de la membrane, le modéle paucimoléculaire.

1.2.3 Une (bi?)couche de lipides entre deux couches de
protéines

Dans les années 1930s, Danielli et Davson (DANIELLI et al., 1935) pro-
posent le modéle paucimoléculaire. Comme les membranes contenaient une
grande quantité de protéines (sans information sur leur position) et la tension
de surface semblait plus faible qu’attendu par une simple interface eau/lipides,
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le modéle proposé consistait en une couche lipidique entre deux couches de
protéines (voir figure 1.3).

INTERIOR

FIGURE 1.3 — . Schéma du modéle paucimoléculaire (DANIELLI et al., 1935),
constitué de deux couches de protéines de part et d’autre d’une couche de
lipides d’une épaisseur inconnue.

Un résumé du consensus en 1935 est aussi accessible au début de 'article
de Danielli : “Il y a une quantité considérable d’évidences qui soutient I’hypo-
thése que les cellules vivantes sont entourés d’une couche mince de matériel
lipoide. [Les travaux précédents] montrent de maniére convainquante que cette
couche qui sépare électriquement l'intérieur des cellules de I’extérieur est d’une
épaisseur uni a tri-moléculaire.” De fait, 10 ans apreés 1’expérience sur les glo-
bules rouges indiquant une formation en bicouche, le doute persiste quand a la
structure en mono, bi ou tricouche lipidique.

Ainsi, en 1935, la nature exacte des lipides qui constituaient la couche de
lipide était inconnue mais certaines de ses propriétés 1’étaient : ces lipides sont
des lipides connus, ils possédent une proportion de groupements acides (comme
les groupements carboxyles), des groupes basiques (amines) et une couche de
protéine est absorbées sur la couche lipoide. Ce modéle posait cependant la
guestion de la perméabilité : comment des molécules pouvaient traverser cette
couche continue de protéines-lipides ?

L’idée que des protéines puissent alors traverser la membrane et permettre
le transport de molécules hydrophiles, méme si briévement évoqué, n’est pas
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encore crédible, au profit de modéles ou les ions eux-mémes permettaient la
création de pores. De plus, les expériences examinant la tension de surface des
membranes, qui constituaient 'argument principal du modéle, ont rapidement
été invalidées par les mémes auteurs. Le résultat, bien que ce modéle ait été
dominant, a permis le développement de modéles compétiteurs (méme déve-
loppés par Danielli), le plus souvent proposant des modéles plus mosaiques qui
permettaient le passage de molécules de différentes maniéres pour résulter en
des modéles mixtes.

1.2.4 De l'utilisation du microscope électronique a la mo-
saique fluide

D’'un point de vue général, l'utilisation du microscope électronique devrait
étre décisive dans la caractérisation de la structure de la membrane cellulaire.
En effet, simplement voir la membrane devrait alors étre suffisant. En pratique,
cela n’a pas été si simple et illustre trés bien la sous-détermination de la théorie
par les faits (DUHEM, 1954; QUINE, 1951). En effet, les structures visibles en
microscopie électronique ont été interprétées a la lumiére des différentes théo-
ries sur la membrane-mosaique. Par exemple, des micrographes électroniques
sont interprétés dans les années 1950s comme étant un mélange du modéle pau-
cimoléculaire en mosaique avec des pores (HILLIER et al., 1953), des "plaques"
qui s’alternent avec des pores (voir figure 1.4 o 'on voyait des "plaques" de
protéines, du modéle paucimoléculaire, séparées par des pores).

Ficurek 1.4 — . Micrographe électronique de la surface d’un érythrocyte. L’ac-
cent est mis sur les "plaques" de différentes tailles (ici les plaques les plus
courantes en haut et les plus larges en bas), alternées de pores, mélant le mo-
déle paucimoléculaire et la théorie des pores (HILLIER et al., 1953).

En cohabitation avec les difficultés d’interprétation des observations de mi-
croscopie électronique, les observations déterminantes pour le développement
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du modéle de la mosaique fluide sont les expériences de cryofracture et de dif-
fusion. La cryofracture consiste a geler ’échantillon puis a le fracturer, séparant
les deux feuillets de la bicouche lipidique, avant observation par microscopie
électronique. L’arrivée de la cryofracture dans les années 1960s a donc permi
'observation de protubérances (d’un coté de la fracture) et de cavités (de 'autre
coté), qui a forcé a considérer ’existence d’objets (les protéines membranaires)
qui traversaient la membrane. Le caractére fluide de la membrane a ensuite
été dérivé des expériences de diffusion o1, par exemple, les membranes de deux
cellules (humain/souris) ont été fusionnées et les anticorps de chacun suivis par
fluorescence (FRYE et al., 1970); le mélange rapide de ces anticorps a permis
d’établir la fluidité de la membrane. Rapidement, le modéle de la mosaique
fluide en a découlé.

1.2.5 La mosaique fluide

En 1971 et 1972, Singer et Nicholson présentent le modéle de la mo-
saique fluide (SINGER et al., 1972). La membrane est alors “une solution bi-
dimensionnelle de protéines globulaires orientées et de lipides” (voir figure 1.5).
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FIGURE 1.5 — . Modéle de la mosaique fluide (SINGER et al., 1972) de Singer
et Nicholson. A gauche, un schéma d’une coupe ou les lipides sont arrangés en
bicouche discontinue avec leur téte polaire au contact de 1’eau. A droite, un
schéma tri-dimensionel.
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Déterminer le moment oti I’épaisseur de la couche de lipide formant la mem-
brane est admise comme étant bimoléculaire, une bicouche, est difficile.

On peut cependant affirmer que le modéle de la mosaique fluide met fin a des
années d’interrogations car le modéle permet surtout d’expliquer la quantité
manquante de lipides dans une bicouche compléte par la place occupée par les
protéines membranaires.

Ce modéle intégre les considérations thermodynamiques et expérimentales
décrites jusque la dans la littérature.
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I1 décrit l'existence de deux catégories de protéines associées aux mem-

branes :

— Les protéines périphériques, associées de maniére faible a la bicouche.
Ces protéines sont facilement dissociable par des traitements ioniques
sans lipides associés, tout en restant solubles dans les solvants aqueux
ensuite, comme le cytochrome ¢ des membranes mitochondriales.

— Les protéines intégrales qui pénétrent partiellement ou entiérement la
membrane et représentent plus de 70% des protéines membranaires. Ces
protéines nécessitent des traitements plus drastiques pour les dissocier,
comme des détergents, avec des lipides qui restent associés, et sont sou-
vent insolubles ou agrégés dans l’eau s’ils ne sont pas associés avec des
lipides/détergents.

Ces dernieres protéines sont hétérogénes en taille et en majorité en hélices .

Concernant les phospholipides, ils sont en majorité sous forme de bicouche.
Les transitions de phases observées ne permettent pas de conclure si la
membrane est totalement sous forme d’une bicouche continue ou interrompue,
et si certaines parties de la membranes sont sous forme de mono ou tricouche,
méme si la majorité est sous forme de bicouche.

Les interactions protéines-lipides dans les membranes semblent alors jouer
un role direct dans un grand nombre de fonctions cellulaires, avec des protéines
qui nécessitent des phospholipides particuliers pour leur activité. Cependant,
I’association de lipides avec les protéines ne change pas la transition de phase
des lipides, laissant supposer que les interactions entre les phospholipides et
les protéines sont faibles et largement indépendantes. Ce paradoxe est résolu
en considérant que la majorité des lipides de la membrane est sous forme de
bicouche peu couplée aux protéines avec une petite fraction de lipides qui est
en interaction beaucoup plus forte avec certaines protéines.

Le modéle de la mosaique fluide est alors accepté comme un modéle permet-
tant d’appréhender toutes les membranes cellulaires. Depuis 1972, ce modéle
a évolué pour prendre en compte la richesse des données dont nous disposons
aujourd’hui.

De la maniére de faire un historique en science

L’histoire de la membrane biologique n’est pas présentée ici comme dans
les manuels scolaires. En effet, ces derniers et notre formation nous habituent
a une présentation graduelle de ’histoire des sciences qui se résumerait a
une liste de découvertes dans le temps. Cette maniére de présenter les choses
n’est cependant pas pertinente pour s’intéresser a l’histoire d’un sujet, tout
comme présenter Einstein comme la continuation de Newton manque a la
fois les différents contextes historiques et les changements de concepts et de
paradigmes qui ont traversé I’histoire (KUHN et al., 2012). Kuhn notait en
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effet que "L’histoire, si on la considérait comme autre chose que des anecdotes
ou des dates, pourrait transformer de fagon décisive l'image de la science dont
nous sommes actuellement empreints".

Pour cette raison, dans cette présentation historique, je me suis attaché a
briévement replacer chaque découverte dans son contexte, pour faire ressor-
tir aussi bien les concepts principaux mis en jeu mais aussi les doutes et les
anomalies qui traversaient, traversent et traverseront la science.

De plus, comme pour beaucoup de concepts acquis en science, il est diffi-
cile de pointer un "moment" qui correspondrait a la découverte, ou méme de
créditer une personne en particulier et la membrane biologique en est un bon
exemple.

L’existence du concept de membrane biologique est relativement récent et il
est nécessaire de revisiter chaque expérience du point de vue des concepts de son
époque, a chaque fois que nous disons "c’est la membrane qui est responsable
de ce comportement".

Le terme de "membrane" a lui-méme évolué au cours du temps.

1.3 La membrane biologique : le modéle actuel

1.3.1 La mosaique fluide, un modéle qui a pu intégrer ses
critiques depuis 1972

Peu aprés 1’énonciation originale du modeéle de la mosaique fluide, une
avalanche de données est venue remettre en question certains présupposés.

Dans le modéle originel, la fluidité de la membrane permet la libre diffusion
latérale des protéines. Le modéle a, dés 1976 (NI1cOLSON, 1976), été enrichi
par les nombreux exemples ol des éléments extérieurs viennent limiter la
diffusion des protéines, comme les éléments du cytosquelette et la matrice
extracellulaire, ou par des séquestration de protéines intégrales dans des
domaines fonctionnels moins mobiles, bien que les mécanismes précis n’aient
été disséqués que plus tard.

Les lipides qui forment ce fluide sont distribués dynamiquement de maniére
inégales dans le plan de la membrane (OHVO-REKILA et al., 2002; ANISHKIN
et al., 2013), avec la présence de certains lipides (cholestérol, cardiolipines)
ou chaines latérales qui en changent la fluidité et peuvent participer a la
formation de domaines dynamiques. La potentielle fonction de tri effectuée
par ces lipides et l’existence, liée, de rafts lipidiques, en particulier leur taille
et leur persistence, reste toutefois encore en débat a ce jour.

Le modéle actuel est cependant toujours une mosaique fluide, bien que la
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notion de fluidité ait été amoindrie au profit des aspects mosaiques et dyna-
miques.

1.3.2 Diffusion anomale et aspects moléculaires

Le modeéle originel de la mosaique fluide incluait une diffusion aléatoire
des protéines, dite Brownienne, bien que des limitations étaient originellement
connues. Expérimentalement, ce sont des expériences de suivi de molécule
unique (ScHUTZ et al., 1997), de spectroscopie de corrélation de fluorescence,
de redistribution de fluorescence aprés photoblanchiment et en particulier de
microscopie & force atomique & haute vitesse (HS-AFM) qui ont permis le suivi
de la diffusion limitée des protéines membranaires. Un nombre important de
modéles théoriques de ces diffusions anomales ont été développés et ne seront
pas discutés ici (METZLER et al., 2016).

En suivant les protéines gréace a ces techniques, nous pouvons ainsi observer
trois types de comportement (MUNGUIRA et al., 2016) :
— Des protéines immobiles, qui vibrent autour de leur position aléatoire-
ment.
— Aux frontiéres de cette phase solide, des protéines qui glissent les unes
par rapport aux autres, en étant fixes parfois sur I’échelle de la minute.
— Des protéines au mouvement Brownien mais qui sont enfermées dans
des espaces définis.
— Des protéines qui diffusent avec un mouvement Brownien
En particulier, dans le contexte encombré qui est le contexte cellulaire, la
diffusion des protéines dépend des interactions moléculaires (Casuso et al.,
2012; MUNGUIRA et al., 2016). L’hétérogénéité moléculaire présente dans les
membranes favorise une dynamique du verre.

Ces différents régimes dynamiques sont difficilement observés expérimen-
talement car il faut suivre et la protéine d’intérét et son environnement pour
les mettre en évidence. Ce sont en particulier des expériences d’HS-AFM qui
permettent alors d’observer cette dynamique avec une résolution temporelle en
dessous de la seconde (ANDO et al., 2014).

La diffusion translationnelle et rotationnelle est alors limitée, avec une
diffusion rotationnelle presque nulle lorsque les protéines sont impliquées dans
des interactions a courte distance jusqu’a une rotation de plus de 120°sur une
demi-seconde (CAsUSO et al., 2012).

Les sources de ces diffusions anomales se retrouvent donc a 1’échelle
moléculaire et comprennent les différentes interactions lipides/lipides et
lipides/protéines ainsi que leurs aspects thermodynamiques (HELMS, 2002).
A cette échelle, cette diffusion anomale se traduit alors par des interactions
privilégiées, de certaines configurations de protéines/lipides a courte ou longue
distance, dans des environnements la plupart du temps encombrés. De plus, la
présence méme de protéines dans une membrane ameéne a des perturbations
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telles qu'une courbure de la membrane et un mésappariement hydrophobe.

L’hydrophobicité des résidus a la surface de la protéine est déterminante
dans le positionnement de la protéine par rapport a la membrane. Lorsque
I’épaisseur hydrophobe ne correspond pas a ’épaisseur de la membrane, cette
derniére va répondre par une contrainte (figure 1.6).
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FIGURE 1.6 — . Schéma général du mismatch hydrophobe. La protéine est sché-
matisée par un cylindre. Lorsque I’épaisseur hydrophobe de la protéine est dif-
férente de I’épaisseur de la membrane, cette derniére est stressée et les lipides
se réorganisent.

En réponse a un mésappariement hydrophobe, plusieurs réponses de
I’environnement ou de la protéine sont possibles pour réduire ce stress et
réduire 1'énergie potentielle de cette configuration problématique (KILLIAN,
1998). Dans le cas d’une membrane simple avec une seule protéine et un seul
type de lipide, ceux-ci peuvent s’étirer ou s’écraser pour s’adapter a l’épaisseur
hydrophobe de la protéine. Lorsque la membrane est plus complexe et posséde
des lipides avec des chaines latérales de taille différente, les lipides les plus
adaptés a 1’épaisseur hydrophobe de la protéine peuvent é&tre recrutés a sa
périphérie et ainsi réduire le stress de surface. Lorsque plusieurs protéines sont
présentes, leur aggrégation permet de réduire le nombre de surfaces stressées.
D’autres solutions peuvent aussi se mettre en place mais sont des cas plus
particulier, par exemple par un changement conformationnel qui modifierait
I’épaisseur hydrophobe de la protéine ou un basculement de la protéine s’il ne
s’agit que d’une seule hélice transmembranaire.

De l’adaptation des lipides a la surface de la protéine nait aussi une
courbure. En fonction simplement de la taille et de la forme de la protéine
insérée, la protéine induit une courbure de la membrane. Elle est révélée a la
fois 1n vivo, in vitro et in silico (FRESE et al., 2008 ; HsIN et al., 2009).

En conséquence de ces perturbations, la diffusion des lipides va aussi
étre affectée. Outre le tri de certains lipides selon la taille de leur chaine
latérale pour s’adapter au mésappariement hydrophobe, des lipides vont é&tre
plus lents lorsqu’ils sont proches de la protéine. Cette zone, du contact de
la protéine jusqu’a 4-5 couches de lipides autour, a été appelée 1'annulus
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lipidique (KiLLIAN, 1998; GOOSE et al., 2013; J.-P. DUNEAU et al., 2017).
La composition de la premiére couche de lipides autour de la protéine est
dépendante des propriétés physico-chimiques de la protéine et, par extension,
les couches suivantes le sont aussi.

Des perturbations a longues distances des protéines sur les lipides ont été
mises en évidence, principalement in silico (J.-P. DUNEAU et al., 2017). Dans
ce contexte, les lipides sont alors perturbés par la présence de la protéine et
se relaxent de maniére différente suivant la distance et la partie du lipide (téte
polaire, phosphate, insaturation). La perturbation est dépendante de la pro-
téine, et donc de la nature physico-chimique des atomes de surface, mais aussi
de la topographie de cette surface.

1.3.3 Interactions & longue distance

L’importance biologique des interactions a courte distance entre protéines
n’est plus a démontrer. De plus, les interactions entre protéines et lipides
sont aussi importantes pour la fonction de certaines protéines; par exemple,
des cardiolipines sont indispensables a la bonne fonction de 1’Aquaporine
Z (LacaNowsky et al., 2014), 'ATP synthase (AcCEHAN et al.,, 2011) ou
d’autres protéines (SHEN et al., 2017; CHRISTIE et al.,, 2011; CLAYPOOL,
2009), toutes possédant plusieurs segments transmembranaires. L’accessibilité
des données sur les interactions a courte distance est due en majorité a
leur (relative) facilité d’acquisition : les interactions directes peuvent étre
étudiées grace a une diversité de méthodes biochimiques et 'on va retrouver,
par exemple, les lipides les plus ancrés a la surface d’une protéine apreés la
procédure de cristallisation. Malgré cela, le couplage d’études biochimiques
et bioinformatiques est souvent nécessaire car les protocoles biochimiques
entralnent, par exemple, une délipidation importante, masquant les lipides qui
ne sont pas ancrés trés fortement mais importants pour la fonction. L’annulus
lipidique est par conséquent difficile d’accés expérimentalement. Au dela de
la courte distance, les techniques expérimentales montrent des limites de
résolution et les interactions sont beaucoup moins claires.

D’un point de vue biologique, les protéines doivent trouver un équilibre
entre une aggrégation compléte et une séparation totale, privilégier les inter-
actions utiles et, surtout, éloigner les interactions non spécifiques.

Ce probleéme est a rapprocher d'une expression en dynamique moléculaire :
les champs de forces, qui définissent les interactions entre les différents atomes,
sont trop "collants". Du point de vue du modéle moléculaire que l'on peut
se faire des protéines, il est en effet difficile d’obtenir un modéle ayant des
propriétés qui satisfassent certains critéres empiriques (température de fusion,
comportement de chaines latérales, vibrations ...) sans derriére avoir un
modéle ou les atomes collent trop entre eux.
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On peut rationaliser ce probléme de différentes fagons (c’est une question
d’échelle de temps, etc.) mais le concept initial reste : il nous est difficile de
modéliser et donc d’imaginer des molécules qui ne collent pas plus entre elles
que ce qu'il se passe dans la réalité.

De ce point de vue, la vision d'une simple diffusion brownienne ou les
interactions importantes se mettraient en place a courte distance et les autres
seraient ignorées semble, conceptuellement, impossible. Il faut donc, pour
compléter notre modeéle, des forces a plus grande distance pour contrecarrer
ces atomes que ’on ne peut imaginer que trop "collants".

Les perturbations induites par la présence de protéines dans une mem-
brane, sur la membrane et sur d’autres protéines, sont alors le candidat idéal.
Plus qu’en permettant aux interactions favorables de se mettre en place, des
interactions a longue distance pourraient cette fois forcer et du coup expliquer
pourquoi les protéines membranaires ne se tombent pas simplement dessus.

Ces forces a longue distances n’ont été que peu décrites jusque la. Des
travaux précédents au laboratoire ont observé des forces a longue distance qui se
propageraient au travers des lipides a partir d’observations d’anomalies dans le
profil énergétique de la dissociation d’OmpF (CAsuso et al., 2012), une porine
bactérienne. Des travaux sur 'annulus de lipide ont de plus permis d’observer
des perturbations qui dépendent du type de protéine et qui s’étendent jusqu’a
plusieurs couches de lipides (J.-P. DUNEAU et al., 2017), ce qui correspond &
plusieurs dizaines d’angstroms.

1.3.4 Mon projet

Le but de ce manuscrit s’inscrit dans I’exploration et la description de ces
forces a longue distance entre les protéines membranaires avec une approche
in stlico de dynamique moléculaire.

Pour cela, une protéine modéle utilisée au laboratoire est 1’Aquaporine Z
(AgqpZ). Elle est formée de 6 hélices transmembranaires formant un pore, dont
le réle est d’assurer la circulation stricte des molécules d’eau. Dans les mem-
branes, 1'’AgpZ oligomérise et forme des homo-tétraméres. Cette association
en tétrameére ainsi que la topologie du monomere sont retrouvés pratiquement
chez tous les membres de la superfamille des Major Intrinsic Proteins (MIP).
Plus particuliérement, la structure des Aquaporines est trés conservée dans
I’ensemble du vivant, des bactéries jusqu’aux plantes et mammiféres, malgré
une faible conservation de séquence (ZARDOYA, 2005). L’état oligomérique des
protéines de cette superfamille semble donc résider non pas dans sa séquence
mais dans sa topographie.

De plus, le monomére semble é&tre 'unité fonctionnelle : chacun semble
fonctionner indépendamment au sein du tétrameére. En revanche, nous avons
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des évidences pour penser qu’un monomeére isoler ne peut pas assurer sa
fonction (SCHMIDT et al., 2017). Il semble donc que chaque monomeére, traduit
individuellement dans la membrane, doive "trouver" d’autres monomeéres pour
étre sous sa forme tétramérique, la seule forme observée expérimentalement et
gui semble alors nécessaire a sa fonction.

Ce monomeére va nous permettre d’étudier les relations qui existent entre les
différentes faces de la protéine et les lipides I'entourant ainsi que les relations
entre différents monomeéres, a différentes échelles, a 'aide de simulations de
dynamique moléculaire gros grain.

Les simulations apportent une vision moléculaire des modéles et permettent
a la fois de produire des explications sur les phénomeénes observés et des
prédictions sur ceux a observer. Dans ces simulations, les parameétres des
atomes et les formes fonctionnelles, qui définissent les interactions entre les
particules, sont regroupés dans un champ de forces. Le champ de forces est
habituellement paramétré pour reproduire des résultats expérimentaux comme
des enthalpies ou des paramétres spectroscopiques variés. Ils peuvent de plus
exister a diverses échelles, avec des particules qui peuvent contenir un groupe
d’atomes. Dans le cas des membranes, le plus utilisé est le champ de forces
gros grain MARTINI (MARRINK et al., 2007; MONTICELLI et al., 2008) qui
regroupe environ 4 atomes "lourds" dans une particule (environ 10 atomes
en comptant les hydrogénes). C’est un champ de forces simple originellement
paramétré pour reproduire les séparations de phase de divers mélanges de
lipides. Alors qu’'un champ de forces dit "tout atome", ou chaque particule
représente un atome, ne permet d’atteindre que 1’échelle de la centaine de
nanosecondes en routine, un tel champ de forces gros grain permet, de par la
réduction du nombre de particules, de calculer jusqu’a 1’échelle de la dizaine
de microsecondes au prix d’une approximation, tout en gardant la topographie
de surface des protéines. Atteindre ces temps de simulation est important pour
les protéines membranaires car les temps caractéristiques dans les membranes
sont plus grands que dans le cytoplasme.

En utilisant cet outil ainsi que notre protéine modéle, ’AqpZ, la question
naive qui sous-tend ce manuscrit restera "Comment les protéines trouvent-elles
le partenaire idéal 7" au travers de 3 axes principaux :

— Tout d’abord, en reprenant les problémes rencontrés dans 1’énergétique
de la dissociation d’OmpF (CAsuso et al., 2012), j'ai cherché a explorer
I’énergétique de la dissociation de deux monoméres d’AqpZ en prenant
en compte les orientations relatives des protéines. En effet, un écueil de
I’étude sur OmpF était le manque d’échantillonnage des orientations
relatives, malgré un potentiel de force moyenne qui faisait sens.

— Ensuite, je me suis intéressé aux lipides présents autour de 1’AqgpZ,
sous sa forme tétramérique, monomeérique, mais aussi d’un mutant

Marlon Sidore SECTION 1. INTRODUCTION 15



1.3. LA MEMBRANE BIOLOGIQUE : LE MODELE ACTUEL

monomeérique caractérisé au laboratoire (SCHMIDT et al., 2017), pour
questionner plus en détails la nature de l’annulus de lipides. Pour
cela, j’al développé un modéle gros grain de la membrane interne
d’Escherichia coli contenant des cardiolipines pour étudier les interac-
tions et le tri des lipides effectué par la protéine a différentes distances
de sa surface.

Pour finir, aprés avoir étudié les relations entre deux monomeéres puis
entre la protéine et les lipides, j’ai construit des membranes encombrées
de 125 monomeres d’AqpZ pour observer la dynamique des protéines
et des lipides dans un contexte se rapprochant plus d’'une membrane
réaliste, les membranes biologiques contenant en moyenne, en masse,
50% de protéines.

Apreés avoir exploré ces axes, plusieurs chapitres supplémentaires suivront

qui concernent des développements plus méthodologiques ainsi que des travaux
réalisés dans le cadre de collaborations.

16
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Section 2

Matériel et méthodes

2.1 La dynamique moléculaire

2.1.1 Principe général

La dynamique moléculaire consiste a simuler 1’évolution d’un systéme de
particules au cours du temps en utilisant les lois de Newton (figure 2.1). Clas-
siquement, les forces entre les particules sont calculées et intégrées dans les
équations du mouvement dans le temps avec un temps d’intégration le plus
petit possible (2 & 20 fs suivant le type de simulation). Un contréle de la tem-
pérature et de la pression est aussi présent.

Schéma simplifié de I'algorithme de dynamique moléculaire

Donner aux particules des positions et vélocités initiales r(t=o),
choisir un petit temps d'intégration At

Obtention des forces F = -V V(r{’)) eta = F/m

~ Faire bouger les particules:
Y = 0 4 v At + 1/2 @ A8 +...

Avancer le temps: t = t + At

Répéter avec les nouvelles positions

FI1GURE 2.1 — Workflow simplifié d’'une simulation de dynamique moléculaire.
Apreés avoir attribué a chaque particule une position et une vélocité, la simula-
tion consiste a intégrer les équations du mouvement dans le temps. Un controle
de la température et de la pression, non affiché, est aussi présent.
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2.1.2 Intégration des lois de Newton

Plusieurs méthodes d’intégration des lois de Newton sont possibles. Dans
ce travail, nous avons utilisé la méthode de Velocity Verlet (VERLET, 1967,
SWOPE et al., 1982) ainsi que la méthode de leap-frog (voir anneze A et
encadré).

L’algorithme de leapfrog permet de mettre a jour les positions (r) et les
vélocités (v) des particules selon les forces qui s’appliquent. La forme classique
est :

r(t 4+ A8) = r(t) + Atu,(t + A
(2.1)

1 1 F,
ot + AL = v,.(t — =At) + At.—2(¢
v(t+ SO = vp(t = JAY) + At (1)

Ces équations seront ensuite modifiées par un contréle de la température
et de la pression.

2.1.3 Controle de la température

Controéler la température est conceptuellement simple du point de vue ma-

croscopique - on a un systéme de mesure et on chauffe ou refroidit pour main-
tenir la température. Du coté microscopique, du point de vue des atomes, c’est
moins simple.
Pour contréler la température, plusieurs méthodes ont été proposées. La plus
simple est la méthode de Berendsen (BERENDSEN, POSTMA et al., 1984) et
consiste a simplement recalibrer périodiquement les vitesses des atomes pour
que le changement de la température soit 1ié a la différence de température :

ar 1
i T(TO T) (2.2)

Ou la déviation de la température voulue Ty diminue exponentiellement avec
une constante de temps 7. Cette méthode supprimes simplement les fluctua-
tions de 1’énergie cinétique (et est de plus trés efficace pour cela) et ne produit
pas un ensemble thermodynamique correct, c’est pourquoi elle est uniquement
utilisée lors de 1’équilibration. Lors des simulations, j’ai utilisé plusieurs ther-
mostats qui permettent d’obtenir un ensemble thermodynamique correct : le
thermostat dit velocity rescale (Buss et al., 2008) implémenté dans GRO-
MACS (BERENDSEN, SPOEL et al., 1995; ABRAHAM et al., 2015; VAN DER
SPOEL et al., 2005; HEuss et al., 2008) (voir encadré) et le thermostat de
Langevin (ScHLICK, 2010b) implémenté dans NAMD (PHILLIPS et al., 2005;
JIANG et al.,, 2014). L’idée générale de ces thermostats reste identique : ob-
tenir un ensemble thermodynamique correct en corrigeant la température du
systéme.
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Le thermostat dit de velocity rescale est une extension du thermostat de
Berendsen. Le principe est de corriger les vitesses pour que la distribution de
I’énergie cinétique soit correcte.

Pour 1’énergie cinétique, Berendsen correspond a

dK = (K, — K)Cj_t (2.3)

Ou K est 1’énergie cinétique, 7 est la constante de temps et K, 1'énergie
cinétique correspondant a la température de référence. Velocity rescale ajoute
un terme stochastique a cette équation :

K Ko dW
Ny /T

Avec Ny le nombre de degré de liberté du systéme et dW un procédé de
Wiener (terme stochastique lié au mouvement Brownien).

dK = (Ko — K)‘f + (2.4)

2.1.4 Controle de la pression

Le contréle de la pression est conceptuellement identique au contréle de
la température, bien que considérer & quoi correspond la pression dans un
systéme microscopique n’est pas évident. Schématiquement, le contrdle de la
pression peut se faire par la méthode de Berendsen, similaire au contrdle de la
température avec :

dP 1
& = o~ P) (2.5)
Toujours dans le soucis de simuler un ensemble thermodynamique correct
que la méthode de Berendsen ne permet pas, j'ai utilisé le barostat de
Parinello-Rahman (PARRINELLO et al., 1981) implémenté dans GROMACS et

le barostat de Langevin (SCHLICK, 2010b) implémenté dans NAMD.

Une fois que la température et la pression sont sous contrdle, un point
clé de la dynamique moléculaire est F', les forces qui vont s’appliquer sur les
particules et qui sont regroupées dans un champ de forces.

Le champ de forces regroupe deux composantes :

— Un nombre d’équations, utilisées pour obtenir les énergies potentielles

et leurs dérivées, les forces.

— Les paramétres de ces équations.

2.1.5 Les fonctions d’interaction

La fonction d’énergie potentielle est essentielle et regroupe des termes liés et
non liés qui reproduisent les interactions intra et inter-moléculaires du systéme.
Elle se présente en général comme une somme.
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Les termes liés

Les termes liés correspondent a toutes les interactions entre particules liées :
étirement des liaisons covalentes, torsion des angles et angles diédres (propres
et impropres). Conceptuellement, autour d’'un minimum d’énergie, ces termes
peuvent étre vus comme de simples ressorts (potentiels harmoniques) entre les

atomes :

1

Viwnd - ik(r - 7'0)2
1
Va,‘n,gle - ik(e - 90)2 (26)

1
Vvimp'r'oper — Ek(c - Co)z

Bien qu’il y ait d’autres potentiels possibles (figure 2.2 pour les potentiels
de liaison), ils sont tous des approximations autour d’un minimum d’énergie

(ScHLICK, 2010a).
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FIGURE 2.2 — Les différents potentiels de liaison covalente possibles. Le po-
tentiel de Morse est le modéle le plus précis mais d’autres approximation,
harmoniques et moins cotliteuses, sont possibles (SCHLICK, 2010a).

Les termes non-liés

Les termes non liés correspondent a toutes les autres interactions et re-
groupent en général un terme de répulsion, un terme d’attraction et un terme
électrostatique (de Coulomb). Ces deux premiers sont regroupés dans le po-
tentiel de Lennard-Jones (JONES, 1924) :

-
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Le premier terme, en 7712, est le terme répulsif et est la répulsion de

Pauli a courte distance. Ce terme correspond a la rencontre des orbitales
électroniques. Le deuxiéme terme, attractif, correspond a une attraction a
longue distance, ou force de Van der Waals.

L’interaction de Coulomb est décrite classiquement par :

q:9;
'rij

Ve(ri; = f (2.8)
Avec f = ﬁ, g; et g; les charges des particules considérées et r;; la distance
entre ces particules.

2.1.6 Différents types de champs de forces, a différentes
échelles

En plus des différentes approximations dans les équations utilisées, les
parameétres qui gouvernent les interactions entre les particules viennent aussi
en plusieurs versions.

A ce jour, il n'y a pas de champ de forces universel qui pourrait étre utilisé
partout et qui pourrait converger d’une maniére ou d’une autre. A la place,
il y a diftérents champs de forces qui sont choisis suivant leur application et
suivant les préférences de la communauté. Traditionnellement, on voudra par
exemple utiliser le champ de forces CHARMM (HUANG et al., 2017) développé
par Martin Karplus et al. pour travailler sur des protéines solubles, le champ
de forces AMBER (MAIER et al., 2015) développé par Peter Kollman et al.
pour travailler avec des acides nucléiques, le champ de forces OPLS-AA (Ro-
BERTSON et al., 2015) développé par William Jorgensen pour travailler avec de
petites molécules et le champ de forces gros grain MARTINI (MARRINK et al.,
2007; MoONTICELLI et al., 2008) développé par Siewert Marrink et al. pour
travailler sur des lipides, membranes ou protéines membranaires. Cependant,
les différents champs de forces sont de plus en plus utilisés indépendemment
de la nature des objets simulés, le répertoire des molécules disponibles étant
devenu la contrainte principale qui dicte son choix.

Dans ce travail, nous nous sommes concentrés sur le champ de forces gros
grain MARTINI.

Le champ de forces gros grain MARTINI

Dans ce champ de forces, plusieurs atomes sont regroupés dans une seule
particule (ou bille). Chaque particule représente environ 4 atomes "lourds" avec
leurs hydrogénes (figure 2.3). C’est un champ de forces qui permet, grace a la
réduction du nombre de particules et au prix d’approximations (voir encadré),
de calculer plus longtemps et d’atteindre des temps de simulations pertinents
pour les membranes biologiques (en effet, les mouvements dans les membranes
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sont plus lents et il faut calculer plus longtemps pour avoir accés a des phéno-
meénes intéressants). Malgré ces approximations, ce champ de forces retient les
propriétés de partition des membranes et permet de conserver la topographie
de surface des protéines, supposée importante dans leur assemblage et leurs
interactions avec les lipides.

Le champ de forces MARTINI est un champ de forces gros grain qui permet

de calculer plus longtemps au prix d’approximations :

— Il est empirique, basé originellement sur la partition des lipides.

— Il a une résolution inférieure a 1'atome, rassemblant plusieurs atomes
dans une bille. En conséquence, certains degrés de libertés sont figés,
ce qui a des implications au niveau thermodynamique, notamment du
point de vue entropique. Par ailleurs, les liaisons hydrogénes sont de
plus impossibles : ’eau gele a 300 K et les structures secondaires des
protéines doivent étre maintenues grace a un réseau élastique.

FIGURE 2.3 — Représentation tout atome (En batons) avec superposition gros
grain (Sphéres Van Der Waals transparentes) de I’AgpZ (gauche) et d’un lipide
POPE (droite).

2.2 Construction des systémes

J’ai construit des systémes gros grains pour les logiciels de dynamique mo-
léculaire NAMD (PHILLIPS et al., 2005; JIANG et al., 2014) et GROMACS
(BERENDSEN, SPOEL et al., 1995; ABRAHAM et al., 2015; VAN DER SPOEL et
al., 2005; HEss et al., 2008). Les détails des systémes (protéine, taille, nombre
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de particules) sont dans la table 2.1. Les protéines ont tout d’abord été obte-
nues a partir de la PDB ou de la base de données de protéines membranaires
orientées (OPM) (LoMizE et al., 2012) puis, lorsque cela a été nécessaire, les
chaines latérales manquantes ont été rajoutées grace a SwissProt PDB Viewer
(Guex et al., 1997).

TABLE 2.1 — Systémes gros grain MARTINI construits et simulés. La membrane
complexe correspond a une membrane possédant 9 types de lipides différents
détaillés plus bas. Les lipides notés .o indiquent ’ancienne version du champ

de forces MARTINI. Les systémes avec polymeére ne sont pas indiqués ici.

Software Protéine (PDB ID) Taille (A3) Membrane Particules
NAMD Dimére de GpA (1AFO) | 85x85x85 DPPC 4349
Dimeére d’AgpZ (1RC2) | 200*200*100 POPE :POPG 31955
Dimére de GpA 85x85x85 DPPC 4272
Mono-AqpZ 200*200*85 Complexe 29900
Mono-AqpZwiaa 200*200*85 Complexe 29917
200*200*100 Complexe 36012
Tétra-AqpZz 200*200*100 POPE :POPG 34867
GROMACS 200*200*150 | POPE.o :POPG.o 50572
Tétra-AqpZwiaa 200*200*85 Complexe 30099
125 Aqp?Z 500*500*150 POPE :POPG 318790
500*500*200 Complexe 453275
None 210*210*75 Complexe 30735
2.2.1 Systémes dans NAMD

CHARMM-GUI (E. L. Wu et al., 2014) est une interface graphique en
ligne qui permet la construction d’un systéme membranaire tout-atome
utilisable dans les logiciels de dynamique moléculaire les plus utilisés. La
bicouche modélisée contient la protéine orientée et les deux lipides majori-
taires de la membrane d’'E.col:, les phospholipides POPE et POPG, dans
un ratio respectif 4 :1 (MOREIN et al., 1996). La taille du systéme est de
200*200*%100 A3 et a été choisie pour éviter l'influence des protéines les unes
sur les autres a travers les conditions périodiques. Les lipides sont insérés
par la méthode du remplacement, qui consiste a placer des pseudo-atomes
de rayon 5.4 Aautour de la protéine puis & les remplacer par les lipides qui
sont dans des conformations prisent aléatoirement parmi une banque de
conformations générées par des simulations de dynamique moléculaire libres.
Lorsque la distance lipide-protéine est inférieure a 1.2 A, le lipide est remplacé
par une autre conformation jusqu’a obtenir au moins 1.2 Aentre le lipides et
la protéine. La solvatation et 1'ionisation du systéme par CHARMM-GUIi n’est
pas importante car le systéme sera transformé en systéme gros-grain et les
molécules d’eau et d’ions seront alors enlevées.
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Le systéme est ensuite transformé en systéme gros grain MARTINI en utili-
sant les scripts fournis par I’équipe de NAMD (Ramya GAMINI, 2009) et modi-
fiés au laboratoire (disponibles & l'adresse https://tinyurl.com/y75y37me).
Ces scripts consistent, dans ’ordre, a découper le systéme pour obtenir un
ensemble systéme/topologie sans l'eau et les ions, transformation du systéme
en systéme gros-grain, création d’une topologie gros-grain, correction de cette
topologie gros-grain avec les structures secondaires en utilisant DSSP (KABSCH
et al., 1983), solvatation et ionisation dans 0.15 M NaCl.

2.2.2 Systémes dans GROMACS

Le script martinize.py a été utilisé pour obtenir les protéines gros grains.
Les membranes sont ensuite construites grdce 4 INSANE (WASSENAAR,
INGOLFSSON et al., 2015). Le programme génére une membrane en distribuant
les billes des lipides sur une grille prédéfinie. Un tutorial permettant de générer
un systéme membranaire avec ou sans protéine est disponible sous format
Jupyter Notebook sur https://framagit.org/msidore/tutorial_insane.

Les systémes contenant une Aquaporine Z tétramérique ont aussi deux li-
pides dans le trou central, un POPE du coté des charges positives et un POPE
de 'autre coté. Sans ces lipides et sans réseau élastique entre les monomeéres,
le tétrameére s’écrase en comblant ce vide et forme un losange.

Une membrane complexe d’E.col:

Malgré une richesse de lipides différents dans la membrane interne d’'E.colz
(K1To et al., 1972), 'approximation gros grain permet une augmentation de la
complexité avec seulement 9 types de lipides différents. Aprés avoir dupliqué
et modifié la cardiolipine existante (DAHLBERG, 2007) pour obtenir, & la fin,
une cardiolipine avec deux insaturations et une cardiolipine avec quatre insa-
turations, la membrane peut étre générée par insane avec les ratios et types
lipidiques présents dans la table 2.2.

Construction d’une membrane encombrée

Pour construire une membrane encombrée, la stratégie utilisée a été la
duplication d'un patch de membrane encombrée.

Cette premiére membrane a utilisé le script daft.py (WASSENAAR, PLU-
HACKOVA et al., 2015), qui est un adaptateur pour INSANE, pour insérer 5
monomeéres d’Aquaporine Z dans une membrane simple (POPE :POPG) ou
complexe la plus petite possible, dans un ratio en masse 1 :1 lipides :protéines.
Aprés duplication du systéme (5 fois en x et 5 fois en y) et de la topologie (25
fois), nous obtenons un systéme encombré et prét a étre simulé.
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TABLE 2.2 — Composition relative des lipides du modéle de la membrane interne
gros grain d’E. col.

Lipide | Notation | Billes acyles | Insaturations | Correspondance | Abondance (%)
PE PES8 :0 8 0 32 to 36 6.2

PE PES8 :1 3 1 32 to 36 50.2

PE PES8 :2 3 2 32 to 36 12.5

PE PE6 :0 6 0 24 to 28 6.2

PG PGS :0 8 0 32 to 36 1.3

PG PG8 :1 8 1 32 to 36 12

PG PGS8 :2 8 2 32 to 36 3.3

CL CL20:4 |20 4 64 to 72 3.7

CL CL10:2 |10 2 64 to 72 4.6

Les billes acyles prennent en compte le nombre total de billes acyles du
phospholipide.

Les insaturations sont le nombre total d’insaturation du phospholipide.

La correspondance informe sur la longueur de la chaine acyle correspondante,
en nombre d’atome de carbone par phospholipide.

Les Notebook permettant la création et ’analyse de cette membrane encom-
brée reprennent cette construction (https://framagit.org/msidore/thesis_
energetics_lipids/tree/master/Notebooks/Crowded).

2.3 Suivi des orientations relatives et coordon-
nées de réaction dans NAMD

Le module Colvars (FIORIN et al., 2013) a été utilisé pour définir des co-
ordonnées de réaction. Les coordonnées de réactions, ou variables collectives,
utilisées ici vont permettre de contréler la distance entre les centres de masses
des monomeéres ainsi que leurs orientations relatives (figure 2.4).

Les variables d’angles sont particuliérement critiques dans le suivi des orien-
tations relatives des monomeéres. Pour obtenir des orientations relatives non
ambigués, le premier monomére a du étre figé a ’aide d’un potentiel harmo-
nique.

— Angle de spin ou ¢ : orientation du second monomeére par rapport a sa

configuration de référence.

— Angle diédre ou 6 : rotation du second monomeére autour du premier.

L'utilisation de ces deux angles permet le suivi exhaustif des orientations
relatives d’un monomére par rapport a 'autre (Une discussion sur les autres
possibilités est présente dans l’encadré).

Intuitivement, pour contréler les orientations des monomeéres, nous utilise-
rions deux angles de spin. Cependant, cette possibilité masque un probléme :
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FIGURE 2.4 — Les variables collectives utilisées avec le dimére d’Aquaporine Z.
Les grains en bleu représentent les grains utilisés par la variable a travers leur
centre de masse, qui est lui représenté en rouge. A) Distance entre les mono-
meéres. B) L’orientation, ou angle de spin, du second monomeére. C) L’angle
diédre, ou l'orientation du second monomeére autour du premier.

plusieurs orientations relatives différentes auraient le méme couple ¢;-¢» (Fi-

gure 2.3).
A B

C

Orientations relatives des protéines membranaires. Les deux couples de
protéines (A-B et C-D) ont ici le méme couple ¢;-¢,, les mémes orientations,
mais pas les mémes orientations relative par rapport au second monomeére.

La table 2.3 résume ’ensemble des variables collectives utilisées dans ce
travail.

2.4 Intégration thermodynamique

Pour obtenir une mesure énergétique correspondant a 1’énergie libre dans
une simulation, il faut effectuer une intégration thermodynamique le long
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TABLE 2.3 — Résumé des variables collectives utilisées.

Systéme Type Largeur Limites Atomes

GpA Distance 1A [7 :27]A Squelette

Distance 5A [35 :65]A Squelette

o Spin angle 4° [-180 :180]° Squelette
Dimére d’AqpZ Angle diédre 4° [-180 :180]° | Squelette des hélices
Angle diédre 4° [-4 :56]° | Squelette des hélices

d’un chemin de réaction. Entre deux configurations, il faut avoir accés a
I’ensemble des états du systéme. Dans un monde parfait, nous pourrions
simuler un temps infini et avoir accés a tous les états du systéme, méme
les moins probables; dans le contexte des simulations, ou le temps effectif
de simulation dépasse rarement la dizaine de ps, il est nécessaire d'utiliser
des astuces thermodynamiques pour pouvoir échantillonner ces états moins
probables et avoir acces a ces énergies.

Une limitation commune a ’ensemble des méthodes d’intégration thermo-
dynamique concerne les barriéres d’énergies sur des coordonnées de réaction
orthogonales a celles suivies : si ces coordonnées ne sont pas moyennées durant
le temps de la simulation, ’estimation du Potentiel de Force Moyenne (PMF)
sera biaisée.

2.4.1 L’Adaptive Biasing Force (ABF)

L’Adaptive Biasing Force (CoMER et al., 2015; DARVE et al.,, 2001;
LELIEVRE et al., 2008) permet d’explorer de fagon plus exhaustive ’espace
conformationnel accessible & un systéme. Aprés avoir défini une (ou plusieurs)
coordonnée de réaction, sur laquelle vont s’appliquer des forces de biais,
I’algorithme va permettre d’échantillonner plus souvent les régions de l'espace
configurationnel qui ne seraient visitées qu’infréquemment mais qui sont
importantes pour obtenir une estimation pertinente de 1’énergie libre.

L’énergie libre le long d’une coordonnée de réaction peut étre vue comme

un potentiel résultant de la force moyenne agissant le long de cette coordonnée
de réaction (l'opposé du gradient de ce potentiel). C’est la force moyenne qui
est calculée et ensuite intégrée pour obtenir le potentiel.
Dans ce but, ’ABF utilise un biais adaptatif qui correspond a l'opposé de la
force moyenne instantanée qui s’applique le long de la coordonnée de réaction
étudiée : il permet au systéme d’échapper les piéges cinétiques dans lesquels
il serait resté trés longtemps (figure 2.5). De plus, ces forces instantanées
moyennées sont a leur tour moyennées au cours du temps pour donner une
estimation de la dérivée de 1’énergie libre a chaque étape.

Rapidement, au cours de la simulation, la force moyenne qui s’applique sur
la coordonnée de réaction est calculée a la volée et contrebalancée par une force
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de biais inverse. A terme, la force moyenne instantanée va tendre vers O et le
systéme possédera alors un potentiel de force moyenne presque plat : le systéme
aura alors une dynamique accélérée le long de la coordonnée de réaction, une
diffusion libre, sans puits ni barriére d’énergie potentielle (figure 2.5).

Energie

Equivalent a un
niveau d'énergie
augmenté

Calcul et application A
des forces de biais |
=

Echantillonnage de /

la région Coordonnée de

réaction
Ala fin ...
Energie

Biais sur tous les puits
d'énergie, paysage i

plat, diffusion libre

Coordonnée de
réaction

F1GURE 2.5 — Mécanisme général de ’ABF. Lorsqu’une région est échantillon-
née un certain temps, un biais est calculé et appliqué sous forme de forces, ce
qui revient a relever le niveau d’énergie de la configuration correspondante. A
la fin, le paysage énergétique tend donc a s’aplanir et le systéme a avoir une
diffusion libre.

Le post-traitement des forces de biais de cette simulation, via l'outil
abf 1integrate, va ensuite permettre d’obtenir le potentiel de force moyenne le
long de la coordonnée de réaction.

Au total, 4 types d’ABF différents ont été mis en place :

— La dissociation de la Glycophorine A (GpA), ABF sur la distance du
contact & 26Aentre le backbone des hélices

— Le dimére d’Aquaporine Z, ABF unidimensionnel sur la distance entre 35
et 65Aentre le centre de masse du squelette, avec I’angle diédre restreint
de -4 a 56°

— Le dimére d’Aquaporine Z, 5 ABF bidimensionnel sur l'angle de spin et
I’angle diédre en maintenant la distance a 40, 50, 60, 70 et 80Aentre les
centres de masses du squelette
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— Le dimére d’Aquaporine Z, ABF tridimensionnel sur la distance entre
35 et 654, 1'angle de spin et 'angle diédre entre -4 et 56°

2.4.2 Umbrella Sampling

L’Umbrella Sampling est une technique qui consiste a s’affranchir des
barriéres d’énergies le long d'une coordonnée de réaction pour calculer le
PMF le long de celle-ci, sans ajouter de potentiel de biais. Aprés avoir
obtenu un échantillonnage suffisant des valeurs de la coordonnée de réaction
d’intérét (par dynamique moléculaire dirigée la plupart du temps), I’'Umbrella
Sampling consiste a simuler librement, en paralléle et indépendamment,
chaque échantillon en restreignant la variable d’intérét a sa valeur par un
potentiel harmonique. En simulant en paralléle toutes les valeurs de la coor-
donnée de réaction, on s’affranchit des barriéres d’énergie présentes sur celle-ci.

Ainsi, en considérant 1’ensemble de ces simulations, nous obtiendront un
échantillonnage de l'espace configurationnel de la coordonnée de réaction ex-
haustif (figure 2.6), composé des échantillonnages chevauchant des simulations
indépendantes.

¢

FiGURE 2.6 — Mécanisme général de 'Umbrella Sampling. Le cercle rouge
est le point initial de I'Umbrella Sampling. Chaque simulation indépendante
(point violet) est restreinte autour d’une valeur de la coordonnée de réac-
tion et va ainsi échantillonner son espace proche. L’histogramme idéal des
configurations, en bas, est constitué par 1’ensemble des simulations indé-
pendantes dans des fenétres chevauchantes. Image par Justin Lemkul http:
//www.bevanlab.biochem.vt.edu.

Une fois que I’échantillonnage est assez chevauchant pour permettre une
intégration (bas de la figure 2.6 pour un cas idéal), la méthode d’analyse d’his-
togrammes pondérés, ou WHAM (KUMAR et al., 1992), est utilisée pour obtenir
le PMF.
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2.4.3 Dynamique moléculaire dirigée

La dynamique moléculaire dirigée (Steered Molecular Dynamics, SMD) est
utilisée pour parcourir un systéme le long d’une coordonnée de réaction. Plus
classiquement, cette coordonnée est une distance et la SMD est utilisée pour
éloigner deux molécules en appliquant des forces. Bien qu'’il soit possible de re-
trouver des énergies libres a partir de SMD, notre utilisation de cette technique
s’est restreinte a la préparation des systémes pour I’'Umbrella Sampling, en ob-
tenant des snapshots des systémes a différentes distances entre nos protéines
d’intérét.

2.5 Paramétres des simulations

2.5.1 MARTINI dans NAMD

Les simulations de MARTINI dans NAMD ont utilisé NAMD version
2.10 (avec ’Aquaporine Z) ou 2.11 (avec la Glycophorine A) avec la derniére
version du module colvars (FIORIN et al., 2013) avec le champ de forces gros
grain MARTINI 2.0 (MARRINK et al., 2007) et son extension 2.1 pour les pro-
téines (MONTICELLI et al., 2008), avec l'approche de réseau élastique E1INeDyn.

Chaque systéme a été équilibré rapidement avec 4 ns de NVT et 4n s de
NPT avant d’étre simulé, pour continuer 1’équilibration, pendant 0.5 a 1 ps,
dans un ensemble thermodynamique NPT a 325 K. La température a été
maintenue grace & un contréle de la température de Langevin (constante de
temps de 1 ps). La pression a été maintenue & 1 bar en utilisant un barostat
de Nosé-Hoover couplé a la dynamique de Langevin avec des constantes de
temps de 2 et 1 ps. Le temps d’intégration a été limité a 10 fs, a la place du
classique 20 fs pour les systémes gros grains MARTINI, pour limiter les crash
dues aux instabilités numeériques résultantes de I'import de MARTINI dans
NAMD (voir section 9).

Un fichier de configuration type commenté est présent en annexe.

2.5.2 MARTINI dans GROMACS

Toutes les simulations ont utilise GROMACS version 5.1.4 (BERENDSEN,
SPOEL et al., 1995; ABRAHAM et al., 2015). Aprés une courte minimisation,
les systémes ont été équilibrés 1 ns dans ’ensemble NVT puis 1 & 4 ns dans
I’ensemble NPT. Le controle de la température de Berendsen a permis d’élimi-
ner les fluctuations importantes de la température au début de 1’équilibration.
Les simulations ont ensuite utilisé les paramétres correspondant au "New-RF"
(DE Jong et al., 2016) précédemment optimisé. Ces paramétres utilisent un
temps d’intégration de 20 fs, la liste des voisins est mise a jour toutes les
20 étapes suivant un "cut-off' automatiquement déterminée. Les potentiels
et forces de Lennard-Jones et de Coulomb sont stoppés a 1.1 nm, avec les
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potentiels déplacés a 0 au cut-off. Les schémes de couplage de Velocity rescale
(Busst et al., 2008) et de Parinello-Rahman (PARRINELLO et al., 1981) ont été
utilisés avec des paramétres de couplage de 1 et 12 ps™l. L'intégrateur leapfrog
a été utilisé avec une température et une pression constantes de 325 K et 1 bar
respectivement.

2.6 Automatisation et Analyses

La plupart des analyses et constructions de cette thése ont été auto-
matisés, lorsque cela est possible, par des scripts, commentés de maniére
extensive, en python, bash ou C/C++ et dans le cahier de laboratoire
électronique, pouvant accepter du code, Jupyter Notebook (KLUYVER et
al., 2016). Chaque Notebook est commenté et est disponible & l’adresse
https://framagit.org/msidore/thesis_energetics_lipids/Notebooks.

Les scripts python utilisent numpy, matplotlib (HUNTER, 2007) pour
générer des graphes et MDAnalysis (MICHAUD-AGRAWAL et al., 2011) pour la
gestion des trajectoires.

L’ensemble des scripts est disponible sous la license CRAPL, license en-
courageant le partage de code, méme moche, dans le milieu académique
(https://matt.might.net/articles/crapl).

2.6.1 Gestion des fichiers .pdb, .gro et .ndx en python

J'ai développé une bibliothéque permettant de gérer les fichiers .pdb, .gro
et surtout .ndx suivant mes besoins. Cette bibliothéque, nommée humoris-
tiquement "Friand Dur", est disponible & l'adresse https://framagit.org/
msidore/thesis_energetics_lipids/Friand_Dur.

2.6.2 Post-traitement des trajectoires

Les trajectoires GROMACS ont été traitées avec les outils fournis. En parti-
culier, trjconv a été utilisé de maniére extensive pour centrer le systéme ou pour
s’affranchir des conditions périodiques. Chaque traitement est précisé dans le
Notebook correspondant.

2.6.3 Calcul de ’angle de spin

Dans le cas ou l'angle de spin n'a pas été défini dans ['utilisation
du module colvars, ou simplement dans le calcul de l’angle de spin
dans une simulation utilisant GROMACS, j'ai développé un package Py-
thon/C pour suivre 'angle de spin (voir annexe B), disponible a 1'adresse
https://framagit.org/msidore/spinpack sous la licence CRAPL.
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Briévement, une matrice de rotation est obtenue a partir de la superposition
de la structure sur la structure initiale puis est utilisée pour peupler une matrice
4*4 caractéristique de la rotation. La diagonalisation de cette matrice nous
donne ensuite le vecteur propre correspondant a la valeur propre maximale,
qui est un quaternion équivalent a la rotation caractéristique. Ce quaternion
Q(w, z,y, z) est ensuite décomposable en angle de spin et angle de tilt, deux
composantes de l'orientation, et nous récupérons l'angle de spin.

2.6.4 Passage d’un PMF tridimensionnel & un PMF unidi-
mensionnel

Pour passer d’un PMF tridimensionnel a un PMF unidimensionnel, il faut
revenir aux populations présentes dans chaque tranche du PMF unidimension-
nel. Nous pouvons revenir a la densité de population entre états a 1’équilibre
grace a ’équation :

P(¢)
— "= —kgTl 2.9
w(Q) ~ () = ~kaTin ) (2.9)
Ou w(() est le PMF dans 'état (; f;(f,)) est la densité d’états §§ kg est la

constante de Boltzmann et T est la température.

Cette analyse est disponible dans le Jupyter Notebook "From 3D to 1D
PMF" (https://framagit.org/msidore/thesis_energetics_lipids/tree/
master/Notebooks/Energetics).

2.6.5 Densités de lipides

Les densités de lipides sont calculées grdce au module volmap de VMD
(HuMPHREY et al., 1996). Lorsque le calcul des densités est inclus dans une
autre analyse, il sera présent explicitement dans celle-ci.

Une normalisation des densités est aussi parfois effectuée par le nombre
de billes présentes dans chaque densité dans le but de pouvoir les com-
parer si elles proviennent de lipides différents. Cette normalisation est
disponible a l'adresse https://framagit.org/msidore/thesis_energetics_
lipids/scripts/density/normalize_density.py.

2.6.6 Comptage des lipides autour de la protéine

Des scripts TCL dans VMD ont été utilisés pour compter les lipides. Ces
scripts, ainsi que les scripts python utilisés pour analyser ces comptages, sont
disponibles & ’adresse https://framagit.org/msidore/thesis_energetics_
lipids/scripts/tri_des_lipides/.

32 SECTION 2. MATERIEL ET METHODES Marlon Sidore



2.6. AUTOMATISATION ET ANALYSES

2.6.7 Temps de résidence des lipides

Les temps de résidence des lipides au niveau de l’interface du tétrameére
d’Aquaporine Z ont utilisé un comptage du nombre de frame dans lequel un
lipide restait au méme endroit.

Un "patch" d’interaction a la jonction des monomeéres a été défini par les
résidus 2, 3, 9, 13 et 226 pour le tétramére W'T, par les résidus 2, 3, 9, 13,
226, 10, 13, 14, 17, 122, 140 pour le mutant W 4A. Le patch d’interaction
correspondant aux lipides coincés entre les interfaces du mutant WisA est
défini par les résidus 50 et 172.

L’analyse consiste en un comptage des lipides présents a chaque "frame"
dans un rayon de 6 A autour des résidus ci-dessus en gardant en mémoire la
présence de ces lipides dans les "frame" précédentes.

Cette analyse est regroupée dans le Jupter Notebook "Residency times
at specific locations around AqpZ" (https://framagit.org/msidore/thesis_
energetics_lipids/tree/master/Notebooks/Tri_des_lipides).

2.6.8 Création d’un polymeére gros grain amphiphile

La création du polymeére gros grain a nécessité, dans 'ordre :

— Une version modifiée de auto-martini

— L’obtention d’une chaine de charactére aléatoire de S et M rendant

compte des distributions expérimentales

— Des classes pythons permettant de gérer un champ de forces

— La génération d’un fichier de topologie et de coordonnées

Le Jupyter Notebook "Coarse grained SMA" contient l'’ensenble de
ces étapes ainsi que les parameétres et scripts nécessaires pour 1’équilibrer
dans l'eau (https://framagit.org/msidore/thesis_energetics_lipids/
tree/master/Notebooks/Tri_des_lipides).

2.6.9 Analyse d’une membrane encombrée
Visualisation en "streamlines"

Pour visualiser les mouvements de lipides dans un grand systéme, nous
avons utilisé une approche utilisant des lignes de flux (streamlines), initia-
lement développé en météorologie puis étendu aux systémes membranaires
(CHAVENT, REDDY et al.,, 2014).

Une partie importante des scripts fournis pour faire cette représentation
ont du étre retravaillés ou refaits. Cette analyse se trouve dans le Note-
book "Crowded membrane - lipid streamlines analysis" et est disponible dans
le script lipid meteo.py a I’adresse https://framagit.org/msidore/thesis_
energetics_lipids/scripts/crowded/lipid_meteo.py.
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Densités des lipides autour de chaque monomére

Les densités de lipide autour de chaque monomeére sont obtenues aprés "fit-
ting" de chaque monomeére sur un monomere de réference, qui est le premier
monomere de la premiére "frame". Le Notebook "Crowded membrane - Analy-
sis protocol" détaille chaque étape (https://framagit.org/msidore/thesis_
energetics_lipids/tree/master/Notebooks/Crowded).

Analyse des orientations

Les orientations entre chaque paire de monomeéres ont été ob-
tenues grace aux calculs de l’angle de spin décrits précédem-
ment. Le script permettant cette analyse est disponible & I’adresse
https://framagit.org/msidore/thesis_energetics_lipids/blob/master/
scripts/crowded/orientation_analysis.py.

Comptage des interfaces en contact

Les interfaces du monomére de 1’Aquaporine Z ont été définies selon les
résidus a sa surface :
— La face 1 correspond aux résidus 68, 70, 71, 73, 74, 78, 79, 80, 83, 90,
255, 274, 280, 282, 286, 287, 288, 294, 296, 313, 317, 318, 320, 322, 331,
332, 334, 335, 337, 338, 340, 342, 344, 350, 352, 354, 358, 360, 446, 450,
461, 463, 465, 467, 470
— La face 2 correspond aux résidus 16, 21, 32, 41, 45, 49, 50, 55, 57, 60,
85, 91, 97, 99, 101, 104, 108, 109, 196, 204, 206, 208, 211, 212
— La face 3 correspond aux résidus 139, 144, 149, 150, 151, 155, 159, 161,
240, 244, 256, 257, 261, 263, 265, 267, 270, 272, 278, 404, 406, 412, 417,
425, 430, 432, 436, 438, 440, 442, 444, 448
— La face 4 correspond aux résidus 1, 3, 7, 13, 15, 16, 19, 162, 165, 167,
169, 171, 172, 176, 178, 180, 183, 185, 187, 189, 191, 195, 196, 200, 204,
222, 224, 225, 382, 388, 390, 394, 396, 397, 404
Le script de comptage est disponible a ’adresse https://framagit.org/
msidore/thesis_energetics_lipids/scripts/couting_the_interfaces.

py.

La matrice d’interaction résultante de ce comptage a ensuite été transformée
en matrice PMF-like en considérant que chaque comptage correspondait a une
population grace a ’équation, pour chaque état :

B _In(=)
S (2.10)
Avec S =)z,
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2.6.10 Développement d’un logiciel de simulation de
Monte-Carlo

Se basant sur une version précédente développée par James Sturgis, jai
contribué a l’amélioration d’un logiciel de simulation de Monte-Carlo per-
mettant de simuler des disques dans un espace 2D avec un potentiel simple
(J. P. DUNEAU et al., 2013). Plus particuliérement, ’objectif a été de pas-
ser le code en C++ ainsi que 'utilisation d’objets pour permettre de simu-
ler plus que des disques simples. Le code est disponible & l'adresse https:
//github.com/jnsturgis/hard_discs2.

2.6.11 Fonctions de distribution radiale

Pour analyser l'organisation des monomeéres a la fin des simulations
de membrane encombée, un résidu central du monomeére (Asn-186) a été
sélectionné comme particule de référence pour mesurer des fonctions de
distribution radiale.

Afin de comparer ces résultats avec ceux des simulations de Monte-Carlo,
les configurations finales ont été chargées dans VMD (format natif XYZ) pour

étre analysées.

Ces fonctions ont été calculées en utilisant un script .tcl sous VMD.
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Section 3

Thermodynamique de ’assemblage
d’un dimére d’AqpZ

La formation des complexes fonctionnels de protéines membranaires,
indispensables a la vie de la cellule, reste cependant difficile & décrire. Pour
beaucoup de protéines, nous connaissons les surfaces d’interactions et d’autres
determinants observés dans les structures expérimentales. Cependant, nous
n’avons que peu d’informations sur le processus d’assemblage en lui-méme et
sur les forces qui sont responsables de cet assemblage.

Le processus d’assemblage requiert une proximité entre les protéines
qui doivent interagir mais aussi un ensemble de forces pour ne pas former
d’agrégats de protéines. Expérimentalement, la dispersion et le clustering des
protéines membranaires ont été observés avec des expériences de transfert
d’énergie par résonance en fluorescence, de tracking de molécules uniques ou
de microscopie & force atomique & haute vitesse (HS-AFM) (BADER et al,,
2009; CHADDA et al., 2016; HYDE et al., 2012). Les organisations observées
dépendent de la thermodynamique sous-jacente ; cependant, la mesure directe
de ces interactions est rare et limitée a 1’étude de peptides transmembra-
naires dans des micelles de détergent (EBIE et al.,, 2007; FLEMING et al,,
2004; L. E. FisHER et al., 2003; L. E. FISHER et al., 1999), avec quelques
explorations de la thermodynamique des interactions entre des peptides dans
des bicouches (CHEN, MERZLYAKOV et al., 2009 ; CHEN, NOVICKY et al., 2010).

Pour des protéines plus complexes, les études sont encore plus rares.
Dans une étude précédente sur la protéine OmpF, une analyse statistique de
HS-AFM a révélé des orientations préférentielles entre des protéines distantes
(Casuso et al., 2012). Ces études restent limitées car la résolution spatiale et
temporelle nécessaire est difficilement accessible; malgré cela, des interactions
a longue distance semblent importantes.

Due aux difficultés pour obtenir des informations expérimentales, les
simulations constituent une voie complémentaire pour comprendre les in-
teractions moléculaires des protéines membranaires. Pour cela, 1’approche
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classique consiste a calculer la variation d’énergie libre liée a ’agrégation de
deux protéines. Ces approches utilisent une variété de méthodes (PRAKASH
et al., 2011) d’intégration thermodynamique, avec particuliérement la plus
utilisée, 'Umbrella Sampling (PRAKASH et al., 2010; PRASANNA et al,
2013; SENGUPTA et al.,, 2010; KuzNETsOV et al., 2015; JANoOsI et al., 2010)
(US). Ces méthodes d’intégration forcent 1'échantillonnage le long de la
coordonnée d’intérét, souvent la distance entre les deux protéines d’intérét,
avec la nécessité d’échantillonner toutes les autres coordonnées, orthogonales,
suivant la fonction de partition du systéme. Dans ces intégrations donc,
seule la distance entre les protéines est habituellement contrdlée pour étre
échantillonnée correctement. Les autres coordonnées, non contrdlées par
I’algorithme, sont alors simplement hypothétisées comme étant moyennées et
donc suffisamment échantillonnées, principalement dii au fait qu’il est difficile,
si ce n’est impossible, de connaitre a priori les coordonnées les plus lentes.
Cependant, nous avons de bonnes raisons d’émettre ’hypothése que certains
degrés de liberté se moyennent lentement, par exemple lors des derniéres
étapes de l’association entre deux protéines membranaires ou les lipides
adsorbés ont une diffusion réduite.

Ainsi, aprés 'investigation du profil d’énergie libre d’OmpF (CAsuso et al.,
2012), et bien que la distance entre les deux protéines soit correctement échan-
tillonée, leurs orientations étaient peu explorées. Pour évaluer I'importance de
ce parameétre, nous nous tournons ici vers un autre algorithme d’intégration
thermodynamique, ’ABF, qui va permettre de parcourir ’espace selon la dis-
tance mais aussi selon les orientations, sans avoir besoin de connaitre la rugosité
du potentiel sous-jacent.

La méthode ABF est actuellement implémentée seulement dans le logiciel
de dynamique moléculaire NAMD. Pour combiner le champ de force gros grain
MARTINI avec NAMD, nous avons donc utilisé une implémentation de ce
dernier. Une discussion sur cette implémentation est présente dans ce manuscrit
dans les sections 7 et 9.

Dans ce cadre et en utilisant deux sous-unités de notre protéine modéle,
I’AgpZ, j’ai tout d’abord étudié le comportement de ces protéines dans une
membrane simple de POPE/POPG et plus particuliérement au travers de
leurs orientations relatives, avant d’investiguer le paysage énergétique des
orientations relatives entre les protéines de ce systéme.

3.1 Résultats
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Rappel des méthodes
Les orientations relatives entre deux protéines sont suivies dans cette section

grace a deux variables :
— 6, un angle diédre, qui correspond a la rotation du second monomére

autour du premier
— ¢, un angle de spin, qui correspond a la rotation du second monomeére

autour de son axe
La distance entre les centres de masses des monoméres est aussi suivie et

appelée d.

De plus, les simulations de cette partie ont été effectuées avec NAMD.

3.1.1 Deux protéines censées interagir dans une membrane
simple
Vérification de la stabilité du dimére

Avant d’interpréter le comportement de deux monomeéres d’AgpZ éloignés
dans une membrane, il faut tout d’abord s’assurer que le dimeére entier est
stable (méme si l’instabilité du dimére et la non interaction des monomeére
poserait plus de probléme au niveau biologique et/ou au niveau de la fiabilité

des champs de forces).

3.0

2.5
S by .MI WW
gl.o-’ ' M‘“ W"' ﬁ
0.5 1

0.0 1

00 05 10 15 20 25 3.0
Time (us)

Ficure 3.1 — RMSD de chaque monomeére du dimére d’AqpZ, en orange et
bleu.

Le RMSD (Root Mean Square Deviation) de chaque monomére du dimeére
(figure 3.1) reste stable sur 1’échelle de la simulation. Nous observons cepen-
dant un petit changement de conformation unique qui semble se répercuter
d’un monomeére a ’autre. Bien qu’ayant un air de coopérativité, le caractere
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unique de I’événement, la présence du réseau élastique ainsi que 'existence des
problémes liés a I'utilisation de MARTINI dans NAMD ne nous permettent pas
de le commenter d’avantage. Nous pouvons donc dissocier ce dimeére et étudier
le comportement des deux protéines.

Deux monomeéres qui s’influencent librement

En fixant la distance & 80 A et en laissant les protéines évoluer librement,
leurs orientations peuvent étre suivies grace a un angle de spin qui définit la
rotation de chaque monomeére par rapport & un axe qui passe par son centre et
qui est orienté suivant la normale au plan de la membrane (figure 3.2, gauche).

100 100+

¢ (degree)
o

¢ (degree)
o

—1001 —100+

TS E— : : : :
1 2 3 —-100 0 100

Time (us) 0 (degree)

FiGURE 3.2 — Gauche. Angle de spin, 8 , de chaque monomeére au cours de
la simulation. Droite. Orientations relatives, 8 et ¢ , échantillonnés lors de la
simulation.

Sur 1’échelle de la microseconde, les orientations possibles entre les deux
monomeéres ne s’échantillonnent que trés partiellement, ce qui sous-entend une
possible influence des protéines entre elles & une distance ou elles ne sont pas
censées interagir.

Cependant, cette représentation des orientations individuelle ne rend pas
compte des orientations relatives. Grace aux deux angles ¢ et 6 (définis dans
les méthodes), ’échantillonnage de ces orientations peut étre suivi sur un gra-
phique en deux dimensions (figure 3.2, droite). Sur 3 ps, dans une simulation
a une distance prédéfini, ’échantillonnage des orientations relatives reste par-
tiel. Le méme comportement est observé a une distance de 70 A (données non
montrées). Cela illustre bien que l'orientation relative est une grandeur qui
spontanément ne s’échantillonne pas suffisamment pour donner une intégra-
tion thermodynamique adéquate. j'ai donc réalisé des simulations a distances
constantes en mettant les deux coordonnées d’orientation sous le contréle de
I'algorithme d’Adaptive Biasing Force (ABF) afin d’ accéder a ’énergétique
sous-jacente.
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3.1.2 Orientations préférentielles a distance constante

Rappel des méthodes
Idéalement, si nous avions accés a la fonction de partition du systéme (si nous
pouvions simuler assez longtemps pour que le systéme échantillonne ses états
selon sa fonction de partition), nous aurions directement accés aux potentiels
de force moyenne de ce systéme. En réalité, a cause principalement des
échelles de temps limitées des simulations, nous devons utiliser des "astuces"
thermodynamiques pour avoir acces au potentiel sous-jacent.

L’Adaptive Biasing Force (ABF) est un algorithme d’intégration thermo-
dynamique qui va permettre d’obtenir 1’énergétique le long d’'une ou plusieurs
coordonnées de réactions. Plus simplement, lorsque le systéme est bloqué dans
un puits d’énergie, I'algorithme va appliquer des forces qui vont faire sortir le
systéme de ce puits pour aller échantillonner le reste de l'espace configuration-
nel.

Chaque simulation a duré 20 ps et a permis d’obtenir des PMF le long de
6 et ¢ avec une distance de 40, 50, 60, 70 et 80 A (figure 3.3).
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Fi1GURE 3.3 — PMF utilisant I’ABF sur les deux variables collectives angulaires,
6 et ¢. La distance est fixée a 40 (A), 50 (C), 60 (D), 70 (E) et 80 A (F).
(B) montre les orientations relatives correspondantes aux positions distales du
puits d’énergie principal de la carte & 40 A. Les contours noirs de (E) et (F)
représentent la tendance de conservation relative des deux derniéres cartes.

De maniére surprenante, mais comme attendu aprés l'observation des si-
mulations spontanées trés contraintes, 'intégration thermodynamique a mis a
jour un Potentiel de Force Moyenne (PMF) granuleux. Chaque paysage énergé-
tique est constellé de zones de plus basse énergie potentielle qui correspondent
a des orientations relatives préférées entre les monomeéres. A courte distance
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(figure 3.3A), ce PMF montre un puits d’énergie qui correspond a la rotation
du second monomeére autour de son axe quand les deux pointes des protéines in-
teragissent, ce qui serait potentiellement une partie d'un chemin d’assemblage.
Ces cartes montrent aussi, qualitativement, une conservation avec déplacement
des puits d’énergie de différents PMF (3.3E et 3.3F), ce qui indique la présence
probable de vallées énergétiques reliant ces cartes.

Les maxima énergétique de ces cartes sont trés élevés, ce qui traduit une trés
grande difficulté pour échantillonner ces conformations. Plus de la moitié du
temps de simulation a été consacré a cet échantillonnage qui reste probablement
insuffisant. En conséquence, ces grandes valeurs ne peuvent pas étre considéré
comme justes et l'interprétation de ces cartes restera qualitative.

3.1.3 Un ABF A trois dimensions

Pour comparer ces PMF, idéalement, il faudrait appliquer I’ ABF sur les trois
variables. Un ABF a deux dimensions doit remplir 90 x 90 = 8100 fenétres
d’échantillonnage ; un ABF a trois dimensions, méme avec une fenétre aussi
large que 5 A pour la distance, nécessiterait 90 x 90 x 8 = 64800 fenétres
d’échantillonnage et donc environ 160 ps de temps de simulation pour le méme
échantillonnage que ces cartes 2D (qui en manque déja beaucoup). Une vitesse
maximale de 0.6 ps/jour rend cette simulation inenvisageable.

Pour surmonter ce probléme, et comme nous voulons établir la possi-
bilité d’explorer ce PMF, j'ai limité l'exploration de € entre -2 et 54° et d
entre 35 et 65 A par pas de 5 A, ce qui laisse "seulement" 5040 fenétres
d’échantillonnage a explorer. 8 étant la variable la plus lente a s’échantillon-
ner (figure 3.2), cette réduction devrait accélérer grandement 1’échantillonnage.

L'exploration de la distance commence & 35 A ce qui est plus grand que
la distance initiale dans le dimére natif, pour s’affranchir de problémes liés a
I’exploration des états ou des lipides pourraient étre limitants. En effet, nous
avons de bonnes raisons de penser qu'il est difficile d’explorer les derniéres
étapes de 1’assemblage, impliquant une diffusion diminuée et l’ancrage des
lipides entre les surfaces, dans nos échelles de temps ; s’affranchir de ces étapes
permet d’éviter tout probléme lié a ces degrés de libertés non moyennés et de
se concentrer sur les étapes précoces de l'assemblage, 1a ol des interactions a
longue portée pourraient jouer un réle.

Le résultat de cette simulation de 25 ps est montré dans la figure 3.4 qui
représente des coupes du PMF a différentes distances.

Ce PMF est toujours granuleux. L’espace conformationnel est aussi
hautement structuré et cohérent a travers les différentes distances. En effet,
en commencant éloigné, le potentiel est majoritairement homogéne malgré des
zones de plus haute énergie. Quand la distance diminue, le potentiel devient
hétérogéne et des puits d’énergies se définissent jusqu’a une distance de 40 A
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FicUrg 3.4 — Coupes du PMF tri-dimensionnel utilisant les trois variables
collectives. Les distances affichées sont les centres des fenétres d’échantillonnage
- par exemple, la carte & 37.5 A représente la fenétre de 35 & 40 A. Chaque
point de ces cartes représente une orientation relative entre les monomeéres.

ol presque tout le potentiel est constellé de puits d’énergies séparés par des
barriéres. La premiére carte montre une zone non échantillonnée due a des
géne stériques entre monomeres.

La gamme d’énergies de ce PMF, jusqu’a ~56 kT, est aussi plus basse que
les ~180 kT des simulations précédentes, ce qui montre qu'un meilleur échan-
tillonnage des configurations les plus défavorables permet de diminuer la valeur
de ces hautes énergies. Dans l'ensemble, la variation d’énergie associée a ces
cartes suggére que l’association s’accompagne du passage d’une barriére d’éner-
gie potentielle.

La réduction de cette carte en une dimension (figure 3.5) confirme !’exis-
tence de cette barriére et montre une variation d’énergie de quelques kT
seulement, ce qui est conforme aux échelles d’énergie habituellement publiées
pour ce type de simulation et est une indication de convergence. Cela illustre
que ces état spontanément peu probables ne contribuent pas a I’énergétique
de l'association du dimére lorsqu’elle est suivie sur une seule dimension. Les
états qui comptent le plus pour les calculs de thermodynamique sont donc
suffisamment échantillonnés méme si la valeur maximale du PMF reste haute.

Réduction du PMF a plusieurs dimensions sur une seule peut se faire en
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Ficure 3.5 — PMF 3D collapsé a une dimension selon la distance. Le zéro est
arbitrairement positionné a la plus longue distance.

revenant aux populations grace a :

P(¢)
— N=—kgTl 3.1
w(Q) - u(¢) = ~ksTin ey (3.1)
Ou w(() est le PMF dans ’état (; Jf((g,)) est la densité d’états 5; kg est la

constante de Boltzmann et T est la température.

Une observation particuliére du PMF 3D est qu’il y a plusieurs puits d’éner-
gie équivalents séparés par des barriéres énergétiques. Dans le contexte clas-
sique de simulations & une dimension, 1’échantillonnage de ces puits doit étre
compromis.

3.1.4 Comparaison avec un PMF & une dimension

Nous avons réalisé une étude ABF classique en appliquant les forces de
biais uniquement sur la distance. Comme dans la simulation précédente,
I’espace conformationnel de l’angle 8 est limité entre -2 et 54°, ce qui nous
permettra de comparer le PMF de cette simulation ABF 1D, classique, avec
le PMF réduit a une dimension de la simulation précédente. Le PMF obtenu
apres simulation de 20 ps est montré sur la figure 3.6.

Avec uniquement 6 fenétres échantillonnée, cette simulation a convergé en
quelques microsecondes. L’échelle d’énergie est similaire au précédent PMF
réduit. Cependant, par rapport aux autres PMF de dissociation obtenus avec
d’autres intégrations thermodynamiques sur d’autres systémes, il n'y a pas de
plateau a la distance maximale, ce qui indique qu'une dimension de 20 nm de
coté n’est pas suffisante pour avoir une situation ot les protéines n’interagissent
pas. De plus, aux petites distances, nous n’avons pas le puits d’énergie qui
devrait correspondre au dimére natif car, comme indiqué précédemment, nous
avons pris le parti de commencer nos simulations au point de premier contact
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35 40 45 50 55 60 65
d A

FIGURE 3.6 — PMF unidimensionnel selon la distance.

protéine-protéine. Au final, le profil de ce PMF apparait conforme a ce que
I’on pouvait attendre d’un systéme tel que le notre et nous permet d’étudier
I’échantillonnage spontanée des orientations relatives.

La figure 3.7 montre I’échantillonnage des deux variables angulaires qui
n’ont pas été biaisées par I’ABF lors de cette simulation.
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Fi1GURE 3.7 — Coupes de 1’échantillonnage des orientations relatives au cours
de la simulation d’ABF unidimensionnel.

Les orientations relatives échantillonnées au cours de cette simulation sont
trés limitées et se regroupent seulement autour d’'une gamme d’angle restreinte.
Bien que la simulation commence a 37.5 A (¢ = 75, rouge), les premiéres
réorientations spontanées ne se font qu’aprés 55 A. On observe de plus, au
cours de la simulation, des va-et-viens avec réorientations entre les différentes
distances. Pour revenir dans la zone de contact, il a fallu attendre 7 a 10 ps
de simulation et une réorientation non contrélée (—180 < ¢ < —100, vert a
violet). La grande majorité de ’espace des orientations n’est cependant pas
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exploré dans nos échelles de temps.

Dans cette simulation, qui ne contréle que la distance entre les monoméres,
il y'a donc au moins 2 coordonnées de réaction qui ne sont pas correctement
échantillonnées durant la simulation.

A ce niveau, nous pouvons affirmer le biais présent dans les PMF clas-
siques, mais surtout, et bien que cette conclusion ne soit que qualitative,
I’interaction des protéines au travers de la membrane jusqu’a des longue dis-
tance est maintenant difficile a réfuter dans le cadre de ce type de modélisation.

Il y a donc des forces qui se propagent dans la membrane, a partir de la
surface de la protéine et jusqu’a une distance bien supérieure aux "cut-off"
des simulations. Ces forces doivent donc se propager grace aux lipides, seul
élément présent possible. La deuxiéme partie de cette thése s’intéresse donc
aux relations entre la surface de la protéine et les lipides.

3.2 Discussion

La rotation des protéines membranaires est un processus lent qui se
passe sur 1’échelle de la microseconde (MACDONALD et al., 1988; SAFFMAN
et al.,, 1975; THOMAS, 1986). Spontanément, seule une petite partie des
orientations relatives entre les protéines est moyennée lors d’une simulation si
ces orientations ne sont pas contrélées. Dans ce cas, l'existence de multiples
bassins de basse énergie séparés par des barriéres d’énergie potentielle limite
considérablement 1’exploration de ces orientations.

Dans le contexte d'une intégration thermodynamique ot seule la distance
est controlée, ’échantillonnage de ces orientations manque donc considérable-
ment. Théoriquement, I’échantillonnage de l'ensemble de l’espace n’est pas
nécessaire pour obtenir un PMF valide mais seulement les bassins de plus
basse énergie. Ainsi, dans le cas théorique ou il n'y a qu’une seule vallée
énergétique sur le PMF, 'intégration donnera un résultat valide.

Si cependant il existe plusieurs bassins de basse énergie a une méme
distance, le PMF calculé ne sera pas bon. La dépendance a l’orientation
du PMF a déja été mentionnée dans plusieurs publications, ot les auteurs
imposent explicitement des contraintes sur les orientations de leurs protéines
(PERIOLE et al., 2012; DUNTON et al., 2014). Dans ces publications, le PMF
dépend de la surface de la protéine. Des différences sont aussi observées a
longue distance, montrant encore que des interactions différentielles existent
guand des lipides sont présents entre les surfaces.

Obtenir la convergence dans les calculs d’énergie libre de protéines mem-
branaires reste une tache difficile qui demande l’inclusion de plus de degrés de
libertés que la simple distance, méme dans des systémes modéles simples (L1
et al., 2014 ; CHIPOT, 2008). Par exemple, pour le dimére de GpA, la distance
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s’avére étre une coordonnée insuffisante a courte distance ou il existerait 4 dif-
férents sous-états sur la position de plus basse énergie (DOMANSKI et al., 2017).
Avec I’ AgpZ et ces simulations, nous ajoutons des évidences que les orientations
relatives sont aussi la source d’une hétérogénéité a moyenne et longue distance.

Méthodologiquement, ce travail apporte donc une caution : il faut surveiller
ces orientations pour obtenir une estimation valable de 1’énergie libre. Ces
orientations peuvent étre suivies de différentes maniéres, non limitées aux
angles 6 et ¢ (Casuso et al., 2012) choisis dans cette étude, mais il faut au
moins qu'une des deux variables prennent en compte les deux protéines (voir
méthodes).

Dans notre cas, une protéine a dii étre fixée pour garantir 1’orthogonalité
des deux variables. Cette situation garde cependant une pertinence biologique
lorsque les protéines diffusent et s’ancrent sur un réseau de protéines agrégées,
comme observée avec OmpF par AFM a haute vitesse. Notre PMF prend
donc en compte les conséquences de cette immobilisation, qui incluent aussi
I’adaptation des lipides le long des surfaces protéiques et une possible poten-
tialisation des perturbations a longue distance induites a travers les lipides.
Ces perturbations, observées précédemment dans notre étude sur 12 protéines
membranaires (J.-P. DUNEAU et al., 2017), sont influencées directement par
la premiére couche de lipides au contact de la protéine. A leur tour, ces
perturbations vont ensuite aboutir aux orientations préférentielles observées
dans cette étude.

Une barriére d’énergie est de plus présente dans le PMF 1D. Cette barriére
n’a jamais été décrite auparavant mais correspond a des phénomeénes déja
observées au laboratoire (J.-P. DUNEAU et al., 2017; CAsuso et al., 2012). Ce
comportement devra étre étudié plus en détail dans des travaux futurs mais
s’ancre dans l'idée que les protéines doivent maintenir un potentiel répulsif
pour ne pas s’agréger. La source de ce potentiel répulsif pourrait alors venir
de la combinaison d'un faible mismatch hydrophobe et de la composition en
lipides, qui inclut des PE, qui favorise 1'existence de phases hexagonales, mais
cela reste spéculatif.

Un certain nombre de limitations est cependant présent. La structuration
de notre PMF a la distance la plus longue montre que le systéme n’est pas
assez grand pour obtenir un état ot les protéines n’interagissent pas et est
observable sur les PMF 3D et 1D, avec une absence de plateau a la plus grande
distance. Ainsi, aucun zéro n’a pu étre placé. La description des chemins a
travers ce PMF n’en est cependant pas affectée.

Les niveaux d’énergie observés dans nos PMF multidimensionnels indiquent
qu’ils ne sont globalement pas convergés. Pour combler ce déficit, des temps de
simulations supérieurs aux 20 ps utilisés auraient été nécessaire mais ont été
techniquement limités par les instabilités liées a I'implémentation de MARTINI
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dans NAMD.

En complément de ce travail, j'ai effectué une étude plus approfondie sur
les problémes techniques liés a ’utilisation du champ de force MARTINI dans
NAMD au travers d’un crash ainsi qu’un travail préliminaire d’intégration ther-
modynamique en utilisant I’ABF et I’'Umbrella Sampling. Ces compléments
sont présentés dans les section 7 et 9.

Malgré ces limitations, nous pouvons avoir confiance dans les conclusions
de cette étude sur ’existence de forces a longues distance entre les protéines
membranaires qui vont affecter leurs orientations. Ces forces, qui partent de
la surface de la protéine, se propagent a travers les lipides et, comme elles
différent suivant les orientations relatives des protéines, dépendent donc des
propriétés des surfaces en contact avec les lipides. Cette dépendance est alors
un facteur a prendre en compte lorsque nous voulons calculer la variation
d’énergie libre de la dissociation de deux protéines. Cela ajoute surtout
des questions quant aux PMF présents dans la littérature : est-ce que les
orientations sont moyennées? Et est-ce que d’autres degrés de liberté, non
examinés, sont effectivement moyennés ?

Ces forces, qui se propagent jusqu’a longue distance a travers les lipides, dé-
pendent donc de la surface de la protéine. La question qui se pose alors concerne
les lipides : comment est-ce qu’ils s’organisent autour de la protéine ? Est-ce
que ces forces proviennent des propriétés physico-chimiques des atomes de sur-
face ou de la topographie de cette derniére qui structurerait les lipides 7 Dans
la section suivante, nous avons cherché a répondre a ces questions en étudiant
le comportement de 1’Aquaporine Z au sein d’'une membrane complexe.
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Section 4

Relations entre la protéine et les
lipides qui 'entourent - annulus et
tri des lipides

L’annulus est un anneau lipidique de solvation dynamique autour des
protéines membranaires (LEE, 2011). Bien que des lipides trés ancrés a la
surface des protéines soient parfois vus en cristallographie aux rayons X ou
en cryo microscopie électronique (GONEN et al., 2005; Gao et al., 2016;
FRAUENFELD et al., 2011), 'observation des lipides un peu moins ancrés a
la surface ou leur différenciation avec les molécules de détergent est souvent
difficile.

La complexité des lipides présents dans les membranes biologiques est plus
importante que dans notre modéle précédent. En effet, bien qu'une membrane
de POPE/POPG soit un modéle simple de la membrane interne d'E.colz, un
lipide particulier manque : la cardiolipine (CL). Les CL sont indispensables
pour la fonction de certaines protéines de la membrane interne d’E.colz ou de
la mitochondrie (SHEN et al., 2017; CLAYPOOL, 2009; ACEHAN et al., 2011).
De maniére imagée, ce lipide correspond a "deux PG fusionnés par leur téte".

Cette diversité lipidique est particuliérement mise en évidence dans 1’étude
de l’annulus (J.-P. DuNEAU et al., 2017). Au laboratoire, ces lipides peuvent
étre analysés expérimentalement en utilisant des nanodisques. Pour former ces
derniers, une méthode utilisée est 1'utilisation du polymeére de Styrene Maleic
Acid (SMA) (ScuMIDT et al., 2018) qui permet de dissoudre les membranes
sans utiliser de détergent et de former des inclusions membranaires qui
peuvent contenir des protéines membranaires avec un anneau de lipide, qui
rendrait alors compte de cet annulus. Dans des études précédentes sur le
translocon Sec (PRABUDIANSYAH et al., 2015) et le canal & potassium KcsA
(DORR et al., 2014), les nanodisques formés par le SMA contenant la protéine
avaient un enrichissement en lipides chargés négativement, en particulier
en CL, qui suggére une potentielle importance fonctionnelle. Dans le cas de
I’AqpZ et de son mutant monomérique, 1’exploration de la composition en
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lipides de son annulus peut amener a des considérations sur sa fonction mais
aussi sur 'origine et la propagation des forces responsables de l'assemblage et
de la ségrégation dans les membranes.

Au laboratoire, V.Schmidt a effectué les expériences sur les nanodisques de
SMA contenant I’AgpZ, sauvage ou son mutant monomérique. Grace a la spec-
trométrie de masse native, il est en effet possible d’analyser la composition en
lipides des nanodisques et de caractériser les interactions lipide-protéines spéci-
fiques. La spectrométrie de masse (MS) native a en effet déja été utilisée pour
identifier les lipides endogénes co-purifiés avec des complexes membranaires
ou suivre la cinétique et la thermodynamique de l'ajout de lipides exogénes
(LaAcANOWSKY et al.,, 2014). Cependant, il reste difficile d’avoir une vision
structurale précise des sites de fixation.

Pour pouvoir ensuite intégrer ses résultats a une échelle moléculaire et
questionner les modeles actuels, j’ai donc cherché a construire un modéle de
bicouche de membrane interne d’E.col: le plus complexe possible dans la re-
présentation gros grain MARTINI et prenant en compte la diversité lipidique
connue de cette membrane, dans le but d’étudier in silico cet annulus.

Pour cela, le champ de force gros grain MARTINI est idéal et permet la
simulation d’une grande variété de lipides.

Dans le but de promouvoir la création et simulation de membranes, un tuto-
riel est présent a I’adresse https://framagit.org/msidore/tutorial_insane.

En utilisant une double approche, mélant expériences et simulations, nous
avons pu étudier les préférences lipidiques de I’AgpZ (monomeére, tétramére
ainsi qu’'un mutant monomérique) et le réle particulier des cardiolipines, lipides
important mais pas toujours pris en compte dans les modéles membranaires.

4.1 Reésultats

4.1.1 Une membrane plus "réaliste"

La membrane interne d’E.col: posséde 3 types de lipides majoritaires : les

PE, les PG et les CL. La membrane simple souvent utilisée comme modéle,
une membrane de POPE/POPG dans un ratio de 3 :1 ou 4 :1, ne prend pas
en compte les CL bien qu’étant un constituant aussi important en masse que
les PG. De plus, les CL interagissent souvent avec les protéines membranaires
et sont parfois indispensables a leur bonne fonction, y compris pour I’AqpZ
(SHEN et al., 2017; CLAYPOOL, 2009 ; ACEHAN et al., 2011).
A partir de la composition de la membrane interne d’E.colz, j’ai donc produit
un modeéle plus '"réaliste" contenant 9 lipides gros grains, dont 4 PE, 3 PG et
2 CL, pour rendre compte de la diversité lipidique de cette membrane (Figure
4.1).
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E.coli LM3118 CG E.coli
PE PG PE PG

8 32
333 I
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Total number of agyl beads
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Double bond equivalent Double bond equivalent

FI1GURE 4.1 — Haut : Proportions des chaines latérales des phospholipides de la
membrane interne d’E.colt (KI1TO et al., 1972) en équivalent double liaison et
comparaison au modele gros grain. L’'intensité de la case est proportionnelle a
la quantité de chaque phospholipide. Bas : Snapshot de la membrane complexe
équilibrée. Les PE sont en rouge, les PG sont en bleu et les CL sont en vert.
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La largeur de cette membrane est de 32 A et la surface par lipide est de
68.38 A2, en accord avec les paramétres classiques d’une membrane dans la
littérature.

J’ai ensuite construit plusieurs systémes (voir méthodes) en utilisant soit
cette membrane complexe, soit la membrane simple de POPE/POPG dans
un ratio 4 :1, avec soit le monomeére d’AqpZ, soit le tétramére d’AqpZ. Un
mutant, créé par V.Schmidt, a aussi été simulé avec ces différentes membranes;
ce mutant a la particularité d’étre monomérique sur gel. Chaque simulation a
duré 20 ps.

Ces simulations ont été effectué sous GROMACS 5.1.4 pour s’affranchir des
problémes de stabilité discutés précédemment et dans la section 9.

De plus, dans le but de faciliter la création et la simulation de systémes
membranaires simples, j’ai développé un tutoriel utilisant les outils de GRO-
MACS et MARTINI permettant de construire une membrane simple, avec
ou sans protéines. Ce tutoriel est présent a ’adresse https://framagit.org/
msidore/tutorial_insane/.

4.1.2 Tri des lipides autour de la protéine

Pour questionner 'effet des forces induites par la protéine au travers des li-
pides sur un possible tri de ces derniers, nous pouvons passer par des comptages
des lipides dans différents rayons autour de la protéine. La figure 4.2 résume
les enrichissements lipidiques (ratio par rapport & la composition totale de la
membrane) dans un rayon de 6 A autour de la protéine selon le type de lipide
lors des simulations avec la membrane complexe.

A cette distance, plusieurs effets sont présents : en fonction de la téte polaire
du lipide et en fonction du nombre d’insaturation. A insaturations égales, les
PG ont globalement un enrichissement supérieur aux PE. L’enrichissement des
CL a 2 insaturations, en comparaison des PG et PE a 2 insaturations, semble
moins élevé. L’effet le plus important reste dépendant des insaturations, avec
systématiquement un enrichissement plus élevé au plus le nombre d’insatura-
tion est grand, jusqu’au maximum des CL a 4 insaturations dans notre systéme.

Les préférences pour les types de lipides sont cependant dépendantes du
feuillet que l’'on observe, et donc de la physico-chimie des acides aminés a
la surface de la protéine. Toujours dans ce méme rayon de 6 A , on observe
des enrichissements en type de lipide qui correspondent & la "positive inside
rule", avec un enrichissement en lipides chargés négativement sur le feuillet
cytoplasmique (PG et CL) et un enrichissement en lipides neutres (PE) sur le
feuillet périplasmique (Figure 4.3).
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La "positive inside rule" est une régle empirique concernant la répartition
des charges a la surface des protéines membranaires (HEIINE, 1992). Classique-
ment, la face cytoplasmique est enrichie en acides aminés chargés positivement.
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FIGURE 4.2 — Enrichissement des différents lipides dans un rayon de 6 A au-
tour de la protéine. Les résultats de 4 simulations sont affichés pour chaque
lipide : le tétrameére est en gris foncé, le monomeére est en gris clair et le mutant
W14A est indiqué par une . Les types de lipides utilisent la notation décrite
dans les méthodes avec le nombre de billes de la chaine acyle suivi du nombre
d’insaturation ; ainsi, un POPE est noté PES :1. Les écarts types sont indiqués
par des barres d’erreur.

En gs’éloignant de la protéine, les enrichissements diminuent simplement

jusqu’au bulk (jusqu’a un rayon de 18 A autour de la protéine) en gardant les
mémes tendances. Ainsi, une partie des forces qui se répandent a partir de la
surface de la protéine peuvent prendre leur source dans la physico-chimie des
acides aminés de surface qui vont privilégier 'interaction avec certains types
de lipides.
Cependant, un simple comptage et une représentation des enrichissements dans
un rayon de la protéine peut cacher d’autres effets plus structurels : en effet, les
insaturations sont enrichies mais sont des groupements de lipides qui s’adaptent
plus facilement a la topographie de surface des protéines. J’ai donc questionné
cette possible structuration en étudiant les lipides a la surface immédiate de la
protéine.
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FIGURE 4.3 — Enrichissement des différents lipides dans un rayon de 6 A autour
de la protéine sur le feuillet cytoplasmique (gauche) et périplasmique (droite).
Les résultats de 4 simulations sont affichés pour chaque lipide : le tétrameére est
en gris foncé, le monomeére est en gris clair et le mutant W, A est indiqué par
une ~. Les types de lipides utilisent la notation décrite dans les méthodes avec
le nombre de billes de la chaine acyle suivi du nombre d’insaturation ; ainsi, un
POPE est noté PES8 :1. Les écarts types sont indiqués par des barres d’erreur.
Les enrichissements en types lipidiques suivent la "positive inside rule", avec les
lipides chargés négativement sur le feuillet cytoplasmique et les lipides neutres
sur le feuillet périplasmique.

4.1.3 Préférences lipidiques & la surface de la protéine

Afin d’interroger les structurations de lipides autour de la protéine, on peut
moyenner leur présence au cours de la simulation. Une fois ces densités de lipide
calculées, on peut les coucher sur la structure de la protéine pour observer les
zones de plus haute densité, qui correspondent aux zones ou les lipides vont
avoir une plus grande affinité. La figure 4.4 montre les densités des 3 types de
lipides autour du tétrameére et du monomeére d’ AgpZ.

Tout d’abord, une observation rassurante sur le tétrameére : les densités
sont symeétriques tout autour du tétramere, ce qui indique que le temps de
simulation était suffisant.

Ensuite, les densités des lipides, qui correspondent aux positions préférentielles
des lipides, se placent a des emplacements précis autour de la protéine. Sur
le tétramere d’AqpZ, les PE se positionnent donc en majorité sur la face
cytoplasmique et les PG et CL sur la face périplasmique, en accord avec la
"positive inside rule". Les CL vont cependant se placer sur la zone liant les
monomeéres d’AqgpZ alors que les PG vont occuper le reste des monomeéres.
Sur le monomeére seul, on retrouve la répartition des PG sur le coté du
monomére originellement en contact avec les lipides (le coté ou les PG se
placent sur le tétrameére) alors que les CL, perdant leur zone d’ancrage,
vont se placer sur les deux faces qui originellement sont a l'intérieur du té-
trameére. Les lipides épousent de plus la topographie de la surface de la protéine.

Nous observons aussi, pour les PG et PE, les mémes tendances sur le tétra-
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FIGURE 4.4 — Densités lipidiques normalisées par le nombre de particules a la
surface du tétramére (gauche) ou du monomeére (droite) d’AgpZ. La protéine
est en représentation cartoon transparente en haut et en surface opaque en bas,
les densités des PE sont en rouge, celles PG sont en bleu et celles CL sont en
vert.

F1GURE 4.5 — Densités lipidiques normalisées par le nombre de particules a la
surface du tétrameére sauvage d’AqpZ dans une membrane simple. La protéine
est en représentation cartoon transparente en haut et en surface opaque en bas,
les densités des PE sont en rouge et celles PG sont en bleu.
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meére dans une membrane plus simple de POPE/POPG (figure 4.5).
Le résultat des simulations du mutant monomérique, Wi4A, est montré
dans la figure 4.6.

Les densités observées sur le tétramére mutant ne sont pas symétriques : la
densité de PE observée s’explique par le temps d’échange des lipides coincés
dans ces interfaces : quand le temps de résidence des lipides a la surface de
la protéine sauvage est de 1 a 3 ns, les lipides coincés entre les monomeéres y
restent en moyenne plusieurs centaines de nanosecondes et il faudrait simuler
beaucoup plus longtemps pour moyenner ces événements.

Malgré ces défauts, nous pouvons étre confiants sur ce résultat : dans la
protéine sauvage, ce sont les CL qui ont une meilleure affinité pour la zone
interfaciale entre les monomeéres et on observe les CL qui pénétrent le tétrameére
mutant. La densité de PE est donc trés probablement due a la proximité d’une
PE lors de la simulation et n’importe quel lipide, peu importe son type, pourrait
alors entrer dans cette interface.

F1GURE 4.6 — Densités lipidiques normalisées par le nombre de particules a
la surface du tétramére (gauche) ou du monomére (droite) mutant d’AgpZ.
La protéine est en représentation cartoon transparente en haut et en surface
opaque en bas, les densités des PE sont en rouge, celles PG sont en bleu et
celles CL sont en vert.

Les différents types de lipide se répartissent sur le tétramére mutant de la
méme maniére que sur le tétramere natif : les PE sur la face cytoplasmique et
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les PG et CL sur la face périplasmique. Les PG sont cependant plus présent
sur la zone interfaciale entre les monomeéres, du coté cytoplasmique.

La mutation provoquant un "trou" dans la structure, les CL, qui ont une plus
grande affinité pour la zone interfaciale entre les monomeéres, peuvent alors
s’immiscer entre les monoméres (Figure 4.6, gauche). Ce mutant étant expéri-
mentalement monomeérique, cette observation permet de proposer une explica-
tion : les lipides, et incidemment les cardiolipines, perturbent le tétramére en
entrant dans le trou provoqué par la mutation.

Le monomeére mutant présente quant a lui des densités différentes du
sauvage. La différence principale se situe au niveau des CL : alors que les CL
se répartissaient uniquement le long des faces originellement a l'intérieur du
tétramére dans le monomeére sauvage, elles se répartissent maintenant sur les
arétes de la protéine, qui correspondent a la zone interfaciale entre les mono-
meéres. La mutation semble donc avoir favorisé la présence de CL sur cette zone.

Au dela des tétes polaires et si 'on regarde les billes correspondant
aux insaturations (jaune, figure 4.7) par rapport & celles correspondant
aux saturations (orange), elles vont aussi se retrouver préférentiellement
a la surface de la protéine. Le tri a la surface de la protéine s’effectue
non seulement par les charges, mais aussi par les insaturations : une chaine

insaturée va en effet avoir plus de facilitée a s’adapter a la surface de la protéine.

FIGURE 4.7 — Densités lipidiques des billes correspondant aux insaturations ou
saturations, normalisées par le nombre de particules a la surface du tétrameére
sauvage (gauche) ou muté (droite) d’AqpZ. La protéine est en représentation
surface opaque, les densités des insaturations en jaune et des saturations en
orange.

A ce niveau, nous avons donc certaines préférences lipidiques autour de
la protéine. Tout d’abord a sa surface, les lipides vont étre triés en fonction
des propriétés physico-chimiques des acides aminés de surface et épouser sa
topographie. Dans cette adaptation, les doubles liaisons aident et sont donc
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aussi favorisées. En s’éloignant de la protéine, ces tendances persistent et se
propagent jusqu’a une distance de 20 A de la surface de la protéine.

4.2 Discussion

Nous avons simulé ici un modéle gros grain complexe de la membrane
interne d’E.coli avec I’AqpZ, notre protéine modéle, sauvage et mutante. La
particularité de notre systéme est la prise en compte des cardiolipines, un
lipide peu représenté dans les simulations de dynamique moléculaire malgré
sa présence, en masse, dans une proportion similaire aux PG, ainsi que la
variabilité des insaturations.

Nous avons tout d’abord observé des enrichissements lipidiques a la surface
de la protéine. En particulier, les cardiolipines sont enrichies a proximité et a
quatre positions autour de la protéine. Toujours a la surface et comme attendu
par la "positive-inside rule", les PG et CL sont enrichis du coté cytoplasmique
et les PE sont enrichis du coté périplasmique. Un résultat important est
que ces enrichissements s’étendent ensuite au dela de la zone d’ancrage en
diminuant jusqu’a arriver au bulk.
Le mutant Wi,A montre les mémes tendances avec l'inflitration des cardio-
lipines a I'emplacement du trou laissé par la mutation. Cette protrusion de
lipides a l'interface entre les monomeéres qui contribue a une déstabilisation
du tetramére est cohérente avec la forme monomeérique observée expérimenta-
lement sur gel.

Ces résultats exemplifient alors la relation qui pourrait exister entre 1’exis-
tence de forces a longue distance précédemment décrites et les problématiques
de tri des lipides au voisinage d’une surface protéique. Dépendante de la surface
de la protéine, deux phénomeénes s’additionnent :

— Le tri du type de lipide a la surface de la protéine. Ce tri va s’opérer prin-
cipalement a partir des charges de la téte polaire du lipide et des charges
présente sur le bord de la protéine (Figure 4.4). Ici, les PG et CL, lipides
chargés négativement, vont se rassembler sur la face cytoplasmique de
la protéine, face globalement chargée positivement, et les PE, lipides
neutres, vont plutot se rassembler sur la face périplasmique, elle chargée
négativement et repoussant les lipides chargés de la méme maniére. Ces
enrichissements vont ensuite se répercuter jusqu’a une distance de 12 a
18 A depuis la surface de la protéine.

— L’adaptation des lipides a la surface de la protéine, dépendante du type
du lipide, de la topographie et des propriétés physico-chimiques de cette
surface. Ici, les insaturations vont en particulier faciliter ’adaptation du
lipide sur la surface de la protéine (Figure 4.7) et permettre a ce lipide
de rester plus longtemps. C’est ce qui est observé ici, avec un enrichisse-
ment des lipides insaturés par rapport au méme lipide possédant moins
d’insaturation.
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En conclusion, les régles de la positive-inside rule sont importantes pour
accorder la physico-chimie de la surface de la protéine a la nature des lipides
ancrés, mais notre modéle de membrane complexe montre que d’autre régles,
notamment liées a l’'ancrage différentiel des insaturations, sont également
a l'oeuvre. La longueur de chaines pourrait aussi étre une autre source de
modulation, mais notre modéle de membrane complexe ne permet pas de
questionner cette hypothése.

Nos études sur ce modéle montre que la montée en complexité de la
composition de la membrane ne s’oppose pas a la formation de perturbations
longue distance de 'organisation des lipides.

Parallélement, des nanodisques de SMA contenant ’AqpZ (SMA-AqpZ)
sauvage ou mutée ont été analysés par lipidomique, chromatographie sur couche
mince et spectrographie de masse (MS). Ces nanodisques sont composés d’'un
polymeére anionique entourant un mélange de protéine et lipides; ’analyse a
montré que chaque nanodisque contenait une seule protéine, du polymeére ainsi
gu’'un annulus de lipides, possiblement perturbés par le polymeére. La MS na-
tive a ensuite permis d’observer des lipides individuels fixés sur la surface de
la protéine, qui résistent a la dissociation par compétition avec les molécules
de détergent ; en particulier, elle mesure les préférences des lipides par rapport
aux détergents qu’elle déplace.

La composition lipidique des nanodisques SMA-AqpZ est cependant diffé-
rente des enrichissements vus en simulation, avec en particulier une déplétion
en cardiolipines. Pour rapprocher les simulations de l'expérience, il faut alors
souligner les différences entre ces deux situations. Les simulations mettent en
jeu une protéine unique dans une mer de lipides, ou les CL sont en excés par
rapport aux sites de fixation de la protéine. Dans le contexte d’'une membrane
biologique ou I’AqpZ est surexprimée, la quantité de CL disponible par nano-
disque est alors bien plus limitée et la déplétion observée pourrait refléter cette
disponibilité et limiter le nombre de CL par nanodisque. Dans ces conditions,
la MS-native nous informe sur le nombre de sites de haute affinité pour les CL.
I1 est ressorti de ces analyses que I’AgpZ posséde un site de haute affinité par
monomeére pour la CL, dont ’affinité est réduite dans le cas du mutant.

Ces résultats sont compatible avec l’expérience : 1’AqpZ tétramérique
posséde quatre sites de haute affinité pour la CL que nous situons, grace
aux simulations, sur la zone entre les monomeéres. Dans les conditions de la
MS native, 1’affinité pour la CL diminue pour le mutant, monomérique dans
ces conditions, car des CL s’engouffrent entre les monomeéres et déstabilisent
le tétrameére. Les enrichissements observés dans nos simulations ne reflétent
alors pas le cas d’'une membrane biologique ol les enrichissements vont aussi
dépendre des autres protéines présentes.

Néanmoins, ces enrichissements, dans un systéme modéle comme celui-ci,
rendent compte des forces caractéristiques de cette protéine qui vont se pro-
pager a distance, méme si nous sommes loin des influences observées a plus
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grande distance dans la partie précédente qui pouvaient aller jusqu’a 50 A de
la surface de la protéine. Dans une membrane biologique, c’est alors la somme
des influences individuelles de toutes les protéines au travers des lipides de la
membrane, sur les autres protéines et sur les lipides, qui va alors étre impor-
tante. Pour étudier le devenir de ces influences, nous avons alors construit un
systéme modéle plus grand, avec un ratio AgpZ/lipides de 1 :1 en masse, et
ainsi avoir un modéle d’une membrane encombrée, plus proche d’'une membrane
biologique.

Pour pousser la comparaison entre ’expérience et la simulation, nous avons
de plus développé un modele de polymeére gros grain mimant les propriétés du

SMA. Ce modéle et son impact sur le tri des lipides est présenté dans la section
8
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Section 5

Devenir de ces forces dans une
membrane encombrée

Nous avons mis en évidence dans la section 3 !'existence de forces a
longue distance entre les protéines membranaires. Ces forces se propagent a
travers les lipides et, comme vu dans la section 4, dépendent des propriétés
physico-chimiques et de la topographie de la surface de la protéine.

La premiére tendance pour étudier ce type de systéme est de réduire la
complexité au minimum suivant un réductionnisme classique (KAUFFMAN,
1971). Dans ces modéles, la protéine est étudiée isolée dans une mer de lipides
plus ou moins complexes.

Cependant, en moyenne, les membranes biologiques sont composées en
masse de 50% de protéines : en plus de la diversité des lipides, c’est un
environnement plus complexe et surtout plus encombré. Dans ces conditions,
les conséquences de la combinaison des forces a longue distance sont plus
difficiles a prédire. Dans ce contexte, ’évolution des enrichissements lipidiques
et des sites & haute affinités, notamment pour les cardiolipines (section 4),
doit étre réinterrogé alors qu’il n'y aura pas nécessairement suffisamment
de lipides pour satisfaire les préférences de toutes les protéines de la membrane.

Cette montée en complexité représente la deuxiéme tendance dans les
simulations de dynamique moléculaires membranaires (CHAVENT, DUNCAN
et al., 2016) et est favorisée par l'utilisation des champs de forces gros grain.
Par exemple, un modéle de membrane plasmique contenant 144 copies d’un
récepteur couplé aux protéines G a révélé des contacts entre les protéines
et une diffusion des lipides modifiée (KoLpso et al.,, 2015). L’impact du
cytosquelette dans la diffusion des protéines et des lipides a aussi été exploré
(CorRrADI et al., 2018).

Cependant, ces modéles n’ont jamais été utilisés pour savoir ce qu'il
adviendrait de l'annulus par rapport a un systéme plus simple. Par ailleurs,
on peut aussi se demander si le champ de forces gros grain est pertinent pour
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5.1. RESULTATS

questionner les conséquences de ’encombrement sur 1’assemblage des protéines.

5.1 Reésultats

Afin de mesurer ces impacts, deux systémes comprenant 125 monomeéres
d’AqgpZ distribués sur une surface membranaire de 2500 nm? ont été construits,
soit avec la membrane complexe décrite précédemment, soit avec une membrane
plus simple de POPE/POPG, simulées sur un temps de 20 ps. L'encombrement
de cette membrane est d’environ 50% en masse en protéine.

Le systéme initial avec la membrane complexe est montré sur la figure 5.1.

FI1GURE 5.1 — Systéme initial des simulations de la membrane encombrée. Les
lipides sont en représentation batons, les CL sont en vert, les PG sont en bleu
et les PE sont en rouge. Les 125 monomeéres d’AqpZ sont en représentation
surface du squelette pour mieux les distinguer.

5.1.1 Structuration d’un réseau : des chainettes de pro-
téines

Aprés 2 ps de simulation, dans la membrane encombrée ou simple,
les protéines vont avoir tendance a se toucher pour former rapidement
un réseau de chafnettes (figure 5.2). Ce réseau reste ensuite presque figé
sur 1’échelle de la dizaine de microseconde. La mise en place de ce réseau
dans la membrane complexe est visualisable en vidéo a l'adresse https:
//drive.google.com/open?id=1YGNRSwfkuJ530AuyGadgNHsL1z7FqFFw.

Un tel réseau, en chainettes, n’était pas attendu. On peut noter qu’aucun
tétramere natif d’AgpZ ne s’est reformé, méme si cela n’est pas forcément
attendu dans ces échelles de temps.
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FIGURE 5.2 — Membrane encombrée simple (gauche) ou complexe (droite) aprés
20 ps de simulation. Les lipides sont en représentation batons, les CL sont en
vert, les PG sont en bleu et les PE sont en rouge. Les 125 monoméres d’AgpZ
sont en représentation surface du squelette.

Avec 4 faces potentielles d’interaction par monomeére, il y a 16 possibilités
de contact dont seule une définit l'interface native. On observe dans la table
5.1 que la majorité des dimeéres interagissent par des interfaces non-natives
dans les deux membranes. Le nombre de contacts est en revanche plus élevé
dans la membrane complexe.

TABLE 5.1 — Nombre de contacts natifs et non-natifs dans la membrane simple
et complexe.

Type de membrane | Contacts natifs | Contacts non-natifs
Simple 5 161
Complexe 10 193

Dans la continuité des sections 3 et 4, les analyses qui suivent mettent a jour
les orientations relatives des diméres et les lipides a proximité des monomeéres
lors des derniéres 500 ns de simulation, ou le réseau de protéine est stable.

5.1.2 Devenir des orientations relatives entre diméres

Dans un premier temps, nous avons analysé les orientations relatives des
diméres les plus proches (distance de 35 & 40 A entre monoméres) de ce
systéeme. Un histogramme de ces orientations en fonction de la distance est
présenté dans le panel le plus a gauche de la figure 5.3. On observe que seul un
ensemble restreint d’orientations relative est présent. De plus, ces orientations
sont différentes dans la membrane simple et complexe. On observe ensuite une
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plus grande diversité d’orientations relatives dans la membrane complexe.
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FIGURE 5.3 — Echantillonnage des orientations relatives entre diméres de la
membrane encombrée simple (gauche des panneaux) et complexe (droite) des
derniers 500 ns de simulation. Seules les distances entre 35 et 65 A sont visua-
lisées.

Au fur et a mesure que l'on considére des distances croissantes entre les
monomeéres, ces différences persistent jusqu’a 654, distance qui continue de
n’impliquer majoritairement que des monoméres deux a deux méme si certains
effets coopératifs ne sont pas exclus.

Pour étudier ce réseau plus en détails et observer le réle des lipides et le
devenir des préférences lipidiques a la surface des protéines dans ce contexte,
nous avons calculé les cartes de densités des lipides autour de chague monomeére.

5.1.3 Préférences lipidiques a la surface de I’Aquaporine Z

Nous avons calculé les cartes de densités des lipides et des protéines autour
de chaque monomeére puis les avons moyenné. Ainsi, seules les contributions
des lipides les plus ancrés et des protéines les plus présentes seront décrites.
La figure 5.4 présente ces cartes de densités.

Concernant la membrane simple, on observe une distribution homogéne
de la PG autour des protéines. En revanche, dans le cas de la membrane
complexe, on observe que la CL est distribuée majoritairement sur seulement
deux des quatres faces dont une est une interface protéine-protéine dans
la structure native et l'autre une interface protéine-lipide. Concernant les
probabilités de présence du deuxiéme monomeére, on observe des distribution
trés semblables a 1’exception d’une densité additionnelle dans le cas de la
membrane simple sur une interface native. Un artefact de la procédure, non
résolu a ce jour, empéche d’observer le deuxiéme monomeére sur l'interface
non-native de la figure 5.4, gauche bien que 1’absence de densité lipidique et
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FI1GURE 5.4 — Cartes de densité moyennes des cardiolipines et protéines moyen-
nées de tous les monomeéres et visualisées autour d’un monomeére de référence de
la membrane simple (gauche) et complexe (droite). Le monomeére de référence
est en représentation de surface du squelette en gris, la densité des protéines
est en rose, la densité des PG est en bleu et la densité des CL est en vert. Une
densité rose est manquante en haut a gauche dfi a un artefact non résolu.

une petite densité protéique soit présente. On peut cependant remarquer que
I'interaction privilégiée n’est pas forcément définie par une face mais plutot
par une aréte.

L’organisation des protéines peut ensuite étre visualisée par une fonction
de distribution radiale (figure 5.5). On observe dans les plus courtes distances
la présence de trois pics distincts qui indiquent de fortes corrélations dans le
mode d’interaction entre les protéines voisines. Dans le détail, des différences
de densité sont observés entre les deux systémes, ce qui traduit une différence
d’organisation. A moyenne et & longue distance, une succession de valeurs
hautes et basses montrent qu’il existe encore des structures réguliéres avec des
répétitions spatiales. La position des pics est encore différente entre les deux
systémes.

Bien que se structurant tous les deux en chainette, ces données indiquent
que les deux systémes s’organisent différemment en fonction de la composition
en lipide.

Nous avons ensuite voulu exploiter la capacité des différentes surfaces a ac-
cueillir d’autres monomeéres pour développer un modéle a plus basse résolution
basé sur des simulations de Monte-Carlo dans le but de comprendre les forces
a l'origine de ’organisation en chainette de ces protéines.
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FIGURE 5.5 — Fonctions de distribution radiale (en haut) de la membranes
simple (bleu) et complexe (rouge) pour les grandes proximités (& gauche), les
proximités intermédiaire (au centre) et les plus grandes distances (& droite).

5.1.4 Modéle de Monte-Carlo : de trés gros grains

Dans cette modélisation, les quatre faces d’interaction sont représentés cha-
cune par une particule. Ainsi, chacune peut étre paramétrée indépendamment
de ses voisines par un potentiel attractif ou répulsif avec différentes profon-
deurs de puits et de portée d’interaction (J. P. DUNEAU et al., 2013). Nous
avons utilisé les comptages des contacts entre faces pour paramétrer ces diffé-
rentes intensités d’interaction, la portée étant maintenue constante a 3 fois le
rayon de chaque bille. Différentes simulations ont ensuite été réalisées en fai-
sant varier la profondeur du puits et le nombre de contacts enregistrés a partir
duquel le potentiel devient répulsif.

Aprés 50000 étapes de simulation, la configuration finale est analysée et
comparée aux simulations gros grain. Dans ce cas, des fonctions de distribution
radiale trés différentes sont obtenues lorsque les paramétres sont modifiés
(figure 5.6). On peut observer soit des objets relativement agrégés avec
la présence d’espaces importants entre eux (figure 5.6, gauche), soit des
interactions plus relachées qui correspondent a une plus grande solubilisation
des monomeéres dans la membrane. Dans tous les cas, ce modéle simple n’est
pas suffisant pour rendre compte de l'organisation en chainettes observées
dans nos simulations gros grain.
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FicURrE 5.6 — Fonction de distribution radiale des protéines de la membrane
simple comparée a celles issues de simulation de Monte-Carlo. Les diagrammes
du haut renvoient a des jeux de potentiel d’'interaction différents qui ont été
construits & partir des comptages des contacts entre les faces des monomeéres
dans la simulation de la membrane simple encombrée : a gauche, le potentiel
"MC 8" est attractif a partir de 8 contacts enregistrés, a droite 15 contacts sont
nécessaire mais I'intensité du potentiel a été réduite d’un facteur 10 (potentiel
MC 15-10). En bas les structures obtenue & l'issue des simulations de Monte-
Carlo (& gauche et a droite), comparée a la structure de référence (au centre).
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5.1.5 Flux de lipides entre les protéines

Grace a une méthode inspirée des modélisations des vents ou courants
océaniques (CHAVENT, REDDY et al., 2014), nous pouvons relever les mouve-
ments larges, de flux, des lipides pour comprendre comment, dans une telle
membrane encombrée, peuvent s’organiser les échanges de lipides entre les
protéines. Une question est de savoir dans quelle mesure, dans une membrane
encombrée, il peut exister des lipides "libres" d’interactions avec une surface
protéique. Le résultat de ces "streamlines" est montré sur la figure 5.7 pour
chaque feuillet au début de la simulation, sur une période qui correspond a la
mise en place du réseau en chainette.
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FIGURE 5.7 — Représentation en "streamlines" a 0.1 ns.

Les lignes de flux se répartissent inéquitablement sur la surface membra-
naire, ce qui indique que des contraintes variables s’appliquent aux lipides de
la membrane. De plus, ces contraintes s’appliquent différentiellement suivant
le feuillet.

5.2 Discussion

Les simulations des systémes encombrés ont montré que la composition
en lipide de la membrane influence ’agrégation des protéines en biaisant les
possibilités d’orientation relative entre les monomeéres. Ceci est corrélé aux
différents enrichissements des lipides sur la surface des protéines, qui peuvent
aboutir & la modulation des zones privilégiées pour ’établissement de contacts
protéine-protéine.
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Notre modéle de Monte-Carlo ne nous a pas permis de comprendre les
forces a l'origine de l'organisation des protéines dans nos systémes gros
grain. Cependant, nous avons vu au travers des densités de protéine que,
plus que les contacts entre les faces, les contacts entre les pointes semblent
déterminants. Nous devrons donc modifier le modeéle d’interaction afin de
pouvoir intégrer ce mode privilégié d’association. Par ailleurs, nous avons
simplement essentiellement joué sur des différentiels d’interaction entre les
faces, mais pas encore sur la portée de l'interaction. Nous pensons que celle-ci
pourrait étre critique et pourra étre modifiée pour prendre également en
compte l'existence de barriéres d’énergie potentielle & longue distance.

Notre étude sur la densité moyenne des lipides a la surface des protéines
ne rend pas compte des variations qui pourraient exister entre les différents
monomeéres. Aussi, il serait intéressant de pouvoir étudier ces fluctuations en
relation avec les flux de lipides que nous avons pu mettre en évidence grace a
I’approche des lignes de flux.
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Section 6

Conclusion

Les protéines membranaires évoluent dans un environnement complexe.
Afin d’accomplir leur fonction, elles auront parfois besoin de lipides particulier
(comme les cardiolipines), mais elles doivent aussi faire avec un ensemble de
contraintes variées. Parmi ces contraintes, la plus grande est probablement
la compétition avec les autres protéines : comment est-ce qu’une protéine
particuliére va s’approprier un lipide, essentiel, alors que d’autres protéines
en auront aussi besoin ? Et au dela du lipide, comment une protéine va-t-elle
réussir a oligomériser avec ses bons partenaires dans une membrane remplie
d’autres protéines ?

Dans cette thése, nous avons utilisé des méthodes in silico telles que la
dynamique moléculaire gros grain et les simulations de Monte-Carlo pour
répondre a ces questions au mieux. Nous avons de plus utilisé deux approches
principales dans la maniére d’appréhender ces problémes. La premiére est
d’isoler une ou deux protéines dans un systéme simple et d’étudier les relations
avec les lipides ou la deuxiéme protéine. La deuxiéme est d’au contraire aller
vers une augmentation de la complexité et tenter de comprendre comment
ce que l'on a observé sur des systémes plus simples se combinent et peuvent
amener a une compréhension plus globale de ce qu'’il se passe dans la membrane.

Dans la section 3, nous avons tout d’abord calculé le potentiel de force
moyenne entre deux monomeéres d’ Aquaporine Z et observé 'existence de forces
s'exercant a longue distance entre deux monomeéres. Ces forces s’appliquent
différemment suivant l'orientation relative des protéines et s’étendent jusqu’a
une distance minimale de 50 A depuis la surface de la protéine; en effet, la
taille de nos systémes ne nous a pas permis d’arriver a une distance ou les
monomeéres ne s’influencaient plus. Dans ces calculs, nous apportons de plus
une caution méthodologique dans les calculs d’énergie libre des protéines
membranaires qui concerne les degrés de libertés orthogonaux. En effet,
certaines variables comme les orientations relatives entre les deux protéines
doivent étre au moins surveillés et doivent &tre pris en compte par 1’algorithme
d’intégration thermodynamique dans le cas ou elles ont une diffusion trop
lente pour les échelles de temps des simulations.
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Sans prendre en compte ces orientations relatives, ’estimation de ’énergie
libre pourra ne pas étre correcte. La sections 7 montre que, méme dans le
cadre d'un protocole classique d’Umbrella Sampling appliqué au modeéle de
référence du segment transmembranaire de la Glycophorine A, des biais sur
I’échantillonage de ces orientations meénent a des distorsions dans le PMF
calculé.

Ces résultats montrent aussi que le protocole ABF, parce que moins dé-
pendant du chemin originalement établi sera moins soumis aux blocages qui
conduisent au biais décrits. La section 9 suivantes montre cependant que le
protocole que nous avons développer pour pallier ces défauts souffre de défauts
techniques qui limite son usage en routine.

Dans la section 4, nous nous sommes intéressés a ’origine de ces forces a
longue distance dans le cadre d’un monomeére ou d’un tétramére d’Aquaporine
Z isolé dans une membrane. Nous avons étudié plus particuliérement 1’orga-
nisation des lipides autour de la protéine, seul candidat pouvant transporter
ces forces au dela du cut-off des simulations réalisées. Dans cette étude, nous
avons mis en relation les forces a longue distance précédemment décrites
avec ’adaptation des lipides a la surface de la protéine et le tri qui s’opére
sous la dépendance de cette surface. Nous avons de plus complexifié notre
membrane en y ajoutant des cardiolipines, un lipide majeur de la membrane
interne d’E.coli, et en faisant varier le degré d’insaturation. Dépendant des
propriétés physico-chimiques de la surface de la protéine, les lipides vont alors
étre triés selon leur charge, faisant écho a la "positive-inside rule" mais aussi
selon leur degré d’insaturation qui permet une adaptation a la topographie
de cette surface. Ainsi, la complexification de la membrane ne s’oppose pas a
la formation de perturbations qui la encore s’étendent sur de longues distances.

Dans la section 5, nous avons ajouté un degrés supplémentaire de complexi-
fication en augmentant la taille de la membrane et le nombre de protéines.
Nous nous sommes ici intéressé a I'impact des forces entre les monoméres
d’Aquaporine Z et l'organisation des lipides sur la structuration des protéines
dans un contexte de membrane encombré. Dans le contexte de ces membranes,
qu’elle soit de composition "simple" ou "complexe", les protéines s’organisent
dans un réseau de chainettes sur 1’échelle de la dizaine de microseconde.
Nous avons observé que la composition en lipide de la membrane influence
I’agrégation des protéines en biaisant les possibilités d’orientation relative
entre les monoméres. En méme temps, les différents enrichissements des
lipides sur la surface des protéines aboutissent & des zones privilégiées pour
I’établissement de contacts protéine-protéine.

Comme spécifié dans mon introduction, Langmuir (LANGMUIR, 1917) insis-
tait sur une différence entre des "forces physiques" qui s’appliqueraient jusqu’a
une distance infinie de maniére non spécifique et des "forces chimiques" qui au
contraire auraient une portée limitée et dépendrait de la nature des atomes qui
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forment les molécules et de leurs voisins. Plus particuliérement, il décompose
ensuite ces "forces chimiques" en deux catégories qui ont encore une pertinence
maintenant :

— La premiére est une force trés spécifique qui agit d’atome en atome, de
maniere similaire dans toutes les directions. Cette catégorie peut alors
accueillir les forces qui gouvernent l’ancrage des lipides a la surface de
la protéine et les spécificités d’interaction a courte distance entre les
protéines.

— La deuxiéme, bien que moins spécifique, provient de la combinaisons des
différents atomes et peuvent alors agir dans des directions spécifiques.
Les forces a plus longue distance, qui dépendent des faces des protéines et
qui gouvernent leurs probabilités d’orientations relatives peuvent entrer
dans cette catégorie. Ces forces vont aussi correspondre aux effets de
tri des lipides qui se répercutent a plus longue distance a partir de la
surface de la protéine.

Nous pouvons ainsi décrire les différentes influences dans "la vie" d’une
protéine membranaire. Au moment de sa traduction et de son repliement,
cette protéine va avoir trois problémes majeurs : ne pas agréger avec d’autres
protéines, trouver ses partenaires et récupérer les lipides nécessaires a sa
fonction.

A peine produite, elle va étre confrontée aux interactions a longue distance
émanant des effets "lipophobes" que nous avons décrit (J.-P. DUNEAU et al.,
2017). Inversement, elle va aussi étre a ’origine de ce méme effet ; ces processus
vont alors étre indispensable pour assurer la dispersion des protéines dans le
cadre naturel d’une membrane native trés encombrée. Cet effet va prendre son
origine dans le tri et ’adaptation des lipides sur la surface de la protéine, tout
en sélectionnant les lipides nécessaires a sa fonction comme les cardiolipines.
Ces cardiolipines vont aussi permettre a la protéine de se réorienter plus
facilement dans la membrane. A partir de ces lipides a la surface et se
propageant de couche de lipide en couches de lipides, des forces a longues
distances vont aussi étre a 'origine du recrutement des partenaires de cette
protéine en favorisant des réorientations, aboutissant a des chemins privilégiés
amenant au premier contact.

A ce moment, ot mon travail s’arréte, un nouveau probléme se présente : le
remplacement des lipides ancrés sur les surfaces par les surfaces des protéines
partenaires.

Dans la continuité de ce travail, un objectif optimiste sera d’étudier 1’in-
fluence de mutations de I’AqpZ sur les PMF tridimensionnels obtenus dans la
section 3. Cependant, cette perspective sera dépendante des moyens mis en
oeuvre pour résoudre les problémes techniques liées a ’exploration des orien-
tations relatives couplée a I’ ABF.

Un deuxiéme objectif sera d’analyser plus en détails le comportement de la
membrane encombrée afin de pouvoir reproduire 'organisation en chalnettes
dans des simulations de Monte-Carlo, afin de comprendre par quelle combinai-
son d’interaction a courte et a longue distance ces organisations vont naitre.
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Plus ambitieusement, nous pourrions alors trouver un jeu de parameétres pour
retrouver les faces natives dans les simulations de Monte-Carlo.

Il nous faudra aussi analyser les flux de lipides et les propriétés de transport
d’une surface a l'autre en fonction de 1’état d’oligomérisation de la protéine :
est-ce que les lipides disponibles peuvent contribuer a organiser cinétiquement
I’assemblage des protéines ?

Enfin, un objectif plus éloigné serait de trouver des coordonnées généralisées
permettant de comprendre les derniéres étapes de l'assemblage apres le pre-
mier contact, qui mettent en jeu le remplacement des lipides par des surfaces
protéiques. Tout cela pour finalement arriver a comprendre toutes les étapes
qui ameénent & un tétrameére.
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Section 7

Utilisation du gros grain avec
I’ABF, dans NAMD

Dans la section 3, nous avons vu que, pour étudier la thermodynamique de
I’assemblage de deux monomeres d’Aquaporine Z, 1’utilisation de coordonnées
généralisées supplémentaires est indispensable. Alors que la distance était cor-
rectement échantillonnée, les orientations relatives entre les protéines ont dues
étre contrélées pour permettre 'intégration thermodynamique. Cependant, les
calculs réalisés concernent un couple de monomeére dont la taille est bien supé-
rieure a celle habituellement étudiée dans ce type de calcul. Le plus souvent,
les assemblages étudiés se limitent a ceux de segments transembranaire uniques
dont on cherche a caractériser les interactions. Dans ce cadre, celui de la Gly-
cophorine A constitue le modéle de référence. Nous avons donc voulu tester sur
ce systéme notre implémentation du couplage de I’ABF et du champ de forces
MARTINI au sein du logiciel NAMD. En comparant notre approche a celle
classique de ’'umbrella sampling, nous avons de nouveau observé comment un
défaut d’exploration de 1’espace configurationnel et notamment orientationnel
peut altérer la qualité du PMF produit. Dans la section d’aprés, nous revien-
drons sur les difficultés techniques et algorithmiques qui limitent l'usage de
cette implémentation.

Les schemes d’intégration thermodynamique requiérent une hypothése fon-
damentale : les degrés de libertés orthogonaux, qui ne sont pas sous le contréle
de l'algorithme d’intégration, doivent étre échantillonnés correctement ; c’est
a dire échantillonnés selon la fonction de partition sous-jacente. Alors qu’il
est moins problématique de sous-échantillonner des états de faible probabilité
d’existence, qui sont des zones de haute énergie sur le PMF, cela redevient un
probléme lorsque des zones de faible énergie sont cachées derriére des barriéres
énergétiques qui ne peuvent pas étre surmontées dans les échelles de temps de
la simulation. Cette préoccupation est d’autant plus critique dans les systémes
gros grains membranaires lorsque, malgré une diffusion facilitée, les temps des
mouvements d’intérét sont encore plus grand.

Nous avons en effet vu précédemment (section 3) que les réorientations des
protéines sont des mouvements qui ne sont pas échantillonnés spontanément
dans les échelles de temps des simulations. La possibilité de surveiller des
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coordonnées de réaction autres que la coordonnée d’intérét devient donc
indispensable. Alors que cela est déja possible en utilisant le module colvars
avec une variété importante de coordonnées de réaction prédéfinies, cette
possibilité est restreinte a l'utilisation du logiciel NAMD. Cependant, dans
le contexte de simulations membranaires, le modéle gros grain MARTINI est
utilisé et optimisé avec le logiciel GROMACS.

Comme nous sommes conscients que la facilité d’utilisation des algorithmes est
une des deux raisons principales de leur diffusion (I’autre étant leur utilité),
nous sommes convaincus que le couplage du module colvars, qui permet de
suivre une grande variété de coordonnées de réaction et d'utiliser plusieurs
algorithmes d’intégration thermodynamique, avec le champ de forces gros
grain MARTINI permettrait de fondamentalement améliorer la poursuite de
I’énergétique de systémes gros grain et d’apporter un plus grand focus sur les
coordonnées orthogonales.

Cette section s’intéresse donc a valider I'utilisation du module colvars, dans
NAMD, avec le champ de force gros grain MARTINI en utilisant la classique
dissociation du dimére de Glycophorine A (GpA). Nous comparerons le PMF
obtenu par 'utilisation de ’ABF dans NAMD avec celui obtenu par US dans
GROMACS d’aprés le protocole de SENGUPTA et al. (2010).

7.1 Résultats

Pour étudier ’association d’un dimére de GpA, nous avons cherché a nous
placé dans des conditions aussi proches que possible de celles proposées par
SENGUPTA et al. (2010). Le dimére de GpA a été inséré dans une membrane
de DPPC. Aprés une équilibration d’une microseconde, nous pouvons alors
effectuer 'intégration thermodynamique selon la distance entre les monomeéres.

I’ABF mono-dimensionnel en utilisant NAMD a utilisé la distance entre
le squelette des monomeéres comme coordonnée de réaction. Dans ce calcul, la
distance a été explorée de 5 4 25 A par pas de 1 A pour mimer les 21 fenétres
d’US réalisé dans l'article de référence. Le PMF de l'association du dimére de
GpA obtenu aprés 20 ps de simulation, est présenté dans la figure 7.1.

Ce PMF présente un minimum global unique 4 5 A. Un premier épaulement
est présent vers 12 A suivi d’un second minimum, puis un dernier épaulement
a 15 A avant d’arriver a un plateau & 25 A. La différence d’énergie libre entre
I'état dimérique et 1’état totalement dissocié est d’environ 12.5 kJ.mol!.

L’US a suivi le protocole de SENGUPTA et al. (2010) avec GROMACS 5.1.4.
Dans cette simulation, le potentiel parapluie agit sur les billes du squelette du
premier peptide avec une constante de force de 1000 kJ.mol'nm™. Le calcul
a consisté originellement en 21 fenétres d’échantillonnage qui correspondent
a un décalage de 0.1 nm par simulation. Afin d’assurer un échantillonage le
meilleur possible, le nombre de simulations a ensuite été augmenté jusqu’a 97.
Dans ’article original, les structures initiales ont été extraite de simulation
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F1GURE 7.1 — Potentiel de force moyenne de 1’association du dimeére de GpA se-
lon la distance entre les monomeéres par ABF. L’échantillonnage correspondant
est montré en dessous.

provenant d’assemblages spontanés. Pour cette étude je suis parti d’une
simulation de dynamique dirigée a partir de l’état dimérique et équilibrés
pendant 200 ns. Chaque fenétre a ensuite été simulée pendant 2 ps. La
méthode WHAM a été utilisée pour débiaiser le potentiel parapluie. Le PMF
correspondant est présenté dans la figure 7.2 (haut).

Sur ce profil, il y a deux minimums & 6 et 9 A qui correspondent a des
états associés. Ensuite, au plus les segments transmembranaires de la GpA
s'éloignent, au plus I’énergie libre augmente jusqu’a un épaulement vers 15 A
pour arriver & un plateau a 25 A. Il n’y a pas de barriére a I’association. La
différence d’énergie libre entre 1’état dimérique et 1'état totalement dissocié
est d’environ 11.5 kJ.mol™!.

Une différence majeure avec la simulation de référence de SENGUPTA
et al. (2010) et notre étude ABF précédente est la présence de ce deuxiéme
minimum & 9 A. L’échantillonnage correspondant est montré dans la figure 7.2
(bas). Ce deuxiéme minimum est d & deux simulations qui présentent une
distribution Gaussienne plus resserrée autour de 9 A. Une de ces configurations
est présentée dans la figure 7.3.

A cette distance, le systéme est bloqué dans une configuration ou les hélices
se touchent sur la portion N-terminale.
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FIGURE 7.2 — Potentiel de force moyenne de l'association du dimeére de GpA
selon la distance par US (haut) et échantillonnage de cette simulation (bas).
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FiGurE 7.3 — Configuration problématique de I’'Umbrella Sampling. Chaque
hélice de Glycophorine A est représentée en surface avec le squelette en rose et
les chailnes latérales en jaune.

7.2 Discussion

Nous avons calculé le PMF de 1’association du dimeére gros grain de GpA
en utilisant 1'US (classique, dans GROMACS) et ’ABF (dans NAMD). L’ABF
en particulier présente une bonne adéquation avec les PMF publiés malgré
de petites différences (SENGUPTA et al., 2010). De maniére surprenante, une
meilleure adéquation est méme trouvée avec un PMF calculé pour un systéme
tout atome (KuzNETsOV et al., 2015).

En revanche, le PMF réalisé en utilisant I'US montre des limites. En effet
le deuxiéme minimum observé dans notre étude, & 9 A, est absents dans les
autres PMF publiés. Ce minimum, qui correspond a des configurations ou
les protéines sont bloquées semble provenir d'un artefact lié aux conditions
de production des coordonnées initiales. Pour notre US, elles sont issues
d’'une simulation de dynamique moléculaire dirigée démarrée a partir de la
structure cristallographique du dimeére. Cette simulation a favorisé le maintien
de contacts inter-protéines y compris a de grandes distances. Aussi,le chemin
emprunté et I’échantillonnage qui a suivi a pu privilégier des configurations a
forte enthalpie supportant méme la formation d’un tilt important. Cependant,
de tels états devraient étre entropiquement défavorisés notamment a cause
de l’exclusion des lipides de la surface concernée. Dans un contexte ou
le gros grain favorise notoirement les contacts entre hélices membranaires
(JAVANAINEN et al., 2017), le risque est alors de rester bloqué pendant tout le
temps de I’échantillonnage.

Au contraire, dans I’ABF, les protéines font des allées et venues entre
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les différentes positions de la coordonnée de réaction, créant ainsi de mul-
tiples événements de dissociation et d’association. De méme, pour leur US,
SENGUPTA et al. (2010) ont généré leurs configurations initiales a partir de pep-
tides séparés qui se sont auto-assemblés. De cette maniére, les conformations
initiales était probablement moins stabilisé et donc plus facilement dissociables.

Le soucis rencontré avec notre protocole d’Umbrella Sampling souligne de
nouveau le risque associé au mauvais échantillonage des coordonnées orthogonal
a celles contrélées (et en particulier celles liées & ’orientation relative). Dans
cette situation, a partir du moment ou un blocage opére, les autres orientations
ne sont plus explorée menant & une mauvaise appréciation du PMF. Dans ce
cadre, I’ABF a permis de s’affranchir de ces problémes. Comme dans la section
3, cette étude souligne le role que peuvent jouer les coordonnées de réaction
orthogonales dans le calcul d'un PMF.
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Section 8

Modélisation d’un polymeére
amphiphile, mimant les propriétés
du copolymeére de SMA

Nous avons vu dans la section 4 que des enrichissements en lipides dé-
pendent de la nature des surfaces protéiques. En particulier, les Cardiolipines
(CL) se positionnent de fagon préférentielle & 'interface entre les sous-unités
d’Aquaporine Z en accord avec des données expérimentales de spectrométrie de
masse native. Cependant, les enrichissements que nous observons sur la surface
ne sont pas compatibles avec ceux observés au laboratoire par V.Schmidt a
partir de I'utilisation d’un polymeére de SMA (Styrene Maleic Acid) (figure 8.1).

L’analyse de la composition en lipide des nanodisques montre une déplétion
en CL. Nous avons donc des simulations qui montrent un enrichissement en
CL et des expériences qui montrent une déplétion. Le polymeére de SMA est
décrit dans la littérature comme permettant de capturer la protéine et son
environnement comme le ferait un emporte piéce (Figure 8.2) afin d’obtenir
des nanodisques.

Est-ce que le modeéle gros grain n silico n’est pas a méme de capturer les
enrichissements des lipides autour la protéine ? Ou est-ce que les expériences
biaisent notre vision de l’environnement immeédiat de la protéine a cause du
polymeére ? Pour répondre a ces question, j’ai donc développé un modéle gros
grain d’un polymere amphiphile similaire au SMA.

8.1 Résultats

8.1.1 Rapprocher la simulation de I’expérience : dévelop-
pement d’un polymeére gros grain

Le développement d’'un polymére gros grain doit suivre les contraintes
du champ de forces MARTINI avec des billes prédéfinies qui représentent
environ 4 atomes "lourds". Pour cette raison, un polymeére réaliste de SMA
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FicuRrE 8.1 — Compositions en tétes polaires des lipides isolés de la membrane
interne d’E.col: en association avec I’AqpZ et le mutant déstabilisant W, A
dans des nanodisques de SMA. Les compositions montréss sont les moyennes
et erreurs standard déterminées en utilisant trois réplicats biologiques. Lia com-
position en CL des nanodisques est significativement réduite (*, P<0.05; **,
P< 0.01) relativement a la composition de la membrane. La barre foncée a
gauche indique les mesures sur la membrane totale; la barre centrale, les me-
sures sur les lipides co-purifiant avec I’AgpZ dans les nanodisques; et la barre
claire a droite les lipides co-purifiant avec ’AgpZ-W4A dans les nanodisques.
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FIGURE 8.2 — Unités du SMA et représentation atomique d’un polymére (haut).
Schéma possible de la solubilisation de membranes biologiques par un polymeére
de SMA (bas).
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est impossible & modéliser et nous avons plutét cherché a modéliser 'impact
d’un polymére amphiphile, mimant les propriétés du SMA (un agencement de
billes négatives et de styrénes) suivant différents parameétres de billes.

J’ai donc développé un polymére gros grain mimant les propriétés du poly-
mere Styrene Maleic Acid grace a la modularité du champ de forces MARTINI.
Pour le styrene, j’ai utilisé 4 billes hydrophobes (de notation C et SC pour les
billes plus petites des cycles dans MARTINI) en me basant sur la paramétri-
sation existante du polystyréne (RossI et al., 2011); pour I’acide maléique, sa
structure impose deux billes chargées négativement car il n’y a aucune parti-
cule avec deux charges négatives dans le champ de forces. La représentation de
ces deux résidus est montrée dans la figure 8.3.

SC SC Qa
SC (C Qa

FIGURE 8.3 — Schéma gros grain du styréne (gauche) et acide maléique (droite)
formant le polymere de SMA. Les billes C et SC sont hydrophobes alors que
la bille Qa est chargée négativement. Ces billes permettent de reproduire les
propriétés principales d’un polymeére amphiphile tel que le SMA.

Une premiére paramétrisation a ensuite été obtenue grace a auto-
martini (BEREAU et al., 2015) pour les diméres de résidus (styréne/acide
maléique et styréne/styrene) en utilisant la notation SMILES corres-
pondante et en bloquant le nombre de billes voulues dans le script.
Un polymére de 101 résidus est ensuite généré par un script (dis-
ponible a l’adresse https://framagit.org/msidore/thesis_energetics_
lipids/tree/master/Notebooks/Tri_des_lipides) qui va randomiser ’ordre
styréne/acide maléique, en s’assurant de ne pas avoir deux acides maléiques
proches, car le SMA ne semble pas posséder deux acides maléiques cote a cote
(SCHEIDELAAR et al., 2015), et générer une topologie. Pour faciliter la généra-
tion, le polymeére résultant est linéaire; il sera ensuite minimisé et simulé dans
I'eau (Figure 8.4).

Le choix de 101 résidus par polymeére correspond a la moyenne du nombre
de résidus par polymeére déterminée expérimentalement au laboratoire. J’ai
choisi 101 résidus au lieu de 100, alors que ce dernier aurait été un arrondi
prenant en compte la variabilité de 1’échantillon tout en satisfaisant un besoin
humain compulsif d’arrondi, car ce nombre me semblait tout autant arbitraire

82 SECTION 8. POLYMERE AMPHIPHILE Marlon Sidore



8.1. RESULTATS

Type SMILES
S [C@H|[CQQ@H](clcceecl)
SS [C@H|[C@Q@H](clcceecl)[CQH][C@Q@H](clcececl)

SM | [C@@H][C@H](clcceeel)[C@H](C([0-])=0)[C@H](C([O])=0)
MS | [CQ@H](C([0])=0)[C@@H](C([0-])=0)[C@@H](clcccccl)[CQQH]

bbb bho b b B Bl b B b b b e Lo o bR FE bR bl bR b e b B b B b BB b

FicUre 8.4 — SMILES utilisés et exemple de SMA linéaire produit par le script.

que 100 dans ces circonstances.

Les systémes contenant ce polymeére seront détaillés dans les résultats. Brié-
vement, la construction s’est faite en plagant manuellement des polymeéres au
dessus d’une membrane puis en utilisant INSANE pour la solubilisation. Un
nanodisque constituant une parcelle de membrane a quant a lui été construit
en plagant manuellement des polymeéres non collapsés autour d’'un patch de
membrane contenant 1’Aquaporine Z.

8.1.2 Trouver I’hydrophobicité parfaite : solubiliser une
membrane avec un polymeére

Les billes hydrophobes du champ de forces MARTINI peuvent prendre 5
niveaux d’hydrophobicité différents, nommeés de C1 a C5, pour le squelette
du polymeére ou les billes plus petites des cycles qui appartiennent au styréne.
Nous avons alors mis en contact des polyméres avec une membrane dans un
ratio polyméres/lipides similaire & un nanodisque de SMA.

L’hydrophobicité de ces billes est le paramétre qui va déterminer comment
le polymeére va solubiliser la membrane. Lorsque ’hydrophobicité est maximale
(billes C5, figure 8.5, gauche), le polymére ne pénétre pas dans la membrane
alors que lorsque I’hydrophobicité est minimale (billes C1 ,figure 8.5, droite),
le polymeére se mélange complétement a la membrane. Cependant, dans un
nanodisque de SMA, il faut un équilibre entre le mélange et 1'exclusion totale
avec les lipides. Nous avons donc construit un polymeére plus équilibré, avec
un mélange de billes peu hydrophobes au niveau du squelette et de billes
moyennement hydrophobe pour les cycles (ce mélange sera noté C1/SC3, avec
des billes C1 pour le squelette et des billes C3 pour les cycles). Lorsque ce
polymeére est mis en contact avec une membrane (figure 8.6, gauche), il ne
va se mélanger que partiellement avec celle-ci, ce qui est le comportement
recherché pour un nanodisque. Sur une membrane plus grande contenant une
AgpZ, le comportement est similaire (figure 8.6, droite).

Cependant, les échelles de temps des simulations ne permettent pas
d’arriver & la formation de nanodisques (une solubilisation compléte des
membranes prend plusieurs heures au laboratoire). Comme nous ne pouvons
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FIGURE 8.5 — Mise en contact du polymeére trés hydrophobe (billes C5, gauche)
ou peu hydrophobe (billes C1, droite) avec une membrane. Le polymére trés
hydrophobe ne solubilise pas la membrane alors que le polymére moins hydro-
phobe se mixe totalement avec elle. Les lipides de la membrane sont représentés
en batons oranges, le polymeére est représenté en sphéres de Van der Waals avec
les billes des cycles des styrénes en jaune, les billes hydrophobes du squelette
en violet et les billes de ’acide maléique, négatives, sont en cyan.

FIGURE 8.6 — Mise en contact d’un polymére équilibré (billes C1 pour le sque-
lette des styrénes et C3 pour les cycles) avec une membrane (gauche) et avec
une plus grosse membrane contenant une AqpZ (droite). Ce polymeére ne solu-
bilise pas totalement la membrane. Les lipides de la membrane sont représentés
en batons oranges, le polymere est représenté en sphéres de Van der Waals avec
les billes des cycles des styrénes en jaune, les billes hydrophobes du squelette
en rose et les billes de ’acide maléique, négatives, sont en vert.

84 SECTION 8. POLYMERE AMPHIPHILE Marlon Sidore



8.1. RESULTATS

pas savoir si ces parameétres permettraient d’obtenir des nanodisques, nous
nous contenterons donc de ce comportement intermédiaire entre la mixité
complete et ’exclusion compléte pour le choix des paramétres du polymeére.
D’autres tests ont été effectués avec des combinaisons de billes plus ou moins
hydrophobes (données non présentées), mais nous retiendrons la combinaison
C1/SC3 qui semble garantir le comportement voulu dans les limites indiquées
précédemment.

Pour obtenir un nanodisque, nous sommes donc partis d’'une portion de
membrane contenant 1’AgpZ provenant de la section 4 et avons placé des
polymeéres autour.

8.1.3 Un nanodisque

La construction du nanodisque et le nanodisque équilibré est présenté dans
la figure 8.7.

Le nanodisque a été construit en positionnant 4 polymeéres de SMA aux
pourtours d’une parcelle de membrane complexe équilibrée contenant 232 li-
pides et un tétrameére d’AgpZ. On observe le positionnement spontané du po-
lymeére autour du patch de membrane en une dizaine de nanosecondes. Le
nanodisque a ensuite été simulé pendant 1 ps.

8.1.4 Enmrichissements différentiels dans le nanodisque

La table 8.1 indique la présence des cardiolipines a différentes distances de
la surface de la protéine pour la membrane complexe décrite dans la section
4 et pour le nanodisque. On observe une forte diminution de la quantité de
cardiolipines dans la couche la plus externe, celle qui est en contact avec le
polymeére. En revanche, cela se traduit par un fort excés de CL au contact de
la protéine mais aussi dans la tranche intermédiaire.

TABLE 8.1 — Proportions (%) et enrichissement des cardiolipines dans la mem-
brane complexe et dans le nanodisque en fonction des différentes couches de
lipides autour de la protéine.

Distance (&) | Membrane | Nanodisque | Ratio nanodisque/membrane
0-6 11 25 2.3
6-12 6.7 11 1.6
12-18 7.5 4 0.5

Ceci confirme la possibilité d'une influence du polymére sur la répartition

des lipides au sein du nanodisque.
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Ficure 8.7 — Configuration initiale du patch membranaire comprenant un
tétrameére d’AqgpZ, son annulus et 4 polyméres de SMA (en haut & gauche) et
nanodisque obtenu aprés 1 us de simulation (en haut a droite et en bas). Les
lipides de la membrane sont représentés en batons, le polymére est représenté
en sphéres de Van der Waals avec les billes des cycles des styrénes en jaune,
les billes hydrophobes du squelette en rose et les billes de 1’acide maléique,
négatives, sont en vert et le squelette de la protéine est en batons roses.
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8.2 Discussion

Afin de résoudre un conflit entre la simulation et I’expérience concernant
I’enrichissement de certains lipides au contact de 1’Aquaporine Z et dans son
annulus, nous avons développé un modeéle simple de polymeére amphiphile
mimant les propriétés du SMA. Nous avons trouvé un jeu de paramétres qui
permet de former un complexe stable dans lequel le polymeére se maintient
sur le pourtour d’un patch membranaire dont la taille a été imposée par des
contraintes expérimentales (clichés de microscopie électroniques (SCHMIDT
et al., 2018; DORR et al., 2014)).

Au cours d'une simulation de seulement une microseconde, nous avons
ensuite observé une modification des enrichissements en lipide, et en particulier
en cardiolipine, entre le bord du nanodisque et la surface de la protéine. Il
était attendu que, par simple répulsion électrostatique, le polymeére repousse
les cardiolipines vers la protéine.

Ce résultat indique que, méme dans une situation ou le disque serait
globalement déplété en cardiolipines, il peut favoriser le maintient des CL a la
surface de la protéine. Cela pourrait jouer un réle de stabilisation structurale
ou fonctionnelle pour les nombreuses protéines qui montrent une dépendance
a ce lipide.

Nos résultats ne permettent cependant pas de prédire 1’effet de la solubili-
sation des membranes par le SMA sur la composition finale du nanodisque. Ce
parameétre peut également dépendre des autres protéines membranaires, des
conditions et de la cinétique de la solubilisation. Dans le cadre de I’Aquaporine
Z, i1 n'y a donc pas d’'incompatibilité entre l'observation d’une déplétion
globale en CL dans les nanodisques et le maintient d’un enrichissement de ce
lipide en surface.

Récemment, I’équipe de Peter Tieleman a présenté un autre modéle de SMA
gros grain compatible avec le champ de forces MARTINI (XUE et al., 2018).
Leur modéle est basé sur 'utilisation d’une bille supplémentaire qui concerne le
squelette de I’acide maléique. De plus, ils ont utilisé des billes plus petites pour
le squelette (SC1) et les billes des cycles sont plus hydrophobes que dans notre
modéle (SC5). J'ai étudié ce dernier point et constaté dans mes conditions que
le polymeére avait tendance a se collapser plus fortement et & avoir une moindre
miscibilité avec la membrane, de fagon analogue a celle observée dans la figure
8.5. Les cinétiques en jeu dans les simulations sont de toutes fagons difficilement
comparables a celles mises en oeuvres dans les protocoles expérimentaux. Cela
se traduit pour cette étude comme pour la notre par 'impossibilité d’obtenir
un nanodisque a partir de la mise en contact avec une membrane. Ce critére
cinétique est donc peu pertinent pour juger de 'utilité du modéle. Dans tous
les cas, ces changements au niveau des parties hydrophobes de la molécule
n’auront pas de conséquences importantes sur la répulsion électrostatique avec
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les cardiolipines mise en évidence dans notre étude.

88 SECTION 8. POLYMERE AMPHIPHILE Marlon Sidore



Section 9

Investigation d’un crash : pourquoi
MARTINI n’aime pas NAMD

Dans le domaine de la simulation numérique gros grain des membranes bio-
logiques, le champ de forces qui s’est imposé est le champ de force MARTINI.
Ce champ de forces a été développé pour le logiciel de dynamique moléculaire
GROMACS mais une version existe, bien que nécessitant des modifications,
pour le logiciel NAMD (voir méthodes) et qui est disponible & I’adresse https:
//www .ks.uiuc.edu/Training/Tutorials/martini/rbcg-tutorial.pdf.

Cependant, un probléme récurrent dans la mailing list de NAMD
et dans nos simulations est la présence de crash plus ou moins fré-
quents. La terminologie consacrée associée est '"explosion" (http:
//www.gromacs.org/Documentation/Terminology/Blowing _Up) et est le
résultat ici d’atomes se déplagant trop rapidement.

Cette section est destinée a comprendre et expliquer ces explosions.

9.1 MARTINI dans NAMD ou GROMACS : dif-
férences ?

Tout d’abord, nous devons comprendre les différences d’'implémentation de
MARTINI dans NAMD et GROMACS.

MARTINI est un champ de force modulable possédant 16 particules
différentes. Cependant, les paramétres des acides aminés individuels viennent
se superposer aux parameétres des billes individuelles. NAMD ne permet pas
cette combinatoire : la version du champ de force dans NAMD contient donc
111 particules différentes.

MARTINI utilise un réseau élastique pour contrebalancer la perte des
structures fines des protéines comme les liaisons hydrogénes. Ce réseau

élastique est modélisé dans NAMD par des liaisons additionnelles de méme
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constantes de force et de distance que le réseau élastique dans GROMACS.

Une derniére différence est l'existence de liaisons contraintes. Dans
GROMACS, certaines liaisons (du cycle de I’histidine, du tryptophane et
de la tyrosine et de la premiére bille de la chaine latérale de l'isoleucine,
de la thréonine et de la valine) sont contraintes par l’algorithme LINCS.
Dans NAMD, des contraintes n’existent que pour les molécules d’eau par
les algorithmes SHAKE ou SETTLE et ne peuvent s’étendre aux acides
aminés. Une modification simple du code ne permet pas non plus d’étendre
cet algorithme a des systémes de plus de deux particules. Ces contraintes sont
alors modélisées dans NAMD par des liaisons avec une grande constante de
force.

I1 semble alors que ce soit cette derniére différence qui soit la source de
I’instabilité. Un petit écart de la position contrainte, due & un point chaud
momentané, entrainerait alors un grand écart énergétique en réaction.

9.2 Etude de cas

Pour wvoir plus en détails ce qu’il se passe lors d'une explo-
sion, j’ai repris une simulation d'un dimeére d’AqpZ préalablement
simulé et j'ai sauvegardé une configuration par étape jusqu'a lex-
plosion. Une vidéo de cette explosion est disponible a I’adresse
https://drive.google.com/open?id=17FoNtu0zBlktIcn1IJgqiD1BoU32zT3h
et les évolutions temporelles de 1’énergie des liaisons, des angles diédres et de
Van der Waals sont présentés sur la figure 9.1.

Cette simulation a explosé au bout d’environ 2700 steps, ce qui correspond
a 27ps. Le temps de simulation n’est ici pas pertinent pour interpréter cette
explosion car je suis parti d'un systéme précédent qui avait déja été simulé
pendant 20 ps. Les énergies des liaisons et des angles diédres augmentent énor-
mément 4 la derniére étape sauvegardée (juste avant le crash), ce qui indique
gu’une bille au moins s’est largement éloignée de sa position d’équilibre. L’éner-
gie de Van der Waals augmente tout autant et indique que cette bille s’est alors
retrouvée a la méme position qu’une autre. L’étape d’apres, I’explosion, résulte
du contrecoup des fonctions du champ de forces avec un écart a la position
d’équilibre si important.
La vidéo révéle aussi un jeu de "boules de billard" ou la bille incriminée et les
billes alentours se déplacent loin de leur position d’équilibre et finissent par
causer ’explosion.

9.3 Discussion et conclusion

Des explosions, comme dans 1’étude de cas précédente, sont cependant
courantes dans nos simulations. Pour cette raison, le temps d’intégration est
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réduit a 10 fs; tout temps d’intégration supérieur entraine une augmentation
de la fréquence des explosions.

L’implémentation de MARTINI dans NAMD a déja été utilisée dans la
littérature (SHIH, FREDDOLINO, ARKHIPOV et al., 2008 ; SHIH, FREDDOLINO,
SLIGAR et al., 2007 ; ARKHIPOV et al., 2008) sans noter ce probléme. Malgré
ce silence et depuis mon intervention dans la mailing list de NAMD, je recgois
réguliérement des e-mails mentionnant ce probléme, ce qui indique que de tels
crash sont répandus.

9.3.1 Injection d’énergie dans le systéme

En plus de limiter le temps d’intégration a 10 fs, le remplacement de
contraintes par des liaisons avec une forte constante de force peut alors injecter
de I’énergie dans le systéme lorsque 1’énergie ajoutée n’est pas suffisante pour
faire exploser la simulation. Cette énergie est ensuite évacuée par le couplage
au bain thermique et améne a un possible effet d’amortissement global de la
vélocité des atomes, réduisant alors les mouvements.

Cette instabilité rendrait alors le systéme non-physique et permettrait au
systéme, suivant les moments, de passer des barrieéres d’énergie ou au contraire,
apres amortissement de la température, de ne pas avoir assez d’énergie pour
les passer.

9.3.2 Possibles solutions

Pour utiliser MARTINI dans NAMD, il faut actuellement faire avec cette
instabilité. La solution la plus simple est donc simplement de relancer la
simulation d'une configuration précédente et espérer que le systéme n’explose
pas, ou au moins explose plus tard. C’est la solution mise en oeuvre dans les
simulations utilisant NAMD de ce manuscrit.

Une solution possible est la diminution du temps d’intégration. Moins ce
temps est grand, au moins le systéme explose. Cette solution n’est cependant
pas envisageable car nous perdrions alors l'intérét principal de 1'utilisation du
champ de force gros grain.

Une autre possibilité serait d’adapter l'algorithme LINCS dans NAMD, mais
cela demanderait un travail de développement important dans NAMD.

Comme la contrainte d’utilisation de NAMD vient du module colvars (F10-
RIN et al., 2013), la meilleure solution serait d’adapter le module 8 GROMACS
pour utiliser nativement le champ de forces MARTINI. Une ébauche est actuel-
lement disponible mais nécessite encore un travail important pour la rendre
fonctionnelle. En effet, les développements du champ de force MARTINI se
font actuellement sur GROMACS et cela permettrait 1'utilisation des derniéres
versions du champ de forces avec le module colvars.
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Section 10

Collaboration : Dimérisation de
segments transmembranaires du
systéme de sécrétion de type VI

Le systéme de sécrétion de type VI (T6SS) est une machine macro-
moléculaire trés répandue chez les bactéries a gram négative comme les
Proteobacteries et les Bacteroidetes. Plus particuliérement, c’est une nano-
arbaléte moléculaire impliquée dans la pathogénicité envers les cellules
procaryotes et eucaryotes et la conquéte de nouvelles niches écologiques
(HoopD et al., 2010 ; HACHANI et al., 2016 ; BINGLE et al., 2008). La perte de sa
fonction impacte généralement la pathogénicité envers I’héte (HACHANI et al.,
2016 ; ALTERI et al., 2016), le T'6SS a donc un réle crucial dans la virulence en
plus de son réle antibactérien.

I1 s’agit d’une machine moléculaire ancre au niveau des deux membranes.
Cette machine est constituée de trois sous-complexes : le complexe d’ancrage
aux membranes qui interagit avec la plateforme d’assemblage dans lequel
se loge le complexe tubulaire cytoplasmique (ZOUED, BRUNET et al., 2014)
(Figure 10.1). Un minimum de 13 génes est nécessaire pour l'assemblage d’'un
T6SS fonctionnel, bien que l'opéron du systéme comporte de 16 a 36 génes
suivant les espéces. Dans notre modéle E.col: entéroaggrégative, les protéines
composant le T6SS sont toutes nommeées "Tss" (CASCALEs et al., 2012).

Nous nous intéressons ici aux protéines qui composent le complexe
membranaire, qui permet le recrutement de la plateforme d’assemblage et
le début de la polymérisation de la queue contractile. C’est la seule partie
du T6SS a ne pas étre désassemblée aprés utilisation de la machinerie, ce
qui en fait une cible thérapeutique. Ce complexe membranaire est composé
de trois protéines : TssL, TssM et TssJ, assemblées en décaméres (ZOUED,
BRUNET et al., 2014) (Figure 10.2). TssJ est une lipoprotéine associée a la
membrane externe qui posséde un motif lipobox (ZOUED, CASSARO et al,,
2016) et effectue une liaison avec TssM via son domaine périplasmique. TssM
est ancrée & la membrane interne via 3 hélices transmembranaires (M1, M2 et
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Plateforme d’assemblage:
VErG, TssK, TssF, TssG et TssE (TssA)

Queue contractile :
TssB, TssC et Hep (TssA)

Recrutement
dela
plateforme

Polymérisation
{ dela queue
contractile

Complexe  Recrutement
membranaire de TssA

Prédatrice

recycge de1a machinere ar
FIGURE 10.1 — Généralités sur le T6SS. Représentation schématique A) de
I’architecture globale du T'6SS, avec une photo de cryotomographie électronique

(échelle 9.5 nm) et B) de son mécanisme.
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M3) localisées dans le N-terminal, et traverse le périplasme ot elle se lie avec
TssJ. Il est proposé que TssM soit multimérique et forme un pore traversant la
membrane interne et s’étendant jusqu’au périplasme (ZoUuED, BRUNET et al.,
2014). Les segments transmembranaires de TssM effectuent des contacts avec
TssL (DURAND et al., 2015).

Cette derniére posséde un domaine globulaire N-terminal suivi d’une hélice
transmembranaire C-terminale (L) traversant la membrane interne. Bien que
le domaine C-terminal de TssL soit monomérique en solution, il semblerait que
la protéine dimérise au niveau de son segment transmembranaire : ce dimere
est résistant en SDS (ZoUED, J.-P. DUNEAU et al., 2018).

La plateforme d’assemblage est constituée de 4 protéines (TssE, TssF, TssG
et TssK) qui vont former un complexe avec VgrG, qui permet la perforation de
la membrane cible (ZOUED, BRUNET et al., 2014). Les toxines vont aussi se fixer
via divers mécanismes de transport a VgrG pour étre éjectées dans la cellule
cible. Le tube interne du fourreau contractile est formé de la protéine Hcp qui
s’assemble spontanément en anneaux hexamériques a partir de la plateforme
d’assemblage. Autour de ce tube interne, un fourreau de deux protéines (TssB
et TssC) stabilisent 1’assemblage.

Apreés chaque "tir" de la machinerie, le tube d’Hcp et son fourreau doivent
se reformer tandis que le complexe membranaire est réutilisé. Le complexe
TssJ-TssL-TssM est donc crucial au fonctionnement du T6SS car il permet
I’assemblage du reste de la machinerie. Comme il est en permanence dans les
membranes des cellules, il est aussi une cible thérapeutique de choix : I'inhiber
revient a bloquer le T6SS. Ce projet s’inscrit dans la compréhension des inter-
actions entre les protéines de ce complexe membranaire pour développer des
peptides inhibiteurs qui viendront inhiber les interactions protéine-protéine
au sein de la membrane. Nous nous sommes particuliérement intéressé a la
dimérisation de TssL: (L) et & son interaction hypothétique avec le segment
transmembranaire M3 de TssM.

Cette collaboration pluridisciplinaire méle des approches «n vitro et in vivo,
via des études de ToxCat et de compétition bactérienne menées par Camille
Garcia dans le carde de son M2, Eric Durand et Eric Cascales au Labora-
toire d’Ingéniérie des Systémes Macromoléculaires, ainsi que des simulations
de dynamique moléculaire permettant d’étudier I’homodimérisation de L et
I'interaction entre L et M3 ou j’interviens. Je présenterai donc ici les méthodes
et résultats in sulico et discuterai en faisant appel aux résultats des collabora-
teurs.

10.1 Matériels et Méthodes

Afin de trouver des interfaces d’interaction préférentielles pour les diméres
de L et les hétérodimeres L-M3, nous avons utilisé le protocole DAFT
(WASSENAAR, PLUHACKOVA et al., 2015). Pour chaque couple de peptide,
500 systémes membranaires gros grain utilisant le champ de force MARTINI
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B) oM

FIGURE 10.2 — A) Représentation schématique du complexe membranaire du
T6SS. Ce complexe est composé de trois protéines, TssJ (jaune), TssM (bleue)
et TssL (rouge). Les structures résolues des différents domaines du complexe
sont représentées. B) Représentation des monoméres composant le T6SS.. TssK
(jaune) est une lipoprotéine ancrée a la membrane externe (OM), TssM (bleue)
est ancrée a la membrane interne (IM) par trois segments transmembranaires
(M1, M2 et M3) et TssL (rouge) ancrée a la membrane interne par son segment
transmembranaire (L).
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(MonTICELLI et al.,, 2008; MARRINK et al.,, 2007) ont été créés, chacun
contenant deux peptides possédant des orientations aléatoires dans le plan
de la bicouche lipidique. Cette derniére se compose de POPG et POPE avec
un ratio de 1 :4 (MOREIN et al., 1996) pour modéliser la composition de la
membrane interne de E.col: et d’une concentration en NaCl de 0.15 M.

L’intégrateur leapfrog a été utilisé avec une température de 310 K et

une pression de 1 bar. La température a été maintenue grace a 1’algorithme
de Velocity rescale (BussI et al., 2008) avec une constante de couplage de
1.0 ps! et la pression a été maintenue grace a ’algorithme de Berendsen avec
une constante de couplage de 1.0 pst. Les potentiels de Lennard-Jones et de
Coulomb utilisent une fonction de shift au cut-off a 1.1 nm.
Chaque simulation a été équilibrée pendant 10 ps de NVT avec un temps
d’intégration de 2 fs et 100 ps de NPT avec un temps d’intégration de 20 fs.
Les simulations de production ont ensuite utilisé un temps d’intégration de
20 fs et un temps de simulation de 0.5 ps. Toutes les simulations ont été
effectuées & ’aide de GROMACS 5.1.4 (BERENDSEN, SPOEL et al., 1995;
ABRAHAM et al., 2015).

Les analyses ont été conduites selon les recommandations de DAFT. Dans
un premier temps, les peptides ont été recentrés dans les boites grace aux
outils de GROMACS. Dans un second temps, pour chaque configuration finale
des 500 simulations, une carte de contact a été calculée a partir des paires de
distance entre deux peptides et a été convertit en mesure de proximité, entre
0 et 1, selon la formule (10.1).

pi,j — 60'1*(di’j)4 (101)

Avec p;; la proximité entre les résidus i et j et d;; la distance enrte les
résidus i et j. Seule les proximités entre 0.7 et 1 sont ensuite visualisées.
Les cartes de contacts entre peptides ont été réalisées a l'aide du package
MATPLOTLIB sous python 2.7.4 et les densités protéiques ont été calculées
en utilisant le plugin VOLMAP de VMD (HUMPHREY et al., 1996), puis les
images ont été produites a ’aide de VMD.

Les scripts utilisés dans ce travail sont disponibles a 1’adresse
https://framagit.org/msidore/thesis_energetics_lipids/tree/master/
scripts/daft.

10.2 Reésultats

Afin de trouver les interfaces d’interaction préférentielles entre les peptides
M3, L et le mutant utilisé en RMN appelé 2K, qui posséde deux arginines
en amont et en aval du segment transmembranaire, le protocole DAFT a été
utilisé. nous avons ainsi obtenus des cartes de proximité entre les peptides
L-L, L-M3, 2K-M3, L-2K et 2K-2K (Figure 10.3). La visualisation spatiale des
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peptides correspond a la densité moyenne des configurations finales sur 500
simulations de chaque dimére.
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FicurE 10.3 — Cartes de proximité entre les peptides et densités de présence
des peptides in silico. Etude dynamique des interactions A) homo-L, B) entre
L et M3, C) homo-2K, D) entre 2K et M3 et E) entre L et 2K. L’intensité du
rouge des pixels est proportionnelle a la moyenne de proximité entre résidus.
La représentation des interactions aprés simulation des peptides, ol tous les
peptides rouges sont orientés de la méme facon, est présente a droite des cartes.
Les densités bleues correspondent a la densité moyenne de présence des peptides
partenaires dans les configurations finales des 500 simulations effectuées.

Nous observons une interaction importante entre L et lui-méme et entre L
et M3 (Figure 10.3A et B). Les données de proximité de la simulation homo-L
sont conformes avec les hypothéses des précédentes études et la simulation
entre L et M3 renforce une hypothése établie au laboratoire sur la base
d’études préliminaires de mutagenése et de RMN.

Nous observons ensuite une interaction plus faible entre 2K et lui-méme et
2K et M3 ((Figure 10.3C et D). Cependant, 'interaction entre L et 2K est
presque équivalente a 'interaction homo-L (Figure 10.3E).

Le peptide L est donc capable de se lier a L et M3 alors que 2K montre une
plus grande sélectivité en faveur de sa dimérisation avec L. Cette expérience
soutient aussi I’hypothése d’une interaction entre L et Ma3.
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10.3 Discussion

Le systéme de sécrétion de type VI (T6SS) est une machine moléculaire
majeure impliquée dans la virulence et la compétition bactérienne. Ce systéme
est similaire & une nano-arbaléte, traverse les deux membranes et est composé
d’un complexe membranaire, d’une plateforme d’assemblage et d’une queue
contractile. Nous nous sommes intéressés aux interactions des segments trans-
membranaires des protéines du systéme membranaire, plus particuliérement
des segments transmembranaires L et M3. Un variant utilisé précédemment
en RMN qui posséde deux arginines en amont et en aval, 2K, a aussi été utilisé.

Les résultats obtenus par dynamique moléculaire suggérent que les peptides
modifiés qui inhibent le plus serait moins sensible a I’homodimérisation et
donc plus disponibles pour l'interférence. En effet, le peptide 2K interagit
faiblement avec lui-méme alors qu’il interagit favorablement avec une séquence
sauvage (Figurel0.3C et D). Cependant, il y a une bonne interaction entre
les peptides L et 2K, mais sur une interface de L différente de l'interaction
homo-L, comme indiqué sur les densités de présence A et E de la figure
10.3. Pour l'interaction homo-L, les cartes de proximité sont conformes avec
les hypothéses des précédentes études et nous retrouvons la méme interface
d’interaction que celle observée par spectroscopie RMN (ZoUED, J.-P. DUNEAU
et al., 2018).

Ce résultat est cohérent avec les expériences in wvitro via un test double
hybride ToxCat (Russ et al., 1999). Dans cette expérience, nous avons observé
la capacité du peptide 2K a interférer avec I’homodimérisation de L alors que
le peptide L n’avait aucun effet interférant sur la dimérisation. Ce résultat
contre intuitif peut étre expliqué par une homodimérisation de L qui limiterait
sa disponibilité pour l’inhibition. Cela suggére que les peptides modifiés
gui inhibent le plus serait moins sensible a ’homodimérisation et donc plus
disponibles pour ’interférence.

Les résultats des simulations montrent une interaction importante entre
L et M3 (Figure 10.3A et B) qui consolide notre hypothése d’interaction
entre eux. De plus, il semblerait que le peptide 2K fixe bien L mais fixe plus
faiblement M3. En effet, 'interaction L-2K a lieu au niveau de 'interface sur
laquelle 'interaction L-M3 a lieu. Cela peut s’expliquer par des interactions
électrostatiques différentes : lorsque 1’on substitue les résidus Q209 et R210
par des lysines sur le peptide L, on favorise les ponts salins entre les lysines
chargées positivement et les résidus Q et R chargés négativement dans le
segment transmembranaire.

Ces travaux de collaboration seront poursuivis dans le cadre d’un finance-
ment ANR dans le but d’identifier des interactions possibles au sein du com-
plexe membranaire L et M. Il s’agira de raffiner un modéle de cryo-microscopie
électronique, actuellement disponible & 4A de résolution, pour lequel la partie
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membranaire ne présente pas de densité exploitable. Ces interactions seront
également étudiées pour d’autes bactéries pathogénes qui présentent des T6SS
d’architectures semblables.
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Section 11

Collaboration : Découverte d’un
canal a eau dans NarGH

La superfamille des enzymes & Mo/W-bisPGD comprend un vaste réper-
toire de protéines a molybdéne et tungsténe. Ces protéines catalysent une
grande variété de réactions vitales, impliquées dans des voies métaboliques,
chez les procaryotes. De plus, plusieurs membres de cette famille étaient vrai-
semblablement présents chez LUCA, selon des études de philogénétiques et de
paléogéochimie (NITSCHKE et al., 2009).

Les réactions catalysées comprennent des réactions d’oxydo-réduction (ré-
dox) avec une grande diversité de substrats et de potentiels rédox. L’atome de
molybdéne du centre actif est 1ié covalemment a quatre thiolates faisant partis
de deux pyranoptérines substitués par une guanosine. Cette sphére de coordina-
tion hexavalente du métal est complétée par un ligand acide aminé (Aspartate,
sérine ou (séléno-)cystéine) et un atome de souffre inorganique ou un atome
d’oxygéne (GRIMALDI, SCHOEPP-COTHENET et al., 2013). Une énigme persiste
dans cette superfamille protéique en considérant la diversité chimique limitée
des sites actifs du molybdéne par rapport a la grande diversité des réactivités
et des substrats (GRIMALDI, SCHOEPP-COTHENET et al., 2013).

Des études récentes impliquant de la spectroscopie par résonance para-
magnétique électronique et des caractérisations enzymologiques ont porté
I’attention sur la participation d’un réseau de liaisons hydrogéne autour du
site actif dans la modulation du potentiel rédox au niveau du molybdéne
(S.-Y. Wu et al., 2015; DUVAL et al., 2016). Ces études aménent a explorer
I’environnement du centre a molybdéne dans la détermination des interactions
responsables du réglage fin de la réactivité du molybdéne.

Dans cette étude, nous nous intéressons a la Nitrate réductase A d’E.colz
(Nar). Elle est composée de trois sous-unités, Narl recevant les electrons via
ses deux hemes et ancrant la protéine a la membrane, NarH transférant les
électrons grace a son réseau de complexes Fe,S, (Fe-S) et NarG contenant un
complexe Fe-S et un cofacteur & molybdéne (MoCo) permettant la réduction
du nitrate (JORMAKKA et al., 2004 ; BERTERO, ROTHERY, PALAK et al., 2003).

Cette enzyme peut é&tre considérée comme un modéle représentatif de

101



11.1. MATERIELS ET METHODES

la superfamille de par son repliement prototypique et le cofacteur de sa
sous-unité catalytique. Du point de vue de I’évolution, Nar est une des seules
enzymes a avoir été proposée comme présente chez LUCA et partage un clade
majeur avec la perchlorate réductase (SCHOEPP-COTHENET et al., 2012). Nar
est de plus insensible a 'oxygéne et hautement stable méme sans sa sous-unité
Narl. Elle est en conséquence trés étudiée (GRIMALDI, Biaso et al., 2016;
BERTERO, ROTHERY, BOROUMAND et al., 2005).

Le site actif de NarG présente deux signatures pH-dépendantes du
molybdéne (V) en résonance paramagnétique électronique (EPR), dénotées
"haut pH" et "bas pH" (VINCENT et al.,, 1978). Cependant, la relation
entre ces signatures et les structures cristallographiques accessibles n’est
pas claire. Une étude récente, combinant les techniques d’EPR pulsée et
de calculs de théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT), a montré que
la coordination du métal se faisait par l’aspartate 222 et un oxygéne, soit
un groupement OH soit une molécule d’eau (RENDON et al., 2017). Le site
actif est situé profondément dans ’enzyme. Un entonnoir qui débouche a la
surface de la protéine (Figure 11.1) doit permettre au substrat de diffuser
vers le coeur mais aucun chemin meéne au voisinage du centre actif. Cepen-
dant, a proximité de cette région, une série de résidus polaire pourraient
étre importantes pour la réactivité de I’enzyme et pour la sélection du substrat.

Cette étude fait partie d’une collaboration entre notre équipe, le laboratoire
de Bioénergétique et Ingénierie des Protéines avec Julia Rendon, Stéphane
Grimaldi, Frédéric Biaso et Bruno Guigliarelli et le Laboratoire de Chimie
Bactérienne avec Sinan Al-Attar et Axel Magalon, combinant de la mutage-
nése dirigée, des mesures enzymatiques, des études d’EPR et de la dynamique
moléculaire dans 1’élucidation des déterminants du site actif de NarGH. En
particulier, I'utilisation de la dynamique moléculaire a pu mettre en évidence
I’existence d’un canal & eau dynamique, absent de la structure cristallogra-
phique, reliant le bulk au site actif.

11.1 Matériels et méthodes

Le champ de force AMBER ff03 (BAvLy et al., 1995) a été utilisé pour tous
les systémes, en incluant les parameétres des centres FeS et du GDP qui ont été
extraits et réimplémentés & partir de SMITH et al. (2012) et MEAGHER et al.
(2003) respectivement. Malgré une paramétrisation du cofacteur & molybdéne
récemment effectuée, 1’'utilisation d’une espéce versatile en électrons pose
des problémes de fiabilité dans des simulations Newtoniennes. Nous avons
donc utilisé la structure de l'’apo-NarGHI (PDB ID : 1SIW), qui posséde
une différence structurale négligeable de 0.24 A par rapport 4 NarGHI (PDB
ID : 1Q16). La sous-unité I, membranaire, a été supprimée. La sous-unité
catalytique de l'apo-NarGHI comprend un GDP, lié non covalemment a
I’enzyme, a la méme position que la guanosine d’'une des deux pyranoptérines
du complexe natif. Les molécules d’eau cristallographiques ont toutes été
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FI1GURE 11.1 - Le site actif de NarGH est protégé du bulk par le résidus conservé
Glu-581. Gauche : Représentation de la surface de NarG (gris clair) et NarH
(gris foncé) et leurs cofacteurs. L’entonnoir du substrat (or) a été esquissé
grace a l'outil Caver, et se termine sur le Glu-581 (vert). Droite : vue d’en
haut montrant la position du Glu-581 (fléche blanche) au fond de ’entonnoir
du substrat et une vue simplifiée affichant le Glu-581 et les acides aminés
proximaux. Les images a droites ont été colorés par le facteur b ou le bleu
indique une valeur faible et le orange une valeur forte. Ces images ont été
créées avec PyMol par Sinan Al-Attar en utilisant le PDB ID : 1Q16.
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maintenues. Propka (S@NDERGAARD et al., 2011; OLssoN et al., 2011) a
été utilisé pour déterminer les états de protonation de chaque acide aminé
protonable. La protéine a été solvatée par de 1’eau TIP3P, au centre d’une
boite cubique de 15 nm® comprenant 0.15 nM de NaCl, avec un excés d’ions
Na't pour neutraliser la charge du systéme.

Les simulations de dynamique moléculaire ont été effectuées avec GRO-
MACS 5.1.4 en utilisant 1’électrostatique de Particle Mesh Ewald avec un cu-
toff de Coulomb dans 1’espace réel de 1.2 nm et un cutoff des interactions
de Van der Waals de 1.2 nm avec une correction pour la dispersion a longue
distance. L’algorithme de recherche de voisin a été mis a jour toutes les 10
étapes. Le temps d’'intégration était de 2 fs avec un thermostat de Berendsen
modifié, une constante de temps de 0.1 ps et une température de 300 K. La
pression a été contrélée avec un barostat isotropique de Parinello-Rahman avec
une constante de temps de 2 ps et une compressibilité de 4.5x10° bar? a une
pression de 1 atm. Aprés une minimisation de 3000 étapes d’algorithme du gra-
dient, une équilibration en deux étapes a été effectuée, d’abord en stabilisant la
température pendant 0.1 ns puis en établissant le contréle de la pression pen-
dant 0.5 ns. Deux simulations ont été effectuées pendant 20 ns et une troisiéme
pendant 200 ns. Tous les calculs ont été effectués sur 96 processeurs sur le su-
percalculateur OCCIGEN au CINES (Montpellier, France). Aprés avoir centré
et ajusté la trajectoire sur la protéine en utilisant I’outil trjconv de GROMACS,
les simulations ont été visualisées en utilisant VMD. L’outil Volmap a été uti-
lisé pour calculer les cartes de densité de l’eau. Les liaisons hydrogénes ont été
calculé en utilisant 1’outil hbond de GROMACS. Tous les scripts utilisés dans
ce travail sont disponibles a 1’adresse https://framagit.org/msidore/nargh
sous la license WTFPL.

11.2 Reésultats

L’environnement du site actif de NarGH, entre le molybdéne et le fond de
I’entonnoir, posséde la plupart de ses acides aminés conservés. Cet entonnoir
meéne directement sur deux acides aminés acides, le Glu-581 et 1’Asp-801, dont
le premier posséde un facteur d’agitation thermique élevé sur les structures
cristallographiques, suggérant une certaine mobilité. Cet acide aminé est de
plus prédit pour avoir un pKa proche de 9, ce qui est éloigné de son pKa
classique (3-4) mais qui n’est pas inhabituel dans des environnements de site
actif; il est donc protoné dans nos simulations. Il se situe sur une boucle en
forme de L (His-576 jusqu’a Pro-585), qui sera appelé Glu-loop (Figure 11.2,
gauche)

Trois simulations ont été effectuées en partant de différentes distributions
de vélocités et seront dénommeés simulation 1, 2 et 3. Comme indiqué dans ces
trois simulations, la Glu-loop et le Glu-581 subissent d’importants changements
de conformation (figure 11.2, droite). De plus, l'analyse du réseau de liaisons
hydrogénes (Table 11.1) entourant le Glu-581 indique que la dynamique locale
de la Glu-loop influence fortement ce réseau.
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FIGURE 11.2 — Gauche : Le backbone de la Glu-loop (représentation cartoon,
bleu) avec le Glu-581 (baton), dans la structure crystallographique de I’apopro-
téine (PDB ID : 1SIW). Le MoCo (baton) n’est pas présent dans les simulations
mais indique la position de la Glu-loop par rapport au site actif. Droite : La
structure moyennée du backbone de la Glu-loop (cartoon) avec le Glu-581 (ba-
ton) dans les trois simulations; la simulation 1 est en gris, la simulation 2 est
en rouge et la simulation 3 est en orange.

Résidus impliqués | Simulation 1 | Simulation 2 | Simulation 3 | PDB ID : 1Q16
E581-D801 93.2 0.2 2.5 1
E581-Q234 3.4 18.2 94.2 0
Eb81-Y217 0 0 0 0
Q234-Eau 279 259 169 1
E581-Eau 215 307 291 1
D&801-Eau 104 323 472 3
Y217-Eau 9.5 4.8 0.3 0

TABLE 11.1 — Occurrence (%) des liaisons hydrogénes impliquant des résidus
hydrophiles enfouis dans les 3 simulations de ’apo-NarGH et nombre de liaisons
dans la structure crystallographique (PDB ID : 1Q16). L’occurrence des liaisons
hydrogénes est définie quand la distance entre donneur (D) et accepteur (A)
est inférieure & 3.5 A et I’angle Hydrogéne-D-A est inférieur a 30°.
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Trois comportements différents ont été observés. La structure de la
Glu-loop de la simulation 1 ne dévie pas de la structure cristallographique,
avec une liaison hydrogéne en moyenne entre Glu-581 et Asp-801. A l’inverse,
dans la simulation 2, la Glu-loop subit un changement de conformation qui
a deux conséquences immédiates. Premiérement, la distance entre Glu-581 et
Asp-801 augmente et la liaison hydrogeéne entre ces résidus disparait et est
remplacée par une liaison hydrogéne entre Glu-581 et Gln-234. Deuxiémement,
le changement de structure local de la Glu-loop éloigne la boucle du site
actif. La simulation 3 montre quant a elle une situation intermédiaire; le
backbone de la Glu-loop reste a la méme position que dans la simulation
1 mais la chalne latérale du Glu-581 se réoriente vers le Gln-234 pour faire
une liaison hydrogéne stable. Ni les simulations, ni la structure crystallo-
graphique ne montrent de liaison hydrogéne entre Glu-581 et Tyr-217 (voir
discussion pour ce résultat "surprenant"). Ces résultats soutiennent la vision
d’une Glu-loop dynamique dans NarG, comme suggere aussi le fort facteur
d’agitation thermique observé a ce niveau dans la structure crystallographique.

La table 11.1 montre aussi les degrés d’hydratation des résidus Glu-581,
Asp-801 et Gln-234. Ces degrés d’hydratation dépendent ici de la position de
la Glu-loop et du Glu-581. En particulier, quand la liaison hydrogéne entre
Glu-581 et Asp-801 est cassée dans les simulations 2 et 3, cet aspartate se
retrouve hautement hydraté. La reconfiguration de 1'hydratation des résidus
proches du site actif n’était pas anticipée; pour évaluer la relation entre la
dynamique de la protéine et I'hydratation, j’ai calculé la densité moyenne de
I'eau (Figure 11.3) et suivi la diffusion de molécules d’eau uniques au cours
des simulation (Figure 11.4).

Dans la simulation 1, les molécules d’eau peuvent étre séparées entre 3
groupes spatiaux (Figure 11.4, simulation 1) : le premier est localisé au niveau
de I’entonnoir du substrat (cyan), le deuxiéme se positionne dans un espace
entre le Glu-581 et I’Asp-801 (vert) et le troisiéme se situe dans la cavité du
site actif (bleu). Dans cette simulation, les molécules d’eau ne bougent pas
entre ces différentes cavités, ce qui est cohérent avec les densités d’eau (Figure
11.3) qui montre que les différentes cavités ne sont pas interconnectées. Aprés
le changement de conformation local de la simulation 2, une molécule d’eau
individuelle (cyan) peut maintenant diffuser a travers les trois cavités (Figure
11.4, simulation 2). Tout d’abord, cette molécule explore la cavité du site
actif, puis traverse un tunnel intermédiaire nouvellement ouvert pour finir sa
diffusion dans le bulk a travers I’entonnoir du substrat. Une autre molécule
d’eau (bleu), dont la trajectoire chevauche celle de la premiére, est capable de
diffuser jusqu’a une zone ou le molybdéne devrait se trouver et avoir un site de
coordination proche. Un tel comportement est rendu possible par 1'ouverture
d’un tunnel intermédiaire qui prend son origine dans le déplacement de la
Glu-loop décrit dans la figure 11.2. L’existence de ce tunnel est confirmé par
les calculs de densité de ’eau (Figure 11.3). Quand la structure du cofacteur
MoCo est superposée sur cette trajectoire, aucun chevauchement n’est observé,
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FicURE 11.3 — Densités de l'eau moyennées sur les trajectoires dans les si-
mulation 1 et 2. Le GDP (baton) est présent dans la cavité du site actif de
'apoprotéine. Dans le profil de densité de I’eau de la simulation 1 (grille grise),
aucune jonction n’existe entre le tunnel du substrat (A) et la zone du site actif
(C). Dans la simulation 2 (grille rouge), un canal s’ouvre au milieu dans le
compartiment intermédiaire (B) qui connecte les cavités A et C.
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Simulation 2

Simulation 3

FI1GURE 11.4 — Diffusion des molécules d’eau autour du site actif dans les trois
simulations. Le MoCo (sphéres et baton), absent des simulations, a été ajusté
sur la protéine pour dénoter le site actif. Sur chaque panneau, les résidus qui
entourent un canal aqueux potentiel sont représentés en batons (Gln-234 en
marron, Glu-581 en violet, Asp-801 en jaune, Tyr-217 en vert et Arg-260 en
bleu). La traces de molécules d’eau unique est indiquée par une couleur unique :
elles ne pénétrent pas dans la cavité du site actif (C) dans la simulation 1 mais
traversent totalement dans la simulation 2. La simulation 2 permet le passage
de molécules jusqu’a la cavité intermédiaire (B) uniquement.
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ce qui indique que l'entrée de ce canal est compatible avec la structure de la
holoprotéine. La structure de la simulation 2, permettant ’arrivée de molécules
d’eau jusqu’a la cavité du site actif, peut alors étre considérée comme une
forme "ouverte".

Dans la simulation 3, ou seule la chaine latérale du Glu-581 est renversée,
deux molécules d’eau présentes initialement dans le tunnel intermédiaire
peuvent atteindre I’entonnoir du substrat et le bulk du solvant (Cyan et bleu,
figure 11.4). Dans l'échelle de temps de cette simulation, qui a été étendu
a 200ns, deux autres molécules d’eau plus profondément enfouies dans ce
tunnel restent prisonniéres proche de leur position initiale (gris et vert). Ces
simulations suggérent que le mouvement de la chaine latérale du Glu-581
permet de connecter le bulk au tunnel intermédiaire, mais que le mouvement
de la Glu-loop est indispensable pour permettre 1’entrée jusqu’a la cavité du
site actif comme vu dans la simulation 2.

Dans la forme fermée, deux molécules d’eau sont piégées dans le canal (fi-
gure 11.5 A-B). Ce phénoméne apparait amplifié dans la forme ouverte, ou les
molécules d’eau sont prises en charge individuellement par différents résidus
hydrophiles (figure 11.5 C-F) dont certains ont fait ’objet de 1’étude enzy-
matique. Cela permet de comprendre comment les mutations de ces résidus
peuvent influencer le k.,; en limitant potentiellement 1’accés des substrats au
site actif et le ky; en modifiant la captation de ce substrat au sein de cette zone
qui pourrait étre vue comme un filtre de sélectivité. Par ailleurs, la figure 11.5
G montre la conservation des fonctions physico-chimiques importantes pour la
formation de ce canal au sein de la perchlorate réductase, une enzyme capable
de prendre en charge les mémes substrats. Finalement, la figure 11.5 H illustre
comment cette coordination successive des molécules d’eau pourrait permettre
le transport des protons de ’extérieur vers le centre actif par un mécanisme de
Grotthuss (CUKIERMAN, 2006).

11.3 Discussion

Ce travail s’inscrit dans une démarche interdisciplinaire mélant enzymolo-
gie, EPR et simulations dans le but de découvrir de nouveaux facteurs qui
contrélent la réactivité du centre actif des enzymes de la superfamille des
Mo/W-bisPGD. Dans ce but, nous avons utilisé Nar, une protéine représen-
tante modéle de cette superfamille qui est de plus étudiée dans l'institut et ou
une grande quantité de données biochimiques et structurelles est disponible.

La focalisation de ce travail a été sur la fonction de la Glu-581 ainsi que de
son environnement polaire, tous strictement conservés, qui se situent au fond
d’un entonnoir ol passe le substrat et se termine a environ 10A au dessus du
molybdéne du site actif. Méme si cette région est éloignée du cofacteur, elle
est importante pour sa réactivité. Dans cette discussion, j'intégrerai aussi les
résultats obtenus par les collaborateur, non présentés ici.
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Ficure 11.5 — Coordination des molécules d’eau dans le tunnel dynamique
menant a la cavité du site actif. Dans 1'état fermé (A-B, structure finale de
la simulation 1), deux molécules d’eau sont piégées entre le bulk et la cavité
du site actif sans possibilité de s’échapper. Les chaines latérales qui sont a
distance de contact (< 3.5 A) sont affichées. (C & F) Quatre positions suc-
cessives des molecules d’eau sont observées dans la forme ouverte (structure
finale de la simulation 2). Chaque position est contrainte par des interactions
qui impliquent majoritairement des résidus polaires. (G) Diagrammes de la co-
ordination autour de chacune des molécules d’eau dans le canal. Les contacts
avec des résidus polaires qui impliquent les chaines latérales sont en rouge et
ceux qui impliquent le squelette sont en orange. Les interactions de Van der
Waals (en vert) contribuent & la délimintation stérique de chaque site. Les
labels entourés correspondent aux résidus qui sont conservés dans la perchlo-
rate réductase et ceux soulignés correspondent aux résidus ayant des propriétés
physico-chimiques similaires. (H) Les quatre molécules d’eau (vert) sont affi-
chées ensembles avec une molécule d’eau additionnelle (jaune). La file continue
de molécules d’eau fait le pont entre ’entrée principale de ’entonnoir (trans-
parent) au niveau du Glu-581 et de 1’Asp-801 jusqu’aux résidus proches de la
position théorique du molybdéne comme 1’'His-576.
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11.3.1 pK, et acidité des résidus autour du site actif

L’analyse des pK, nous a conduit a considérer dans nos simulation que
le Glu-581 est protoné et pas 1’Asp-801. Ce dernier semble pourtant faire
une liaison hydrogéne avec cet acide glutamique; cependant, les outils de
prédictions peinent actuellement & prédire la protonation des aspartates (S. J.
F1sHER et al., 2009), ce qui laisse ouvert au doute 1'état de ce résidu.

Une série de mutations ont été effectuées et les paramétres cinétiques de
I’enzyme résultante ont été déterminés. Des mutants E581Q et D801N ont un
k.4 drastiquement diminué et un ky; similaire & ’enzyme native indiquant
d’une part que le transfert de proton émanant de ces résidus est important et
d’autre part que la protonation de ces résidus est impliquée dans la fixation
du substrat.

11.3.2 Implication du Glu-581 et de I’Asp-801 dans 1’ou-
verture et la fermeture du canal

Nos résultats de simulation sont également compatibles avec la suggestion
que des interactions directes entre ces deux résidus pourraient contrdler
I'ouverture et la fermeture de ce canal en promouvant la réorganisation d’'un
réseau de liaisons hydrogénes et le mouvement de la Glu-loop qui aboutit a la
mise en continuité du tunnel avec la zone du site actif.

Des molécules d’eau peuvent alors librement circuler du solvant vers le
centre actif et étre stabilisées dans le canal par des résidus conservés aussi
dans la perchlorate réductase (Figure 11.5). Une chaine de molécules d’eau
peut alors faire le pont entre le solvant et une position proche de la position
théorique du molybdéne. De plus, ce canal est suffisamment large pour pouvoir
accommoder des substrats comme le nitrate et le chlorate, et dans ce cadre
constituer un filtre de sélectivité pour ces substrats.

Finalement, ces molécules d’eau constituent aussi un "cable a proton" qui
pourrait prendre en charge le transport des protons jusqu’au centre actif par
un mécanisme de Grotthuss (CUKIERMAN, 2006).
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Annexe A

Lois de Newton

Newton et le mouvement en physique
L’énonciation des lois de Newton marque un tournant dans 1’histoire des
sciences en étendant le principe d’inertie de Galilée. C’est a partir de New-
ton que 'on peut savoir comment un objet change sa vitesse et sa trajectoire
quand un autre objet l'affecte. Newton a écrit trois lois dans les Principes
mathématiques de la philosophie naturelle :

— La premiére loi est le principe d’inertie de Galilée. "Tout corps per-
sévere dans 'état de repos ou de mouvement uniforme en ligne droite
dans lequel il se trouve, & moins que quelque force n’agisse sur lui, et
ne le contraigne a changer d’état." ou, si un objet n’est pas dérangé,
il continue a avancer avec une vélocité constante avec un mouvement
rectiligne et uniforme (ou ne bouge pas s’il n’était pas initialement en
mouvement).

— La troisiéme loi est le principe d’action-réaction. "L’action est toujours
égale a la réaction; c’est-a-dire que les actions de deux corps 'un sur
I’autre sont toujours égales et de sens contraires." ou, si un objet exerce
une force sur un autre objet, ce dernier exerce une force égale de signe
Opposé sur ce premier.

— La deuxiéme loi est aussi appelée principe fondamental de la dynamique,
et c’est celle qui est a la base du calcul du mouvement chez Newton. "Les
changements qui arrivent dans le mouvement sont proportionnels a la
force motrice; et se font dans la ligne droite dans laquelle cette force
a été imprimée." ou, dit autrement, le changement au cours du temps
d’une quantité de mouvement est proportionnel a la force.

La deuxiéme loi de Newton parle de "quantité de mouvement", ou momentum,
et est le produit de la masse et de la vélocité d’un objet. Cette loi peut s’écrire

d
F= md—: = ma (A1)

oll m est la masse, a est 1'accélération, v est la vélocité et F' est la quantité
de mouvement (ou momentum).
Parler de vélocité n’est cependant pas trés intuitif. On va donc formuler plus
précisément comment les coordonnées x-, y- et z- d’'un objet changent au cours
du temps. Dans un intervalle de temps At, un objet va bouger d’une certaine
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distance dans les trois dimensions Az, Ay et Az en fonction de la vélocité dans
ces trois mémes dimensions. On peut donc écrire le déplacement :

Ax = v At
Ay = v At (A.2)
Az = v, At

Et ainsi reformuler la deuxiéme loi de Newton :

F, mdvz mdzm m
z = = —_— = Qa
dt dt?

dv d’y
dv, d’z
Fz:mdt :mﬁ:ma

Par commodité, ces trois dimensions sont habituellement représentées par
un vecteur unique r et l'on a :

dv, m dﬁ
dt dt?

Dans la suite, seule une dimension (ou degré de liberté) sera traitée par
simplicité.

F.=m

= ma (A.4)

Intégration des lois de Newton
Maintenant, nous pouvons intégrer cette loi pour connaitre de nouvelles po-
sitions et vélocités & un temps ¢t + At. La méthode d’Euler va donner, en
développant la premiére équation de A.2 :

2(t + At) = z(t) + At.v(t) (A.5)

La méthode leapfrog, utilisée dans les schémas classiques de mécanique
(aussi bien en dynamique moléculaire que dans le calcul des trajectoires des
astres), utilise, pour le calcul de la position a ¢t + At, comme meilleure approxi-
mation, la vélocité a t + 2At. On a donc :

2(t + At) = () + At.va(t + ;At) (A.6)

Pour calculer la nouvelle position, il nous faut donc la vélocité a ¢t + %At.
En se référant directement a 1’équation A.3, on retrouve :

1 1
v (t+ EAt) = v(t — EAt) + At.a.(t)
F,
m

) = v,(0) + ;At.aw(O)

8

avec a(t) = (A7)

et v,(t

1
2
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En calculant les positions tous les At et les vélocités tous les ¢t + %At, on

peut ainsi calculer la trajectoire d’un objet. La premiére vélocité pour démarrer
I’algorithm utilise de plus une demi-étape. C’est l'algorithme principal utilisé
dans GROMACS et dans les simulations de ce manuscrit qui utilisent GRO-
MACS.
De son coté, NAMD utilise l'algorithme dit de Velocity Verlet. La différence
majeure est I’évaluation simultanée de v et z en évaluant entre deux étapes la
vélocité a t+ %At. Cette évaluation intermédiaire est allégée en pratique car les
forces de 1’étape précédente sont gardées en mémoire et peuvent étre réutilisées
a I’étape suivante.

1 1 F,
v (t + EAt) = v,(t) + EAt.—w (t)

m z

1
x(t+ At) = x(t) + At.v.(t + §At) (A.8)
1 1 | F, 1
v (t+ At) = v, (t + 5At) + EAt'E(t + 5At)

Chaque méthode d’intégration est ensuite modifiée pour prendre en compte
le contréle de la température et de la pression.

Pourquoi intégrer avec des "demi-pas" ?

Intégrer avec des "demi-pas" permet une propriété importante pour nos sys-
témes : la réversibilité temporelle. Aprées n étapes de leapfrog, on peut inverser
le sens de l'intégration et revenir exactement au point de départ, ce qui n’est
pas le cas de l'intégration d’Euler. On dit que l'intégration d’Euler est d’ordre
1, avec une erreur proportionnelle a ’erreur effectuée en une étape; l'intégra-
tion leapfrog est quant a elle d’ordre 2, avec une erreur qui ne dépassera jamais
Ierreur effectuée en une étape, ce qui permet la réversibilité temporelle.
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Annexe B

Calcul de 'angle de spin

Ce calcul reproduit le calcul de 'angle de spin effectué par le module col-
vars. Il est utile notamment lorsque ce module n’est pas utilisé. Une limitation
de ce calcul est qu’il ne s’occupe que de la rotation autour d’un axe prédéfini;
cependant, la réutilisation de ce code pour s’intéresser a d’autres aspects de
I’orientation entre deux objets est possible. Ce code est disponible en tant que
package python, qui utilise ’API Python/C pour la partie du calcul la plus
intensive, a I’adresse https://framagit.org/msidore/spinpack.

Le probléme de la superposition

Une structure moléculaire de N particules peut étre représentée comme une
matrice Nz3 et représentant les coordonnées x, y et z des particules. Le but de
la superposition de deux structures, donc de deux matrices Nz3, est d’obtenir
la translation et la rotation orthogonale (ou matrice de rotation) qui minimize
le carré des distances entre les deux matrices Nz3.

La translation est rapidement éliminée du probléme en enlevant le centroide
de chaque conformation, ce qui correspond a ramener les centroides des deux
structures a l'origine.

Le probléme de superposition d’une structure B sur une structure A revient
alors & minimiser la somme des moindres carrés F par rapport a la rotation
orthogonale R.

E=|BR- Al (B.1)

ol || X || représente la norme euclidienne de la matrice X. En développant
cette équation, il peut étre montré que la minimisation de E peut étre obte-
nue uniquement a partir du produit interne des matrices A et B (BT est la
transposée de B) :

S:c:c S:cy sz
M =BTA= S, Sy, Sy (B.2)
Sz:c Szy Szz

Ou
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N
Sa:y — ZxB,iyA,i (BS)

Cette matrice est ensuite utilisée pour peupler un quaternion charactéris-
tique de la rotation :

(S:c:c + Syy + Szz) Syz - Szy Sz:v - S:cz S:Ey - Syz
Syz - Szy (S:c:c - Syy - Szz) S:cy + Syz Sz:c + S:EZ
Sza: - sz Sccy + Syz (_Szz + Syy - Szz) Syz + Szy
Smy - Sym Szm + S:cz Syz + Szy (_S:c:c - Syy + Szz)
(B.4)

Cette matrice est ensuite diagonalisée. Le vecteur propre correspondant a la
valeur propre maximale de cette matrice est ensuite un quaternion équivalent
a la rotation maximale. Ce quaternion Q(w,z,y, 2) est ensuite décomposable
en angle de tilt et de spin. Nous avons donc directement l’angle de spin :

angle = 2 x T x arctan2(Q,, Q) (B.5)
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