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Résumé
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Département de Chimie

Institut de Chimie de Nice

Modélisation moléculaire de la perception de la saveur sucrée : approches

structurales et dynamiques.

La consommation excessive et chronique de sucre est un facteur de risque pour
I'apparition de pathologies telles que le diabete de type II ou I'obésité. Une des solu-
tions pour répondre a cet enjeu majeur de santé publique, tout en conservant le plaisir
de la saveur sucrée, consiste en l'utilisation d’édulcorants en substitution du sucre.
Actuellement, un certain nombre d’édulcorants sur le marché présentent arriere-gott
amer ou sont sujets a débat quant a leurs effets sur la santé. Un des objectifs de ces
travaux de these consiste a proposer de nouveaux édulcorants grace a des approches
rationnelles in silico. Un modele statistique a été établi sur la base des structures chi-
miques et a permis d’identifier de nouveaux édulcorants d’origine naturelle. Ensuite,
la reconstruction par homologie du récepteur a la saveur sucrée et I'étude des sites
de liaison apportent des indices, a 1’échelle atomique, qui permettront d’identifier ou
méme de concevoir de nouveaux édulcorants. L’étude dynamique d’un récepteur de
la méme famille (Récepteur Couplé aux Protéines G (RCPG) de classe C) a permis
d’émettre une hypothese sur le mécanisme d’activation, phénomene important pour
la compréhension de la conversion du signal chimique en signal électrique.

Mots clés : RCPG, classe C, Edulcorants, Pouvoir Sucrant, QSAR, Modélisation Mo-

léculaire.
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Molecular modeling of the sweet taste perception : structural and dynamic

approaches.

Sugar overconsumption is a risk factor for pathologies such as type II diabetes or
obesity. Sweeteners consumption is used to overcome this public health issue. Indeed,
they have low caloric value but still preserve the pleasure of sweet taste. Currently,
number of sweeteners are commercially available, but they present a bitter aftertaste
or there is a debate about their safety. One aim of this work was to propose new intense
sweeteners using computational modeling strategies. Through a statistical approach to
predict the sweetness based on the chemical structure of already known sweeteners,
new natural compounds have been identified. Furthermore, the structural study of
the homology model of the sweet taste receptor provides some clues to design new
sweeteners. The molecular dynamic study of a class C G-protein coupled receptor gives
the first molecular hypothesis of the activation process.

Keywords : GPCR, Class C, Sweeteners, Sweetness, QSAR, Molecular Modeling.
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Chapitre 1

Introduction

« Les cing sens donnés par la nature sont la seule mesure du réel, notre seule
possibilité de comprendre et d’interpréter le monde. »

Bessa Vugo

Ce chapitre est basé sur la publication suivante :

Chéron, ].-B., Golebiowski, J., Briand, L., Antonczak, S., Fiorucci, S. (2017).

Ces molécules qui éveillent nos papilles. Actualité Chimique.




2 Chapitre 1. Introduction

1.1 Le goiit

1.1.1 Sens chimiques

¢ Cinq sens pour discerner le monde

L’homme posséde cinq sens, la vue, 1'ouie, le toucher, 'odorat et le gofit. Ils se divisent
en deux catégories selon 1'origine du stimulus. Les trois premiers sont des sens que
I'on peut qualifier de « physiques ». En effet, la vue permet 1’acquisition d"un signal
électromagnétique, 1'ouie, des vibrations mécaniques - ondes sonores - et le toucher,
des variations de pression. L'odorat et le gotit, quant a eux, sont des sens dits « chi-
miques ». La perception associée a ces deux sens provient de l'interaction d’une ou
plusieurs molécules avec les récepteurs situés au niveau de 1’organe sensoriel dédié,
le nez ou la langue. Si ces cinq sens sont les plus couramment cités, ’homme possede
d’autres sens dits « inconscients ». La proprioception permet de situer ses membres
dans 'espace, I’équilibrioception informe du déplacement du corps via I’oreille interne,
la nociception avertit d'une douleur et enfin la thermoception renseigne sur 1’absence

ou la présence de chaleur.

e La complexité des sens chimiques

Les sens « physiques » ont été les plus étudiés. En effet, la compréhension des phé-
nomenes physiques tel que les ondes sonores, les vibrations électromagnétiques et la
pression a l’origine des perceptions sensorielles y a largement contribué. Au contraire,
I'étude de I'odorat et du gotit ont longtemps été mis de c6té, notamment a cause de la
difficulté a caractériser I'origine moléculaire de ces sens. Cette disparité est perceptible
d’un point de vue étymologique.La description d'une saveur ou d"une odeur se rap-
porte souvent a un objet du quotidien. Il apparait plus difficile de verbaliser ce que 'on
gotte ou ce que 1'on sent que ce qui est vu ou entendu. Un autre exemple, nommer les

pathologies associées aux sens physiques semble évident (surdité, cécité, analgésie),
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mais il est moins intuitif de citer celles liées aux sens chimiques telle que 1’anosmie ou

I'ageusie.

e Le gotit, du sapide a I'insipide

Le gofit est un sens complexe et 1'utilisation a mauvais escient de ce terme l'illustre
parfaitement. L'emploi courant et erroné de I'expression « gotit d'un aliment » est lié
a une perception multi-sensorielle comprenant les saveurs (détection des molécules
sapides par la langue) a laquelle s’ajoutent des sensations olfactives (rétronasale) et
somesthésiques (thermiques, tactiles et proprioceptives) [1-5]. En réalité, ’ensemble
des sensations gustatives, olfactives et somesthésiques sont désignées par le terme de
« flaveur » (issu de I'anglais flavour et du latin flare) [6]. La saveur et ’ardme en sont
respectivement les composantes gustatives et olfactives. Quant a la sensibilité somes-
thésique, elle permet d’évaluer la texture et la température d’un aliment ou encore de
ressentir le pétillant, le piquant, I’astringent. .. La définition du gotit, au sens strict, cor-
respond a la perception de molécules sapides par 1’organe sensoriel dédié, la langue.

Cing saveurs sont aujourd ’hui admises : acide, amere, salée, sucrée et umami. L'umami
est la plus récente et est associée a la perception de certains acides aminés (AA). Elle
est caractéristique de la sauce soja ou de certains fromages comme le parmesan.

Avec seulement cing saveurs, il est difficile de caractériser - ou de verbaliser - ce
que l'on peut ressentir lorsque la saveur percue est inqualifiable. L'eau, par exemple,
peut étre considérée comme « insipide » mais une préférence pour certaines eaux est
observée [7, 8] et des bars a eaux se développent pour proposer de telles dégustations.
Contrairement a l'olfaction, pour lequel le prix Nobel de physiologie et de médecine
a été décerné a Richard Axel et Linda Buck en 2004 pour leurs découvertes des genes
codant pour les récepteurs olfactifs et 1’organisation du systeme olfactif [9], ]'ensemble
des récepteurs associés a la perception gustative n’est pas encore connus. La décou-

verte de nouveaux récepteurs gustatifs, possédant une spécificité et une affinité pour



4 Chapitre 1. Introduction

une nouvelle classe de molécules permettra de définir de nouvelles saveurs, enrichis-
sant de fait le vocabulaire associé a ce sens. A celles déja connues, on peut citer no-
tamment les saveurs nouvellement proposées : « gras » (oléogustus) ou « kokumi »

permettant de détecter, respectivement, les acides gras [10] et le calcium [11].

1.1.2 Une histoire de gofit

e A la découverte de la sémantique
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FIGURE 1.1 - Chronologie

La définition du gotit a largement évolué depuis I’antiquité (figure 1.1). Dans I'ceuvre
« Del’ame », Aristote distingue deux saveurs principales et opposées, le doux et 'amer
et considere I'onctueux, le salé, 1'aigre, 1’dpre, ’astringent et 1’acide comme des sensa-
tions dérivant de ces deux saveurs élémentaires. En 1751, Carl von Linné différenciait
dix qualités gustatives « '’humide, le sec, I'acide, I'amer, le gras, 'astringent, le su-
cré, I'aigre, le muqueux et le salé ». En 1824, Michel-Eugene Chevreul distinguait les
dimensions tactiles, olfactives et gustatives. Ce n’est qu’en 1864 que quatre saveurs
« primaires » ou « fondamentales » : le sucré, le salé, I’acide et I’amer sont associées a
des récepteurs gustatifs par A. Fick. La saveur umami, mot d’origine japonaise signi-

fiant savoureux, est définie comme cinquiéme saveur primaire par K. Ikeda en 1908.
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Le nombre de saveurs fondamentales est toujours sujet & débat. Aujourd’hui, une sa-
veur est reconnue s’il existe un « récepteur gustatif » associé. Ils ont été mis en évi-
dence a partir des années 2000 (figure 1.1). Le dogme du caractere additif des saveurs
« primaires » (par analogie aux couleurs) a longtemps persisté. Cependant, les sens
chimiques sont des sens complexes et certaines molécules possedent une double mo-
dalité (la saccharine est par exemple sucrée et amere). Cette subtilité ne permet pas de
catégoriser strictement les saveurs et les connaissances actuelles convergeraient vers

une redéfinition du gotit d’un aliment a 1’aide d"un continuum de qualités gustatives.

¢ Aujourd’hui, place a la gastronomie et aux saveurs

L’odeur ou l'aspect d’aliments peuvent s’avérer trompeurs et leur ingestion peut étre
bénéfique ou se révéler dangereuse. La détection de la qualité et/ou de la quantité de
molécules sapides devient alors essentielle pour assurer le bon fonctionnement de ’or-
ganisme, voire sa survie. Le sens du gotit permet de nous renseigner sur le caractere
comestible et nutritif d'un aliment. Les cinq saveurs aujourd’hui reconnues (saveurs
primaires) peuvent étre associées a des catégories de nutriments. La perception de la
saveur sucrée informe sur 1’apport énergétique des nutriments, la saveur salée sur la
présence de minéraux indispensables au fonctionnement de notre organisme tandis
que I'amertume renseigne sur la présence de poisons potentiels. L'acidité est quant a
elle un marqueur de maturité des fruits ou de la présence de microorganismes poten-
tiellement dangereux pour 'organisme dans nos aliments [12]. Enfin, il est supposé
que I'umami renseigne sur la présence d’AA, important pour notre organisme.

Il est rare aujourd’hui d’utiliser le sens du gofit pour sélectionner de la nourriture
comestible. Lié a cette fonction primitive, il faut évoquer le mécanisme dit d’alliesthé-
sie. Ce terme décrit la relation entre la valence (plaisir ou déplaisir) d'un stimulus et
son effet sur I’organisme. Un stimulus bénéfique pour I'organisme sera généralement
associé a une valence positive. Les saveurs sucrée et salée en sont les représentants,

leur consommation est percue comme favorable par notre cerveau et peut conduire a
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des exces. A I'inverse la saveur amere - associée aux poisons - engendre un mécanisme
de dégotit qui peut étre détourné par accoutumance.

L'impact des saveurs, des aromes et la texture des aliments sur le comportement
alimentaire sont bien connus. Le plaisir de se nourrir apparait comme crucial dans nos
sociétés. A tel point que 'ajustement de chaque ingrédient est important et permet
d’influencer le consommateur, allant jusqu’a préparer les plats en laboratoire [13, 14].
L’art culinaire et la chimie se rejoignent avec la gastronomie moléculaire, discipline ap-
parue dans les années 1980. S'il parait facile de déterminer la valence hédonique lors de
la consommation d’un aliment, les mécanismes moléculaires associés a la perception

des saveurs restent encore méconnus.

1.2 De la molécule sapide a I'intégration du signal

1.2.1 Biologie du systeme gustatif

La surface de la langue possede des papilles gustatives qui varient en forme et loca-
lisation. Une dizaine de papilles caliciformes forment un « V » sur la partie postérieure
de la langue, une dizaine de papilles foliées sont localisées sur les parties latérales
et environ 10 000 papilles fongiformes sont réparties sur la langue avec une plus forte
densité sur la partie antérieure [15] (figure 1.2). Ces papilles contiennent des bourgeons
gustatifs composés de plusieurs strates cellulaires en « forme d’oignons ». Les plus ex-
ternes sont les cellules de soutien, elles forment la paroi du bourgeon et permettent
de délimiter un pore pour les échanges avec le milieu buccal. A I'intérieur, les cellules
sensorielles ont une extrémité apicale avec des microvillosités permettant d’augmen-
ter leur surface de contact. Elles reposent sur une couche de cellules dites « basales »
non différenciées permettant de régénérer les cellules sensorielles, soumises a un stress
permanent, environ tous les 10 jours [16]. La cellule sensorielle contient les récepteurs
gustatifs. L'identification de ces récepteurs dans les années 2000 (figure 1.1) a large-

ment contribué a une meilleure compréhension des premieres étapes moléculaires de
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la perception gustative [17].
Les premiers mis en évidence sont les récepteurs aux saveurs amere, sucrée et

umami au début des années 2000 [18-20]; puis les récepteurs aux saveurs acide et
salé [21, 22]. On distingue deux types de chimiorécepteurs : les récepteurs « canaux »
qui permettent I'entrée d’ions dans la cellule et les récepteurs métabotropes (ou cou-
plés aux protéines G - RCPG) qui transmettent le signal sans autoriser I'entrée des mo-
lécules sapides dans la cellule (figure 1.3). Selon la nature du récepteur, des voies de

signalisation différentes sont sollicitées pour mener a l’activation du neurone afférent

(figure 1.2).
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FIGURE 1.2 — Anatomie du systeme gustatif

Les récepteurs « canaux » permettent la perception des saveurs salée et acide

Pour la saveur salée, I’entrée d’ions alcalins se fait par les canaux ENaC (Epithelial So-

dium Channel) [21], principalement sélectifs au sodium, tandis que le canal & proton
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PKD2L1 (Polycystic Kidney Disease 2-Like 1 protein) [22] est impliqué dans la perception
de la saveur acide. Toute cellule a un potentiel membranaire, dit de « repos » dti a la
différence de concentration en ions de part et d’autre de la membrane plasmique. La
particularité des cellules sensorielles (excitables) est de pouvoir faire varier ce poten-
tiel membranaire pour transférer un signal électrique. La diffusion des ions a travers les
canaux, modifiant alors la polarité de la cellule sensorielle, est a 1’origine du message
électrique qui sera transmis au neurone afférent et interprété par le cerveau. Les ions
Na* ou H* entrent dans la cellule et entrainent une accumulation de charge positive a
la face interne de la membrane plasmique. Ce transfert de charge conduit a I’activation
de canaux sensibles a la dépolarisation de la membrane, le signal est alors amplifié par
une entrée massive d’ions Na* dans la cellule. Le signal se propage jusqu’a la partie
basale ot1 la synapse est présente. Des canaux calciques sensibles aux variations de po-
tentiel membranaire vont alors s’activer et faire entrer du Ca?* dans la cellule [23]. Les
protéines calcium-dépendantes du complexe SNAR permettent I'exocytose du neuro-

transmetteur et activent le neurone post-synaptique (figure 1.2).

Les saveurs amere, sucrée et umami sont dépendantes de 1’activation de RCPG.

Ces récepteurs partagent tous un motif structural caractéristique de sept hélices trans-
membranaires capable de transférer une information chimique externe a l'intérieur
de la cellule. Les RCPG subissent un réarrangement structural suite a leur interaction
avec une molécule sapide. Ce signal conduit a l’activation d"une protéine G hétérotri-
mérique (notamment la G-gustducine [24]), couplée au récepteur, par I’échange d'une
molécule de GDP (Guanosine diphosphate) en GTP (Guanosine triphosphate). Le com-
plexe de protéine G se scinde alors en Ga et G5/+. Cette dissociation entraine ’acti-
vation de multiples effecteurs ayant pour but I’activation de canaux sodiques voltage-
dépendants [23]. Au niveau de la synapse, I'entrée d’ions Na* et une dépolarisation
suffisante permettent 1’activation des canaux voltage-dépendants perméants a 1’ATP

ayant le role de neurotransmetteur pour activer le neurone afférent (figure 1.2).
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Les neurones afférents permettent la transmission de I'information par les paires de
nerfs craniens VII (nerf facial) et IX (nerf glossopharyngien) vers le bulbe rachidien, le
thalamus et enfin vers les centres du gotit formés par le cortex gustatif et 'insula pour
étre traitée puis analysée de maniére consciente et inconsciente [25, 26].

Les récepteurs de la saveur umami et sucrée sont des hétérodimeres de RCPG de
type T1R (Taste Receptor type 1). TIR3 (TIR member 3) est une sous-unité commune aux
deux récepteurs. Le récepteur a I'umami est constitué des sous-unités T1R1 (T1R mem-
ber 1) et TIR3, le récepteur a la saveur sucrée (nommé STR par la suite, pour Sweet Taste
Receptor) de TIR2 (T1R member 2) et TIR3. La présence de multiples sites de liaison sur
ces récepteurs leur permet d’interagir avec des structures chimiques trés variées. Les
récepteurs métabotropes, plus particulierement le STR, seront plus largement détaillés
dans le chapitre 1.3.3. Enfin, il existe une famille de génes (T2R ou Taste Receptor type
2) codant pour les récepteurs de la saveur ameére. L'Homme compte environ 25 genes
fonctionnels et a titre de comparaison, la souris en dispose de 33 [27]. Un récepteur
peut reconnaitre plusieurs types de molécules ameres et une molécule amere peut étre
reconnue par plusieurs récepteurs. La combinatoire d’association est extrémement im-
portante et varie en fonction des espéeces. Cette combinatoire explique la grande diver-
sité structurale de molécules sapides pouvant étre détectées par notre systeme gustatif
(chapitre 2.2.3 p 35). Des facteurs externes peuvent moduler le signal et ajouter de la
subtilité au systéme de détection des saveurs. La composition chimique de la salive

joue notamment un role primordial [28].

1.2.2 Chimie des 5 saveurs

e Salé
D’un point de vue chimique, les sels sont des composés neutres formés par 1’associa-
tion de cations et d’anions. La saveur salée fait penser immédiatement au sel de table

ou chlorure de sodium, NaCl. Toutefois, d’autres halogénures d’alcalins possedent un
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PKD2L1 T1R2-T1R3 T1R1-T1R3
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FIGURE 1.3 — Schéma représentant les cinq familles de récepteurs gusta-
tifs.

Les saveurs acide et salée impliquent des canaux ioniques alors que les saveurs
sucrée, umami et amere sont dépendantes de 1’activation de récepteurs couplés a
une protéine G (RCPG).

gotit salé [29]. IIs sont cependant entachés d’un arriere-gotit souvent amer qui aug-
mente avec la concentration en sel. L'intensité de la saveur salée est non seulement
dépendante de la nature du cation mais également du contre-ion. En effet, ce dernier
joue un role sur la solubilité du cation et donc sur sa disponibilité dans la salive [30],
mais peut aussi interagir avec les voies de transduction du signal dans la cellule senso-
rielle et moduler la réponse au stimulus chimique. D’autres composés comme NH,Cl
ou CaCl; peuvent étre percus salés [31]. Cependant le consensus général est que leur
gott est complexe, dans le sens ot ils possédent un arriere-gotit amer, parfois acide, en
fonction de leur concentration. Le seuil de perception du chlorure de sodium (molé-
cule salée de référence) est de 10 2 mol.L~!. Dans le cas de NaCl, le seuil de perception
est relativement élevé, car la présence d’ions dans les nutriments est cruciale a notre
organisme afin de réguler les équilibres ioniques (homéostasie interne). Le sel est asso-
cié a une valence positive a faible concentration et joue le rdle d’exhausteur de gott. A

plus haute concentration en revanche, le mécanisme d’alliesthésie vu précédemment
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(chapitre 1.1.2) s’inverse et le sel devient aversif. Ce mécanisme de défense mobilise
les cellules sensorielles de 1’amer et de 'acide, qui sont, elles, naturellement associées
a des réponses aversives [32]. C’est au travers de cette double stratégie de reconnais-
sance que nous régulons la quantité de sel ingérée a chaque repas. Il n’existe pas, a
ce jour, d’alternative au sel NaCl qui possederait le méme profil sensoriel. Pourtant,
I'omniprésence de cet exhausteur de gotit (un BigMac : 1010 mg, un plat préparé de
nouille : 4520 mg) [33] inquiete les organismes de santé publique puisqu’il est a 1'ori-

gine de nombreuses pathologies cardio-vasculaires [34].

e Acide

La saveur acide est liée a la détection de protons (H*). Elle est liée a la définition de
Brensted-Lowry de la fonction acide, groupement susceptible de libérer un proton. Le
nombre de molécules appartenant a ’espace chimique de la saveur acide est difficile a
déterminer selon cette définition. Pour un composé donné, ’acidité percue correspond
au rapport des seuils de perception entre ce composé et 1’acide chlorhydrique, choisi
comme référence. Le seuil de détection de ce dernier est de I'ordre de 10 ~* mol.L~!. De
maniere intuitive, on imagine pouvoir relier 'acidité pergue d’un composé a son pKa.
En réalité aucune corrélation ne peut étre établie, confirmant notamment que des fac-
teurs supramoléculaires entrent en jeu. Il a été montré que d’autres protéines réagissent
a l'acidification du milieu intracellulaire suite a la diffusion passive d’acide faible dans
la cellule et modulent le seuil d’excitabilité membranaire [35]. Cette complexité bio-
logique et la multitude de protagonistes impliqués fait de 1’acidité la saveur la moins
bien comprise. Au-dela de cette complexité moléculaire, cette modalité est aussi for-
tement dépendante de la grande variabilité inter-individuelle dans les populations.
Les facteurs tels que la quantité de salive produite, son pouvoir tampon a travers la
concentration en anhydrase carbonique ou son pH [36] font varier 1'intensité percue

d"un composé acide qui y serait dilué.
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e Amer

Les molécules ameres présentent une grande diversité structurale, allant de compo-
sés tres simples comme le cyanure d’hydrogéne (HCN) ou le chlorure de potassium
(KCl) jusqu’a des composés polycycliques de masse molaire supérieure a 900 g.mol L.
On trouve, par exemple, des composés de la famille des flavonoides, des catéchines
ainsi que des peptides modifiés [37]. L'amertume mobilise un circuit d’aversion qui
lui a valu son nom, tiré du latin amarus signifiant « désagréable, pénible, déplaisant ».
De nombreux composés toxiques sont en effet fortement amers, tel que la strychnine,
un alcaloide naturel 1étal a faible concentration. Cependant, le lien entre toxicité et
amertume n’est pas évident. En dépit de cette aversion naturelle, certains composés
inoffensifs (la caféine du café ou la théobromine du chocolat) sont appréciés pour cette
saveur s’ils ne sont pas présents en quantité trop importante [38]. L’analyse du génome
de différentes especes fait plutdt apparaitre un lien entre régime alimentaire et capa-
cités perceptives. En d’autres termes, les especes comme les carnivores, qui peuvent
par exemple se permettre de rejeter les plantes de leur régime alimentaire, ont une
plus grande sensibilité aux composés amers que les herbivores [39]. Chez I'homme, les
seuils de détection de ces molécules sont les plus faibles parmi 1'ensemble des molé-
cules sapides. Celui de strychnine est de I'ordre de 10 -7 mol.L~}, celui du benzoate de
dénatonium, un des composés les plus amers, atteint 10 ® mol.L~!. Ce dernier est uti-
lisé dans la composition de pesticides, antigels ou cosmétiques comme agent répulsif
dissuadant I'ingestion. L'espace chimique connu des molécules a saveur amere compte
environ un millier de composés [37]. La perception de 'amertume mobilise 25 types
de récepteurs, soulignant le role stratégique qu’elle tient parmi les modalités senso-
rielles. Cet espace chimique n’est pas intégralement découvert en regard du nombre

de récepteurs qui interviennent dans ces liens chemo-génomiques.
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e Umami

L'umami, dont le terme provient du japonais signifiant « savoureux » ou « appétis-
sant », est la plus jeune saveur quant a sa description et son approbation par la com-
munauté scientifique. L'espace chimique associé a la perception de la saveur umami
est donc relativement restreint a ce jour. Originellement caractérisée chez ’'homme par
la perception des sels de L-glutamate, et plus particulierement le glutamate monoso-
dique (GMS), cette saveur est définie au sens large par la perception de quelques AA
(L) et certains di- et tri-peptides. Ce n’est que plus tard que deux nucléotides, 1'in-
osine et la guanosine monophosphate (5’-IMP et GMP), ont été découverts pour leur
effet synergique avec le glutamate. Le seuil de détection de la saveur umami est 10 3
mol.L-! pour le GMS, valeur relativement élevée par rapport a la perception des mo-
lécules ameres par exemple. C’est pourquoi cette saveur se trouve dans les plats riches
en glutamate ou protides tels que la sauce soja, certains fromages comme le parmesan,
les viandes, les poissons et crustacés.

L’acide L-glutamique est la forme neutre du glutamate naturellement présent dans
notre alimentation. Il fait partie des 20 AA naturels et est essentiel au bon fonctionne-
ment de notre organisme. C’est un acide faible (pKa de la chaine latérale valant ~ 4.2)
et l'intensité de la saveur umami diminue si le glutamate est mis en présence d'un
acide plus fort. C’est donc le glutamate et pas l'acide glutamique qui déclenche la sa-
veur umami. On trouve le glutamate libre a I’état naturel dans les aliments protéinés
d’origine végétale ou animale (par exemple 1,2 g pour 100 g de parmesan ou de sauce
soja). Sa consommation est de 'ordre de 5 & 12 g par jour en Europe [40] sous sa forme
naturelle a laquelle il faut ajouter environ 1 g par jour en provenance de plats indus-
triels contenant du glutamate monosodique (GMS). Cette consommation additionnelle
dépasse les 4 g par jour dans les pays asiatiques. Le GMS est utilisé comme exhaus-
teur de gotit sous forme d’additif alimentaire (E621) dans de nombreuses préparations
industrielles (plats préparés, en particulier les plats asiatiques, charcuteries/viandes,

biscuits apéritifs, ou encore produits déshydratés). Cette consommation importante de
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GMS est au centre d’un intense débat scientifique et sociétal [40, 41]. Le glutamate est
un des principaux neurotransmetteurs du systéme nerveux central et on soupgonne
qu’une concentration trop élevée en glutamate au niveau des fentes synaptiques est
a l'origine de troubles neurologiques. Il existe chez certaines personnes une réaction
d’hypersensibilité appelée « syndrome du restaurant chinois » qui consiste en 1’ap-
parition quelques minutes apres 1'ingestion d"un repas riche en GMS, de sensations
de brilures, de pressions faciales, des maux de téte, des nausées, ainsi que des dou-
leurs thoraciques [42]. Certaines études ont cependant dénoncé le manque de rigueur
dans les protocoles expérimentaux et ’absence de données cliniques pour tirer de telles
conclusions [43, 44]. Par ailleurs, lorsque la dose journaliere est inférieure a 16 g par
kg, le glutamate est considéré sans risque pour la santé par les organismes de santé
publique. Le consensus actuel dans la communauté scientifique est que de nouvelles
études doivent étre menées pour mieux comprendre les effets du GMS a haute dose

sur I'organisme.

e Sucré

En regard des autres saveurs, le seuil de détection de la saveur sucrée est relative-
ment élevé. Pour fonctionner, un organisme a tout intérét a reconnaitre les nutriments
a haute teneur en sucre et donc a fort apport calorique. On la retrouve naturellement
la saveur sucrée dans des aliments comme les fruits ou le miel et elle est fortement
liée a une valence positive. La famille chimique des sucres (chapitre 1.3.2 p 18) n’est
cependant pas la seule a provoquer une saveur sucrée [45]. Les molécules qui ne sont
pas des sucres mais ayant un gott sucré sont appelés des édulcorants. Leur avantage
est d’étre peu - ou pas - calorique et explique leur succés commercial. Ils peuvent étre
d’origine naturelle ou de synthese. Parmi les composés naturels on retrouve les tres
grandes familles des terpenes, ainsi que des phénols et, plus étonnant, certains AA. La
majorité des phénols a saveur sucrée sont des polyphénols dérivés de flavonoides gly-

cosylés. Parmi les terpénes, on distingue des composés aglycones monoterpéniques,
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sesquiterpéniques et surtout les composés diterpéniques dérivés du noyau du stéviol
et triterpéniques de type saponine. L'engouement pour le stévioside, dérivé glycosylé
du stéviol, présent dans la plante Stevia rebaudiana en fait un exemple de choix. Parmi
les édulcorants de synthese, on n’oubliera pas de citer les plus utilisés par 'industrie
agroalimentaire ces derniéres décennies comme la saccharine, le cyclamate de sodium
ou l'acésulfame de potassium. Leurs découvertes ont, pour bon nombre d’entre eux,
été le fruit du hasard. C’est pourquoi leurs structures chimiques sont tres variées et
sont différentes des édulcorants naturels, quelques exemples sont donnés dans le cha-
pitre 1.3.2. La saveur sucrée et plus particulierement la caractérisation structurale des
sucres et des édulcorants est un des sujets de cette these et sera plus largement décrit

par la suite.

1.3 Focus sur la perception sucrée

1.3.1 Hédonicité et enjeux sociétaux

e Appétence de la saveur sucrée, un caractére inné

Les sucres sont indispensables pour le bon développement de I'organisme et cette sa-
veur a donc une forte valence hédonique positive [46]. L'appréciation de la saveur su-
crée est considérée comme innée, a I'inverse de la saveur amere qui engendre un phé-
nomene « réflexe » d’aversion. Des études faites chez le nourrisson montrent que des
la naissance il peut distinguer différentes concentrations de boissons sucrées. Une ré-
ponse physiologique globale est également observée avec une augmentation du rythme
cardiaque, une décontraction du visage et un sourire ressemblant a un sentiment de
plénitude [47]. De plus, chez le nourrisson, le sucre permet de réduire la douleur. De
I'eau glucosée a 30% est utilisée pour provoquer un état « analgésique » et pratiquer
des actes médicaux [48]. Méme si la valence hédonique positive est universelle, 1’ap-

préciation quantitative est dépendante des individus et de 1’age. Il est supposé que les



16 Chapitre 1. Introduction

enfants ont un seuil de détection plus élevé et une préférence accrue pour les besoins

de leur croissance. Les raisons et les mécanismes sont toujours méconnus.

¢ Une envie insatiable de sucre

La valence hédonique positive prend tout son sens d’un point de vue génétique et
évolutif, elle a permis la sélection et la consommation de denrées alimentaires calo-
riques nécessaires a la survie. De nos jours, 1'acces facilité a des composés sucrés a
détourné cette fonction primitive et a conduit a une consommation excessive et chro-
nique de sucre. Il a été montré que la consommation de sucre tel que le saccharose
permet l'activation du circuit de la récompense, aussi emprunté par les drogues [49,
50]. Un comportement d’addiction a méme été énoncé et reste sujet a débat [51]. Les
comportements et les conséquences associés a la consommation de sucre sont méme
comparés au tabac ou a 'alcool [52].

Il est intéressant de distinguer les effets des sucres et édulcorants sur les systemes
hédonique et homéostasique [53]. Le systeme homéostatique comprend des détecteurs
qui permettent de définir les besoins énergétiques afin de mieux réguler les apports
en sucre. Le systeme hédonique, comme énoncé plus haut, est associé au plaisir et a
la récompense. Le saccharose active ces deux systémes, il engendre a la fois un senti-
ment de récompense et de satiété. Cependant, des effets différents sont observés avec
les édulcorants [53]. D’une maniere générale, ils engendrent une sensation de plaisir,
mais ils ne sont pas tous aussi efficaces pour diminuer 'appétit. Le cerveau analyse de
maniere distincte la valence hédonique positive de la saveur sucrée et celle de ’apport

énergétique.

e L’alimentation et la surconsommation : un enjeu de santé publique

Le saccharose est largement utilisé dans ’alimentation humaine, notamment sous forme
ajoutée. Mais sa consommation en exces dans notre société est un piége. Les rapports
de I'OMS du 4 mars 2015 et du 11 octobre 2016 appellent a réduire la consommation

de sucres libres (ajoutés) car elle est « un facteur important de I'augmentation du nombre
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de cas d’obésité et de diabete dans le monde ». Ces sucres libres sont le principal combat
des organismes de santé et de scientifiques qui tirent la sonnette d’alarme face a cette
surconsommation. Ils dénoncent les pratiques de 1'industrie agroalimentaire qui use
et abuse de saccharose caché dans les plats préparés, boissons, ...[52] C’est un produit
peu coliteux et apprécié des consommateurs pour les raisons énoncées précédemment.
Par exemple, une canette de soda sucré contient jusqu’a 10 cuilléres a café de saccha-
rose (environ 40 g) alors que 'OMS recommande une consommation journaliére de
sucres libres de 25 g, soit environ 6 cuilléres a café. En 2012, 1,5 millions de déces ont
été référencés a cause de diabete et que 2,2 millions de plus sont liés aux conséquences
de I'hyperglycémie (maladies cardiovasculaires et 1'obésité).

En résumé, la surconsommation de saccharose est un facteur de risque pour des
pathologies telles que les caries, le diabéte de type II, les maladies cardiovasculaires et
I'obésité. La réduction de la quantité de sucre dans I’alimentation est un enjeu de santé
publique, a tel point qu'une politique fiscale visant a taxer les produits sucrés a été ins-
taurée en France en 2012 (« taxe soda »). L'identification d’édulcorants a faible apport
calorique est donc un axe de recherche stratégique pour satisfaire les consommateurs
et les différents acteurs de 1'industrie agroalimentaire. Un des objectifs de cette these
est d’utiliser des données structurales (sucres, édulcorants et le STR) pour mettre en
évidence de nouveaux édulcorants. Cependant, les édulcorants n’ont pas les mémes
effets physiologiques que le saccharose, notamment sur le sentiment de satiété. Il faut
étre conscient qu’au-dela de ces alternatives, la responsabilisation du consommateur
est primordiale et nécessaire pour lutter contre les pathologies, comme le montre les

nombreux rapports de ’'OMS.

1.3.2 Molécules sucrées

e Pouvoir sucrant, une métrique dans la perception de la saveur sucrée
L'intensité de perception des molécules sucrées est appelée « pouvoir sucrant » (PS).

I1 est important de définir ce terme, qui sera largement utilisé dans ce manuscrit. Le
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PS est une mesure semi-quantitative, il est défini comme étant le rapport entre une
masse - ou une concentration - de saccharose et d"une substance sucrée a intensité de
perception égale. Le saccharose est la molécule de référence pour mesurer le PS d'une
molécule, en général sa concentration de référence correspond a sa limite de détection
qui est de 1072 mol.L~!. Plus simplement, plus le pouvoir sucrant d'un composé est
élevé, moins il faut en utiliser pour obtenir la méme perception que du sucre de table.

Ainsi, selon la définition, le PS du saccharose vaut 1.

e Les sucres

Les monosaccharides.
Les sucres, aussi appelés glucides, sont des composés chimiques - aldéhyde ou cétone -
polyhydroxylés. Ils sont qualifiés par le suffixe « ose ». Il faut distinguer deux grandes
familles, les cétoses et les aldoses, possédant de 3 a 6 carbones pour les oses les plus
courants. Au-dela de ce nombre, ils sont rencontrés dans les lipopolysaccharides des
parois bactériennes. Les oses les plus simples sont I’érythrulose (C4;HgO,) et le glycé-
raldéhyde (C3HgOs3) pour chacune des familles, respectivement. Le carbone portant la
fonction aldéhyde est noté C; et celui portant la fonction cétone C,. L'orientation du
C,-1 définit la série D ou L (figure 1.4). Les oses de série D sont prépondérants dans
la nature. Les structures peuvent alors se complexifier, selon le nombre de carbones
présents dans le squelette (triose, tetrose, pentose, ...). Chacun des carbones porteur
d’une fonction hydroxyle est un centre de chiralité. L'ensemble des diastéréoisomeres
explique la grande diversité des sucres. On peut distinguer les énantiomeres étant des
sucres images 1'un de l’autre dans un miroir et les épiméres qui different par un seul
carbone asymétrique (par exemple, sur la figure 1.4, le mannose est un épimere en C2
du glucose).

Les oses linéaires sont en équilibre avec les formes cyclisées qui sont produites par
une réaction d’hémi-acétalisation. Le carbone de la fonction cétone ou aldéhyde se lie

avec la fonction hydroxyle portée par le carbone n ou n-1 formant ainsi des cycles a
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5 (furanose) ou a 6 (pyranose) atomes. L'orientation de la fonction portée par le C;
(aldose) ou le C;, (cétose) détermine I'anomeére o ou f3, respectivement en dessous ou
au-dessus du cycle comme représenté sur la figure 1.5. D’un point de vue sensoriel, ces
composés chimiques sont généralement associés a un PS (de 0,32 pour le rhamnose a
1,43 pour le fructose [54]). Ce sont ces sucres simples sous formes « ose » (le fructose

ou le glucose) qui sont assimilés par notre organisme.

Structures complexes et nomenclature.

Le carbone anomérique ! est réactif et est susceptible de former des liaisons osidiques,
créant ainsi des oligomeres d’oses tels que les oligosaccharides (2 a 10 oses). Ils peuvent
étre linéaires ou ramifiés, augmentant la complexité de ces structures. Un exemple de
disaccharide est donné dans la figure 1.5. Le saccharose est formé par deux mono-
meéres, ou le carbone C; du glucose (Glc) est lié au carbone C, du fructose (Fru). Le
type d’ose impliqué, sa forme cyclisée et I’orientation de cette liaison permet de définir
la nomenclature des oligosaccharides. Dans cet exemple, le saccharose est donc nommé
a-D-glucopyranosyl-(1-2)-3-D-fructofuranoside ou Glca(1-2)SFru. La combinatoire
associée a la formation des sucres traduit la complexité structurale et la difficulté d’éta-
blir un lien entre structure et PS. D’un point de vue biologique, ces oligosaccharides
doivent étre clivés par des enzymes pour étre assimilés. Ce clivage est opéré dés la
mise en bouche par les enzymes salivaires pour les plus grands polysaccharides et
dans le tractus intestinal pour les plus courts (sucrase, lactase, etc). Il faut alors com-
prendre que les sucres sont percus a différents PS et que leur indice glycémique ? varie.
Le fructose par exemple, est quasiment aussi sucré que le saccharose a concentrations
équivalentes (PS de 1,43) mais possede un indice glycémique faible (19%). Cette sub-
tilité est prisée par 'industrie, car le consommateur reste en présence d'un sucre mais

possédant de faibles propriétés caloriques.

1. Carbone rendu asymétrique apres cyclisation, la position du groupement hydroxyle définie 1’ano-
mere « et 5.

2. L'indice glycémique est une métrique pour classer les aliments en fonction de 1’élévation du taux
de sucre dans le sang (glycémie). Plus cet indice est élevé, plus le taux de sucre dans le sang est important
apres ingestion.
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FIGURE 1.5 — Réaction d’hémi-acétalysation et liaison osidique.

Les sucres cyclisés sont représentés selon la projection de Haworth.
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e Les édulcorants

Selon le dictionnaire de I’Académie frangaise, un édulcorant est une « substance qui a
la propriété d’adoucir la saveur d’un médicament, d’une boisson ». Cependant, cette déno-
mination est plus souvent utilisée pour désigner des composés qui sont percus sucrés
et apportant pas - ou peu - de calories. Grant E. DuBois énongait en 2012 que plusieurs
milliers de composés répondant a la définition d’un édulcorant étaient connus [55].
L’ensemble de ces composés présente une grande diversité structurale. Le record du
PS revient a des composés possédant une fonction centrale de type guanidine, dont
le lugduname avec une intensité sucrée 200 000 fois plus élevée que celle du saccha-
rose. Ces derniers n’ont pas été découverts par hasard mais a 1’occasion d'un vaste
programme de recherche de substitut de ’aspartame a 1'Université Claude Bernard de
Lyon dans les années 1990 [56]. Les édulcorants de type guanidine ne sont pas encore
approuvés en vue d'une mise sur le marché et ils ne le seront probablement jamais.
Pour les agences de sécurité alimentaire, ils ne présentent pas d’autres avantages que
leur PS important. Pour étre susceptible d’étre mis sur le marché, un édulcorant doit
réunir six propriétés : sécurité, qualité gustative, stabilité, solubilité, colit et brevetabi-

lité [57].

e Molécules sur la marché, quelques exemples

Aspartame (E951).

L’aspartame est un édulcorant de synthese découvert par hasard en 1965 lors d"une
synthese de dérivés dipeptidiques [58]. C’est un ester méthylique del’acide L-aspartique
et de la L-phénylalanine (figure 1.6A). Il est 'édulcorant le plus utilisé aujourd hui. Il
apporte 4 calories par gramme (autant que le saccharose), cependant, avec un PS de
200, il a I'avantage d’étre utilisé en plus faible quantité [59]. Il est le plus connu mais

également le plus controversé pour ses effets sur la santé [60].
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Sucralose (E955).

Le sucralose est un édulcorant artificiel intense non calorique avec un PS de 600. I
est structuralement proche du saccharose puisque c’est un dérivé chloré de celui-ci.
Des atomes de chlore sont présents a la place des fonctions hydroxyles en 4, 1" et 6’
(tigure 1.6B). Le sucralose n’est pas clivé par les enzymes digestives et n’est donc pas
métabolisé [59]. Découvert en 1976, il est ’édulcorant artificiel le plus cotiteux a pro-

duire [55].

Saccharine (E954).

La découverte de la saccharine (ou sulfinide benzoique, figure 1.6C) en 1878 est le fruit
du hasard. Elle présente un PS compris entre 300 et 500. A l'origine utilisée comme
médicament pour controler le diabete, elle a été utilisée comme édulcorant a cause des
rationnements alimentaires durant la seconde guerre mondiale [59]. Ce fut le premier
édulcorant commercialisé [55]. Cet édulcorant artificiel et non calorique procure un

arriére-gott désagréable chez certains sujets.

Cyclamate (E952).

Découvert en 1937, le PS estimé pour le cyclamate est de 30 a 40 (figure 1.6D). Il est
utilisé en combinaison d’autres édulcorants, notamment la saccharine, car il permet de
limiter les arrieres-gotits désagréables et entraine une saveur sucrée persistante [55].

Sa commercialisation est actuellement interdite aux Etats-Unis [61].

Stevioside (E960).

Le stevioside est un diterpéne glycosylé (figure 1.6E) extrait des feuilles de la plante
Stevia rebaudiana. Elle est originaire d’Amérique du Sud et le gofit sucré de ces feuilles
est connue depuis des centaines d’années. L'identification du composé « stévioside »
date des années 1955 [55]. Malgré un arriere-gott de réglisse, c’est un édulcorant na-
turel non calorique ayant un PS compris entre 200 et 300, ce qui explique son succeés

industriel et commercial [59].
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FIGURE 1.6 — Structures chimiques d’édulcorants sur le marché.

I est intéressant de noter que des protéines (composés d"une centaine d’AA) peuvent,
aussi, étre percues sucrée avec un PS allant jusqu’a 3 000. On peut citer, par exemple,
la monelline, la thaumatine ou la brazzéine [62-65]. Tandis que d’autres, comme la
miraculine ou la curculine, ont la capacité de modifier la perception des saveurs. Une
solution acide consommeée apres celles-ci sera pergue sucrée [66].

La recherche d’édulcorants d’origines naturels ou de syntheses est toujours d’ac-
tualité puisque le profil sensoriel des composés actuellement sur le marché est souvent
perturbé par un arriere-gott amer. C’est d’ailleurs le cas pour la saccharine ou les dé-
rivés de flavonoides. A I’heure actuelle, les consommateurs tendent a privilégier les

composés issus de substances naturelles.

¢ Objectifs : recherche de nouveaux édulcorants

La recherche de nouveaux composés, quel que soit le domaine d’application, a toujours
été un défi pour les chercheurs. Les alternatives au sucre, pour pallier aux apports calo-
riques et aux conséquences sur la santé, ne font pas exception [55, 67]. Comme énoncé,
au chapitre 1.3.2, nombreux sont les édulcorants découverts par hasard. Cependant,
des programmes de recherches ont permis de mettre en évidence de nouveaux com-

posés ou d’optimiser la perception sucrée de ceux déja connus [68, 69]. Que ce soit,
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par des approches rationnelles ou systématiques, toutes ces études soulignent la dif-
ticulté de conception inhérente a la diversité moléculaire des composés sucrées [70,
71]. De plus, la complexité du sens gofit induit souvent une perception qui n’est pas
seulement sucrée pour ces composés, autrement dit, leur profil sensoriel est loin de
ressembler a celui du saccharose.

L’enjeu majeur est donc de proposer une solution pour une sélection rationnelle de
composés potentiellement sucrés. Des études ont déja tenté de proposer des modeles
statistiques de prédiction du PS mais restent limitées a 1’élaboration d’'un modéle théo-
rique (détaillées au chapitre 2). Deux approches seront abordées dans cette étude, une
approche statistique basée seulement sur la connaissance de la structure des ligands et
une autre, basée sur la mécanique moléculaire, tiendra compte du récepteur. L'établis-
sement d"un protocole combinant plusieurs approches statistiques sera proposé pour

sélectionner des composés sucrés, non toxiques et sans go(it amer.

1.3.3 Récepteur

Les sucres et les édulcorants interagissent avec des récepteurs membranaires pré-
sents a la surface des cellules sensorielles de la langue (partie 1.2.1). Un récepteur est
une protéine pouvant reconnaitre une molécule afin de transmettre un message a 1'in-
térieur de la cellule via une cascade de signalisation. Comme toute protéine, ils sont
formés par un enchainement de monomeres que sont les AA et sont catégorisés par

famille.

e Un récepteur couplé aux protéines G...

Les récepteurs impliqués dans la perception de la saveur sucrée sont des récepteurs
transmembranaires appartenant a la superfamille des récepteurs couplés aux protéines
G (ou métabotropiques). Les RCPG posseédent une structure caractéristique a sept hé-

lices transmembranaires (7tm). La partie N-terminale de la protéine est extracellulaire
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et la partie C-terminale intracellulaire. Ils permettent d’activer la voie de transduc-
tion d’un signal extérieur a la cellule sans diffusion de molécule. Comme leur nom
I'indique, le passage du signal requiere un couplage a un complexe hétérotrimérique
appelé protéine G. La transduction du signal a été détaillée dans la partie 1.2.1 p 6.
Plus de 800 séquences de RCPG ont été référencées dans le génome humain (dont
396 récepteurs olfactifs) et ils constituent ainsi la plus grande famille de récepteurs
membranaires [72, 73]. Les RCPG appartenant a cette superfamille varient en structure
et en fonction. Ils sont retrouvés dans de nombreux processus biologiques tels que la
vision, I’olfaction, la reconnaissance de neurotransmetteurs ou d’hormones, ...Dans un
but de catégorisation, des approches de classification de RCPG ont été réalisées a par-
tir d’études phylogénétiques. L'une des premieres classifications (nomenclature A-F) a
été proposée par Attwood et Findlay en 1994 [74]. Elle a pour vocation d’étre exhaus-
tive en regroupant les RCPG de tous les organismes vertébrés ou invertébrés, en six
classes : classe A (rhodopsin-like), classe B (secretin receptor-like), classe C (metabo-
tropic), classe D (récepteurs aux phéromones sexuelles), classe E (récepteur a 'AMP
cyclique) et classe F (frizzled). La grande variabilité des séquences en AA de tous ces
organismes complexifie grandement la classification. Plus récemment, une classifica-
tion nommée GRAFS et basée sur 800 séquences de RCPG humains a été proposée [75].
La classification GRAFS répartit les RCPG humains en cinq classes [75] et peut étre
mis en relation avec la classification A-F [76] : Rhodopsine-like (classe A), Secretine-
et Adhesion- like (classe B), Glutamate-like (classe C) et Frizzled /Taste2 (classe F) (fi-

gure 1.7).

o ... declasse C
Les récepteurs aux saveurs sucrée et umami appartiennent a la famille des Glutamate-
like ou RCPG de classe C [19, 20, 77-79]. Cette classe inclue également huit récepteurs

métabotropiques au glutame (mGIuR), deux récepteurs a 'acide y-aminobutyrique
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FIGURE 1.7 — Arbre phylogénique des RCPG

Superfamille des RCPG issu de la publication de Katritch ef al. [73]. Actuellement,
une centaine de structures expérimentales sont disponibles et la plupart sont des
RCPG de classe A (Rhodopsine-like).
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(GABA-B; et GABA-B,), un récepteur sensible au calcium (CasR), un récepteur sen-
sible aux AA (GRPC6A) et enfin sept récepteurs orphelins [78].

Les RCPG de classe C partagent une structure similaire. Ils possédent trois do-
maines distincts (figure 1.8). La partie N-terminale du récepteur (ou ectodomaine ex-
tracellulaire) est appelée Venus Flytrap Domain (VFD). Elle est nommée ainsi pour sa
ressemblance avec la Dionaea muscipula ou Dionée attrape-mouche. Ce domaine N-
terminal a une similarité structurale avec les protéines bactériennes « LIVBP » (leucine
isoleucine valine - binding protein). Le VFD permet la reconnaissance des ligands « na-
turels » (glutamate pour I'umami et saccharose pour le sucré). Il est lié & un domaine
riche en cystéine (CRD) qui permet de connecter le VFD au domaine transmembranaire
(TMD) caractéristique des RCPG.

L’assemblage des RCPG de classe C T1IR2 et TIR3 (TAS1R2 et TASIR3 pour les
genes) forme le récepteur a la saveur sucrée [19]. Plusieurs sites de liaisons ont été re-
portés [80] (figure 1.8). Les sucres ainsi que la plupart des édulcorants interagissent
avec le VFD de T1R2 ou T1R3. Ensuite, chacun des TMD est en mesure de reconnaitre
des édulcorants ou des modulateurs allostériques. Méme si ce n’est pas 'objet de cette
these, il faut noter que les protéines percues sucrées ont la capacité d’interagir avec le
récepteur au niveau des CRD [65]. Les sites de liaison actuellement connus ont été ré-
térencés par G.E. Dubois [81] et sont représentés dans la figure 1.8. Méme s'il existe un
seul STR, la présence de ces multiples sites de liaison et la diversité des ligands qu’il est
capable de reconnaitre, augmentent la difficulté d’établir des relations structure/goft.
Ceci reflete également la difficulté de description des mécanismes de perception de la

saveur sucrée.

¢ Objectifs : Compréhension des mécanismes moléculaires
Cette partie porte sur la mise en évidence des AA clés impliqués dans la liaison des
édulcorants. Des nombreuses études in vitro, par mutagéneése dirigée, ont permis d’iden-

tifier certains AA cruciaux. Cependant, peu de données structurales sont disponibles
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pour analyser, d"un point de vue moléculaire, les modes de liaisons et le comportement
dynamique de 'association ligand-récepteur.

Il est important de souligner que, en comparaison aux RCPG de classe A, les mé-
canismes moléculaires qui entrent en jeu lors de I’activation des RCPG de classe C ont
été peu étudiés. Ainsi, les détails structuraux de la dynamique d’activation chez les
classes A seront considérés comme un point de départ pertinent pour tenter d’élucider
celui des classes C.

Du fait d'un mécanisme d’activation complexe, les enjeux sont ici divers et nom-
breux. L'identification des AA impliqués dans les sites d’interactions des molécules
sucrées permettront, non seulement, une meilleure connaissance des mécanismes mo-
léculaires mis en jeu mais aussi de permettre une conception rationnelle de nouveaux
édulcorants. Par ailleurs, le mécanisme de transmission de l'information du site de
reconnaissance a la partie intracellulaire du récepteur reste un défi majeur. L'observa-
tion de ce phénomene d’activation lors de la liaison d"un édulcorant sera une métrique

pertinente en complément de la mesure de 'affinité ligand-récepteur.

T1R2 T1R3

Saccharose et Fructose

Sucralose

Aspartame et Néotame Saccharose

D-Tryptophane

Saccharine et Acesulfame-K

Suosan

SC-45647 Thaumatine
Brazzéine

Monelline
Cyclamate
Néohesperidine Dihydrochalcone

S819

Perillartine

P-4000

FIGURE 1.8 — Schéma du dimeére T1R2-T1R3
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1.4 Conclusion

L'objectif de cette thése est d’apporter des indices sur la compréhension des méca-
nismes moléculaires impliqués dans la premiere étape de la perception de la saveur
sucrée. La premiére étude consistera a établir un modéle statistique pour prédire le PS
a partir d"une structure moléculaire. En effet, ces molécules partagent des propriétés
physico-chimiques communes qui permettent au récepteur TIR2-T1R3, premier prota-
goniste de la perception, de les reconnaitre.

Ensuite, la reconnaissance de ces molécules par le STR sera également abordée,
pour définir quels sont les AA clés de ces interactions. Pour cela, la structure tridimen-
sionnelle (3D) du STR est nécessaire. Des méthodes bioinformatiques seront utilisées
pour pallier a I'absence de données structurales. L'obtention d"une structure 3D du
STR qui récapitule 'ensemble des données expérimentales (notamment les données
de mutagénese dirigée) sera un point de départ robuste pour les études statiques et
dynamiques visant a décrire les interactions ligand-récepteur.

L’interaction d"un sucre ou d’un édulcorant avec le STR est une étape nécessaire
mais pas suffisante pour entrainer la perception sucrée d'une molécule. Une analogie
peut étre donnée a ces systemes, ils sont comparables a des interrupteurs, la fixation
d’une molécule doit engendrer un signal produit par le récepteur. Ce concept est ap-
plicable a bon nombre de systemes biologiques. Les études dynamiques permettront
de donner de nouveaux indices sur les étapes moléculaires dites d’« activation » du
récepteur. Cependant, du fait du manque de données expérimentales et mécanistiques
sur l’activation du STR, les informations disponibles sur le mGluR seront d'une grande
aide. Ainsi, les simulations de dynamique moléculaire réalisées sur ce systeme servi-
ront de références pour comprendre le mécanisme d’activation des RCPG de classe C.

Un large éventail d’outils bioinformatiques mis a disposition par la communauté
scientifique sera utilisé pour mener a bien ce projet. Les descriptions théoriques des
méthodes employées seront abordées dans ce manuscrit et seront plus largement dé-

taillées en annexes.
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2.1 Préambule : a la poursuite de 1’édulcorant « parfait »

Le sucre de table, ou saccharose, est omniprésent dans notre alimentation. Les en-
jeux associés a sa surconsommation, notamment sous forme « cachée », dans les plats
préparés par exemple, ont largement été décrits dans le paragraphe 1.3 p 15 de l'intro-
duction. L'utilisation d’édulcorants est une des alternatives au saccharose pour pallier
aux conséquences que peut avoir un exceés de sucre dans l’alimentation. Ce sont des
molécules peu — ou pas — caloriques qui sont percues sucrées. Elles peuvent étre d’ori-
gine naturelle ou synthétique. Aujourd’hui, un grand nombre de composés répond a
la définition d’édulcorant [55, 65, 71]. Cependant, toutes ces molécules n’ont pas le
méme profil chimique (solubilité, stabilité thermique, ...) et chémosensoriel que celui
du saccharose. En effet, lors de la mise en bouche d’un édulcorant la saveur sucrée
n’est pas la seule a étre percue. Par exemple, la saccharine qui est 'un des édulcorants
les plus consommés, est a la fois percue sucrée et amere [82]. De plus, certains sont su-
jets a des controverses pour leur impact sur la santé, tandis que d’autres n’ont jamais
recu d’autorisation de mise sur le marché [83]. Etant donné les problématiques énon-
cées, la découverte d’édulcorants est toujours un défi, autant pour des raisons de santé
publique, que pour leur utilisation par 1'industrie agroalimentaire.

La mise en relation de la structure chimique des sucres et des édulcorants avec la
perception de la saveur sucrée a toujours été un défi. A cette fin, de nombreux mo-
deles pharmacophoriques! ont été proposés ces derniéres années. L'historique et les
diverses évolutions de ces modeles pharmacophoriques de la saveur sucrée sont large-
ment documentés dans la revue de G.E. Dubois de 2011 [67]. Le premier modele, qui
est aussi le plus connu, date de 1967. Ce modéle, nommé « A-H/B », développé par
Shallenderger et Acree, stipule que tout composé sucré doit posséder un groupement

donneur et un groupement accepteur de liaison hydrogéne séparés par une distance

1. Un pharmacophore est une propriété — ou un ensemble de propriétés — partagée par des molécules
ayant une méme action biologique.
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comprise entre 2,5 et 4 A [84]. Depuis, divers modeles ont été proposés pour le com-
pléter, notamment le modele de Kier qui prend en compte le caractere hydrophobe
porté par certains édulcorants [85]. Le plus complexe est connu sous le nom de mul-
tiple points attachment theory. Il date de 1996 et contient pas moins de neuf propriétés
physico-chimiques [86]. L'ensemble de ces tentatives de description révele la grande
complexité structurale des molécules percues sucrées.

L’objectif de ce chapitre est de proposer une approche in silico pour la recherche et
la sélection de nouveaux composés pergus sucrés. La premiére étape consiste a établir
une base de données de molécules percues sucrées dont la structure chimique et le PS?2
sont déja connus. Ensuite, un ensemble de propriétés structurales et physico-chimiques
seront calculés sur ces composés. Une analyse de ces propriétés permettra d’extraire les
grandes caractéristiques chimiques des sucres et édulcorants. Enfin, 1’objectif sera de
construire un modele statistique de prédiction du PS. Les avantages de ces méthodes
statistiques sont, a la fois, leur robustesse face a la variable a prédire (ici le PS) et le fait
qu’elles se basent sur la seule connaissance des ligands. Ce modele de prédiction sera
utilisé pour sélectionner des composés d’intéréts dans une base de données de compo-
sés naturels. Pour finir, le protocole proposé est développé pour éliminer les composés
percus amers (souvent en arriere gott) et les composés présentant des groupements

toxiques référencés.

2.2 Base de données de molécules « sucrées »

2.2.1 316 composés et leur pouvoir sucrant

La liste de molécules, dont le PS est connu, est établie a partir d’études précé-

dentes [54, 87, 88]. Seuls les composés qui sont ni des mélanges (plus d"une molécule),

2. Pouvoir Sucrant : il est défini comme étant le rapport entre une masse - ou une concentration - de
saccharose et d’une substance sucrée a intensité de perception égale.
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ni des protéines sont conservés. Les PS associés varient de 0,2 a 225 000. L'échelle lo-
garithmique en base 10 du PS est utilisée a cause du large intervalle des valeurs du PS
et de leur asymétrie de répartition (noté logPS par la suite). Le tableau A.1 en annexe
référence les composés sélectionnés pour cette étude. Cette base de données est notée

par la suite SweetenersDB.

2.2.2 Structures chimiques

Dans un premier temps, le protocole pour prédire le logPS nécessite la connaissance

de la structure chimique (en 2 ou 3 dimensions) des composés de la SweetenersDB.

2D

Une majorité des composés de la SweetenersDB est présent au format 2D « isomé-
rique » dans la publication de Zhong et al. [54]. Le format SMILES décrit une molécule
en 2D a l’aide d"une chaine de caractéres, mais il n’apporte aucune information sur les
coordonnées des atomes dans 1’espace. Contrairement a la forme canonique, la forme
isomérique des SMILES permet de prendre en compte la chiralité et la conformation
des doubles liaisons. Pour les autres composés, les SMILES isomériques sont téléchar-
gés depuis la base de données PubChem [89]. Les états de protonation des composés

sont déterminés pour un pH de 6,5, correspondant au pH salivaire physiologique [90].

3D

Les SMILES isomériques sont utilisés pour générer de maniere automatique les struc-
tures 3D avec le logiciel Marvin (Marvin 14.9.29.0, 2014, Chemaxon). Le champ de force
MMFF94 (Merck Molecular Force Field) [91] est utilisé. Pour chaque molécule, les trois
conformeres de plus basse énergie sont sélectionnés pour la suite de I'étude. Ici aussi,

l'état de protonation est défini a pH 6,5.
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FIGURE 2.1 - Diversité structurales des composés de la SweetenersDB

2.2.3 Diversité structurale

Familles chimiques

Comme énoncé dans 'introduction, au paragraphe 1.3.2, les molécules pergues sucrées
proviennent de familles chimiques variées (figure 2.1). La SweetenersDB refléte cette
diversité structurale. La famille caractéristique de cette saveur est bien évidement celle
des sucres, représentée par des mono et des polysaccharides. Il faut noter qu'une par-
tie des composés inclus dans cette famille ne sont pas des sucres naturels mais sont
des dérivés chlorés et bromés du saccharose. Les polyols sont des composés poly-
hydroxylés qui ne sont pas des sucres, mais certains sont également percus sucrées.
Quelques acides-aminés libres, polypeptides et leurs dérivés forment également une
sous-famille. 157 dérivés peptidiques issus de la publication de Zhong et al. [54] sont
présents dans la SweetenersDB. Les composés terpéniques sont largement représen-
tés (~ 10% de la base de données), sous forme mono, di, tri ou sesquiterpénes. De

manieére contre intuitive, au vu du caractere largement polaire des sucres, les dérivés
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terpéniques et les phenylpropanoides sont caractérisés par un noyau hydrophobe. Ce-
pendant, cette propriété est en accord avec les modeles pharmacophoriques énoncés
précédemment. Il est a noter que d’autres composés de synthese forment une classe a

part dans la SweetenersDB, comme la saccharine ou le lugduname par exemple.

Masse molaire

Les composés de la SweetenersDB présentent des masses molaires allant de 120 a
1 300 g.mol™!. IIs contiennent de 8 a 89 atomes lourds, dont ~ 60% sont des atomes
de carbone. Les composés naturels (colorés en vert sur la figure 2.2) ont les masses
molaires les plus élevées. Les composés ayant les masses molaires les plus importantes
ne sont pas percus les plus sucrés. Ils atteignent un plateau pour un logPS valant 3. Les
composés les plus sucrés, quant-a eux, ont des masses molaires comprises entre 350 et

450 g.mol 1.

Liaisons hydrogenes

En ce qui concerne la SweetenersDB, les molécules avec les logPS les plus élevés
possedent 4 donneurs et jusqu’a 10 accepteurs de liaisons hydrogenes. Les molécules
naturelles sont celles qui peuvent établir le plus de liaisons hydrogéenes, notamment
par leur forte glycosylation. Dans une structure osidique, la distance entre deux fonc-
tions ~OH consécutives, jouant le role de donneur et accepteur de liaisons hydrogenes

est ~ 3 A et est en parfait accord avec le modele « A~H/B » de Shallenberger et Acree.

Coefficient de partage octanol/eau

Le coefficient de partage octanol/eau, noté logP, est défini comme le ratio de concen-

tration d’une substance X d’intérét dans ces deux phases : logP = log(%). S’il est

positif, la molécule X est plus soluble dans 1’octanol que dans I’eau. Il informe sur la so-
lubilité dans 1'eau et, par extension, de I’hydrophobicité potentielle des molécules. De
maniere générale, les composés pergus sucrés doivent étre solubles dans la salive. La

moyenne du logP des composés de la SweetenersDB est de 0+2,1. Cet écart-type est
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représentatif de la grande diversité chimique des composés. Les logPS les plus impor-
tants sont observés pour des composés ayant un logP compris entre 3 et 3,5, autrement

dit, ceux présentant un caractére plutét hydrophobe.

Comme le montre la figure 2.2, les caractéristiques précédemment citées ne sont pas
linéairement corrélées au logPS. Ainsi, les composés les plus performants d'un point
de vue sensoriel présentent une composante hydrophobe, une masse molaire modéré,
4 donneurs et jusqu’a 10 accepteurs de liaisons hydrogenes. L'ensemble des propriétés
énoncées ici sont en accord avec les modeles pharmacophoriques précédemment cités.
Les molécules naturelles ne présentent pas les logPS les plus élevés, comme le montre
leurs propriétés. Cela suggere que des édulcorants intenses restent a découvrir parmi

les composés naturels.

2.3 Approche statistique « ligand-based »

2.3.1 Méthodologie pour I’étude de la relation structure chimique -

pouvoir sucrant

Dans ce chapitre, il ne sera pas question d’utiliser les caractéristiques physico-
chimiques des composés pergus sucrés pour établir un nouveau modele pharmacopho-
rique. De telles descriptions ont déja été effectuées et permettent de définir les proprié-
tés portées par les sucres et les édulcorants. Ici, I’objectif est d’utiliser ces informations
physico-chimiques pour établir un modele mathématique de prédiction du logPS. Un
modele fiable et adapté permettra de prédire cette variable sur de nouveaux composés.
Cependant, la diversité moléculaire des composés, dont le logPS est connu, augmente
la complexité pour mettre en place une telle approche. La stratégie envisagée est de
calculer un ensemble de propriétés (ou descripteurs) sur les structures moléculaires

des composés présents dans la SweetenersDB et de construire un modéle statistique
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SweetenersDB.

Le nombre d’accepteurs (a) et de donneurs (b) de liaisons hydrogenes, le coeffi-

cient de partage octanol/eau (c), ainsi que la masse molaire (d) sont représentés

en fonction du logPS. Les composés naturels sont représentés en vert et les com-
posés de synthése en noir.
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de prédiction. Ainsi, le modéle sera en mesure de prédire rapidement et avec fiabilité

le logPS a partir des mémes descripteurs calculés sur des molécules d’intéréts.

e Principe du QSAR

QSAR est 'acronyme de Quantitative Structure Activity Relationship ou étude de relation
structure-activité. Les algorithmes utilisés pour construire les modeles de prédictions
ne sont pas seulement restreints a un emploi en biologie ou bioinformatique mais sont
des méthodes statistiques applicables a n'importe quel jeu de données. Ces méthodes
sont utilisées pour prédire une variable (ici le logPS) a partir d'un ensemble de don-
nées (dans ce cas des descripteurs physico-chimiques). La SweetenersDB contient
316 molécules avec leurs logPS, elle est utilisée pour construire le modéle statistique
de prédiction. Deux sous-ensembles sont extraits, un premier (majoritaire) est utilisé
pour construire le modele via un algorithme de prédiction. Il est appelé «jeu d’appren-
tissage ». Le second permet de tester sa performance, il est appelé « jeu de validation
externe ». Ce jeu de validation externe n’est jamais observé par le modele d’apprentis-
sage, mais les logPS prédits sont comparés avec les valeurs expérimentales pour tester
la robustesse du modele.

Il est possible de construire le modéle sur le jeu d’apprentissage complet ou alors
d’utiliser des méthodes d’échantillonnage (type validations croisées) pour augmenter
sa performance. Les méthodes des k-fold ou du leave one out peuvent étre appliquées
sur les N individus. Pour les k-fold, le modele est réalisé k fois. Il est construit sur N -k
individus et la prédiction est réalisée sur les k restants. L'erreur associée au modele
final de prédiction est déterminée par la moyenne des k erreurs. La méthode du leave
one out (ou «seul contre tous») est un cas particulier, ou le modele est construit sur
N -1 individus et prédit sur 1. De la méme maniere, le modele final dérive d'une
combinaison des modéles de prédictions pour réduire l'erreur quadratique moyenne
globale. Dans le cas présent, la méthode du leave one out est utilisée.

Les méthodes statistiques dites « supervisées » sont celles dont la variable a prédire
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est connue. Un grand nombre d’algorithmes de construction de modéle d’apprentis-
sage sont disponibles. Le choix de la méthode dépend des données utilisées par le
modeéle et du type de variable a prédire. Comme le logPS est une variable continue,
une méthode de régression est nécessaire. Le modele le plus simple pour prédire une
variable continue a partir d'un ensemble de descripteurs en entrée est la régression
linéaire multiple. Son objectif est de pondérer 'ensemble des descripteurs pour établir
une relation linéaire avec la variable a prédire. Ce modele simpliste sous entend que
la relation a établir entre les descripteurs et la variable a prédire est linéaire. Dans le
cas de la prédiction du logPS des méthodes plus complexes sont nécessaires. Le détail
des algorithmes utilisés, les Foréts Aléatoires (RF pour Random Forest) et les Machines

a Vecteur de Support (SVM pour Support Vector Machine), est donné en annexe B.1.

2.3.2 Construction du modele de prédiction

La premiere étape est de construire des modeles statistiques de prédiction a partir
des composés de la SweetenersDB. Ensuite, les modeles doivent étre comparés pour
sélectionner le plus performant. Pour déterminer si le modele est exhaustif, la structure
chimique des molécules de la SweetenersDB est comparée a I'ensemble des compo-
sés sucrés déja connus (indépendamment du PS). Le modele statistique est alors utilisé
pour prédire le logPS sur un jeu de données de molécules d’intéréts. La comparaison
des structures chimiques avec la SweetenersDB permet de sélectionner les composés
sur lesquels le modele de prédiction peut étre appliqué : c’est le domaine d’applicabi-

lité. Le protocole global est schématisé dans la figure 2.3.

e Préparation des jeux de données et paramétrisation

Matrices de descripteurs
Un ensemble de 4 887 descripteurs physico-chimiques sont disponibles avec le logiciel
Dragon [92]. Il permet de calculer, sans erreur pour l'ensemble de la SweetenersDB,

2 080 descripteurs 2D et 3 162 descripteurs 2D+3D. Pour les molécules en 3D, dont
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FIGURE 2.3 — Schéma du protocole de sélection de nouveaux composés

sucrés.

Résumé de la méthode :
¢ Construction du modele statistique de prédiction

¢ Comparaison des espaces chimiques et définition du domaine d’applica-

bilité

» Utilisation du modele de prédiction du logPS et applications des filtres
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plusieurs conformeres ont été trouvés, les trois structures de plus basse énergie ont été
conservées. Les valeurs des descripteurs correspondant aux conformeres d’une méme
molécule sont pondérées par le pourcentage relatif de chaque conformere dans la sta-
tistique de Maxwell-Boltzmann, selon le rapport des populations /N, d’énergie E; et N,
d’énergie E, (avec E; < Ey) :

Ny BBy

N, =e kBT (2.1)

avec kg la constante de Boltzmann et T la température (300 K). Ainsi, un seul jeu de
descripteurs caractérise une molécule. Les descripteurs des deux matrices sont norma-
lisés entre -1 et 1. Etant donné le nombre de descripteurs, une redondance est présente
dans la caractérisation des molécules. Pour s’affranchir de ce biais, un seul représen-
tant parmi les descripteurs corrélés a plus de 90% est sélectionné. Les matrices finales
contiennent 244 descripteurs pour les molécules décrites en 2D et 265 pour celles en
3D. Enfin, les matrices contenant les descripteurs des molécules de la SweetenersDB
sont divisées en deux sous-ensembles par tirage aléatoire. Ces sous-ensembles sont
identiques pour les deux jeux de données 2D et 3D. IIs contiennent 225 (~ 70%) et 91
(~ 30%) molécules pour former, respectivement, les jeux d’apprentissage et de valida-

tion externe.

Parameétres des modeéles de prédiction

Les jeux d’apprentissage des deux représentations (2D et 3D) sont utilisés pour construire
les modeles de prédiction du logPS avec les méthodes des RF et des SVM. Les modéles
SVM sont construits en utilisant la méthode du leave one out. Une relation linéaire entre
le logPS expérimental et le logPS calculé est attendue. Le calcul du coefficient de corré-

lation de Pearson, qui représente la somme des écarts a la moyenne selon 1'équation :

5 (X - X)(Vi- 1))
Cor(x,v) = C0EY) & (2.2)

Ox.0y N _ N _
> (X, - X) (V-7
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permet de quantifier la linéarité de la relation.

Une optimisation des parametres internes a chacun des algorithmes est réalisée en
brute-force 3. L'objectif est d’obtenir la meilleure prédiction, donc de maximiser le co-
efficient de corrélation, sur les jeux d’apprentissage et de validation externe. Pour la
méthode des RF (annexe B.1), le nombre d’arbres varie de 100 a 1 000 avec un pas de
50. Le nombre de descripteurs utilisés par chaque arbre est également optimisé, en fai-
sant varier ce parametre de 5 a 55 avec un pas de 10. La figure 2.4 répertorie les valeurs
de corrélation en fonction des parametres a optimiser pour les jeux de données en 2D
et 3D. Pour les descripteurs 2D, les corrélations les plus importantes sont 0,980 et 0,860
pour, respectivement, le jeu d’apprentissage et de validation externe. Elles sont obser-
vées pour le couple de parametres de 700 arbres et de 25 descripteurs par arbre. Pour
le modele utilisant les descripteurs 3D, 250 arbres et 1'utilisation de 15 descripteurs par
arbre montrent les meilleures corrélations : 0,990 pour le jeu d’apprentissage et 0,872
pour le jeu de validation externe.

Pour la méthode des SVM (annexe B.1), les noyaux mathématiques linéaire, polyno-
mial et radial sont testés et le polynomial en base 3 montre les meilleures performances.
L’optimisation des parametres « cotit » (C) et « marge de tolérance » (¢) est effectuée
pour cette méthode. Le cotit varie de 0,1 a 2 avec un pas de 0,25 et la marge de tolérance
varie de 0,001 a 0,015 avec un pas de 0,005. Pour chacune des approches, I’optimisation

de ces parametres n’influe que tres peu sur la corrélation mesurée.

e 2D : 0,827 + 0,000 pour le jeu d’apprentissage et 0,910 + 0,000 pour le jeu de

validation externe

e 3D : 0,829 + 0,000 pour le jeu d’apprentissage et 0,919 + 0,000 pour le jeu de

validation externe

Les parametres par défauts sont alors conservés, cotit=1,0 et ¢=0,001.

3. Une approche par brute-force consiste a explorer toutes les combinaisons possibles.
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FIGURE 2.4 - Corrélations mesurées pour 1’optimisation des RF en brute
force.

L'optimisation de la méthode des RF sur les jeux de données 2D et 3D est repré-
sentée. Le nombre d’arbres varie de 100 a 1000 avec un pas de 50. Pour chacune
de ces valeurs, le nombre de descripteurs utilisés pour construire les arbres varie
de 5450 avec un pas de 5. Les corrélations mesurées sur les jeux d’apprentissage
et de validation externe sont représentées, respectivement, par des points noirs
et verts. Les lignes noires correspondent aux meilleures corrélations pour le jeu
d’apprentissage, les lignes vertes les meilleures corrélations pour le jeu de vali-
dation externe. Enfin la ligne rouge correspond au couple de parametres sélec-
tionnés pour maximiser les corrélations des jeux d’apprentissage et de validation
externe.
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¢ Performance des modeéles

Les performances de chacune des approches avec les parametres cités précédemment
sont reportées dans la figure 2.5. Le coefficient de détermination R? est utilisé pour
comparer les modeles entre eux. Le R? peut avoir plusieurs définitions. Ici, il corres-
pond au coefficient de corrélation de Pearson élevé au carré. Dans ce cas, il ne reflete
pas directement la relation de linéarité entre la variable expérimentale et la variable a
prédire mais la performance du prédicteur.

L'ensemble des modeles de prédiction présente des valeurs de coefficient de dé-
termination satisfaisantes (R? > 0,8) pour les jeux d’apprentissage et de validation ex-
terne. Les modeles basés sur les descripteurs 2D sont privilégiés pour des raisons de
cotit et de temps de calcul. En ce qui concerne la méthode RF, les valeurs prédites sur
les composés du jeu de validation externe ayant un logPS élevé sont sous-estimées. Un
plateau est atteint pour prédire les forts logPS — de potentiels édulcorants intenses —
qui présentent un intérét particulier pour cette étude. De plus, les R? élevés montrent
que 'approche des SVM est performant sur le jeu de validation externe. En conclusion,
le modele SVM calculé sur les molécules décrites en 2D est conservé pour sélectionner

de nouveaux composés a fort logPS dans une base de données de composés naturels.

2.3.3 Application : prédiction du pouvoir sucrant de composés natu-

rels

Une base de données de composés naturels est utilisée pour prédire le logPS car,
comme énoncé dans le paragraphe 2.2.3 de ce chapitre, ceux actuellement connus n’at-
teignent pas les performances des composés de syntheses. De maniere plus concrete et
a des fins pratiques, ’aspect naturel est de plus en plus important pour le consomma-

teur et est donc privilégié dans cette étude.

e Comparaison des espaces chimiques

Deux bases de données sont récupérées :
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FIGURE 2.5 — Performances des modéles de prédictions.
Les modeles SVM et RF en 2D et 3D sont évalués sur leur performance a prédire le

logPS. Les droites de corrélations et les valeurs des coefficients de détermination
sont représentées pour les jeux d’apprentissage et de validation externe.



2.3. Approche statistique « ligand-based » 47

¢ la SuperSweet [45] qui contient la liste la plus exhaustive de molécules sucrées

ou apparentées aux sucres (7 471 composés sont sans information sur leur PS)
* la SuperNatural II quicontient325 102 molécules naturelles [93]

La comparaison des espaces chimiques de ces deux bases de données avecla SweetenersDB
permet de i) définir si la SweetenersDB est représentative de 1’ensemble des compo-
sés sucrées connues et ii) sélectionner les composés de la SuperNatural II suffi-
samment proche, d'un point de vue chimique, de la SweetenersDB pour appliquer le
modele QSAR. Les molécules de ces deux derniéres bases de données sont récupérées
au format 2D. Les fingerprints PubChem sont calculés sur I'ensemble des composés et

la similarité par paire est déterminée avec le coefficient de Tanimoto (Tc).

Fingerprint

Les formats 2D sont utilisés pour calculer les fingerprints, ils correspondent a une suc-
cession de 0 et 1 renseignant sur 1’absence ou la présence d"une propriété physico-
chimique. Le format PubChem contient 881 bits, soit autant d’informations permettant
de comparer deux structures chimiques. Les fingerprints sont calculés sur 1'ensemble

des molécules des trois bases de données.

Coefficient de Tanimoto
Le Tc permet de définir un indice de similarité entre 0 et 1. Il est défini, entre deux
molécules A et B, telle que :

c

T = — 2.3
cAB a+b-c (2.3)

avec a et b le nombre de bits valant 1 dans les fingerprints des molécules A et B, puis
c le nombre de bits valant 1 en commun. Plus cette valeur est proche de 1 plus les
structures chimiques sont similaires. La figure 2.6 représente les similarités par paire
entre les trois différentes bases de données. Le seuil du Tc, pour considérer qu'au-dela

de cette valeur deux structures font partie du méme espace chimique, est fixé a 0,75.
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La comparaison de la SuperSweet avec la SweetenersDB est représentée par
les individus en noir sur la figure 2.6. Elle montre que 99,5% des composés de la
SuperSweet ontun Tc supérieur a 0,75 avecla SweetenersDB. Ainsi, la SweetenersDB
est représentative des composés sucrées actuellement référencés. Les quelques molé-
cules dela SweetenersDBnon représentées sont des AA (D-glutamine, D-tryptophane,
...), des nucléotides, ainsi que des dérivés fluorés du benzothiazol.

Les Tc calculés entre la SuperNatural II etla SweetenersDB permettent de
sélectionner les composés utilisables par le modele de prédiction, autrement dit de
définir le domaine d’applicabilité. La projection des Tc (en gris) sur la figure 2.6 reflete
la diversité structurale de la SuperNatural II.En fixantun seuil de 0,75 pour le Tc,
105 620 composés peuvent étre utilisés par le modele QSAR, soit 32% de la base de

données initiale.

Application du modele de prédiction

Le modele statistique SVM 2D est appliqué pour prédire le logPS sur les 105 620 com-
posés ayant passés le filtre de similarité. Environ 75 000 molécules sont prédites avec
un logPS supérieur a 2, donc considérées comme de probables édulcorants intenses.
Ces composés d’origine naturelle sont sélectionnés et des filtres supplémentaires sont
appliqués afin d’éliminer ceux potentiellement percus amers et ceux présentant des

groupements connus pour leur toxicité.

e Evaluation de I"amertume et de la toxicité

Modele de classification « sucré » / « amer »

Le premier filtre vise a éliminer les composés pouvant posséder les deux modalités. Un
modele statistique de classification est réalisé pour prédire la variable qualitative « su-
crée » ou « amere ». La bitterDB contient la liste des composés actuellement connus
pour étre amer [37]. Les molécules au format SMILES sont récupérées depuis cette base

de données et les descripteurs physico-chimiques 2D sont calculés. Ces derniers sont
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FIGURE 2.6 — Espace chimique de la SuperNatural II

concaténés avec la SweetenersDB, normalisés entre -1 et 1, puis un descripteur parmi
ceux corrélés a plus de 90% est sélectionné. Le descripteur qualitatif « sucré » / « amer »
permet de discriminer les molécules de chacune des bases de données. 316 composés
définis comme « sucré » et 680 composés « amer » sont utilisés pour construire le mo-
déle de prédiction. Ce jeu de données est divisé en jeu d’apprentissage (80%) et jeu
de validation externe (20%), la répartition des classes est représentée dans le tableau
2.1. Dans ce cas, la variable a prédire par le modéle de prédiction est qualitative. Pour
estimer la performance du modeéle le coefficient de Matthews est calculé a partir des

tableaux de contingence du jeu d’apprentissage et de validation externe :

VP+VN-FPxFN

Mee= V(VP+FP)(VP+FN)(VN+FP)(VN+FN)

(2.4)

Un prototype de tableau de contingence est représenté en 2.2A. Il permet de définir

les individus correctement ou incorrectement prédits dans chacune des classes. Les
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Mcc calculés a partir des tableaux de contingence des jeux d’apprentissage et de va-
lidation externe valent, respectivement, 0,99 et 0,84 pour la méthode des RF et 0,82 et
0,84 pour les SVM. Les RF apparaissent nettement plus performants. Les tableaux de
contingence 2.2B et C, réalisés avec la méthode des RF, représentent les résultats pour,
respectivement, le jeu d’apprentissage et de validation externe.

Le modeéle de classification des RF est appliqué aux » 75 000 composés de la SuperNatural
IT avec un logPS prédit supérieur a 2. Parmi eux, 21% des ~ 75 000 composés sont sé-

lectionnés, car ils sont classés dans la catégorie « sucrée » sans ambiguité.

sucré | amer | total
Apprentissage (80%) 253 | 543 | 796
Validation externe (20%) | 63 137 | 199
total 316 | 680 | 996

TABLE 2.1 — Partition des données pour le modéle de classification « su-
cré » / « amer »

Prédit Prédit
sucré | amer sucré | amer
Viai sucré | VP FN Viai sucré | 253 0
amer | FP VN amer 3 540
(A) Théorique (B) Apprentis-
sage
Prédit
sucré | amer
Vriai sucré 54 9
amer 4 133

(C) Validation
externe

TABLE 2.2 — Tableau de contingence

Prédiction de la toxicité
Enfin, la toxicité est évaluée par des approches in silico. Le logiciel FAF-drugs3 [94]
permet de calculer les propriétés ADME-Tox (Absorption, Distribution, Métabolisme

et Elimination - Toxicité) de molécules a partir de leur représentation 2D. Les filtres
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physico-chimiques de FAF-drugs3 ne sont pas utilisés, car ils se basent sur des pro-
priétés ADME qui n’ont pas d’intéréts ici. Mais des régles sont appliquées a partir de
la description de la SweetenersDB dans le paragraphe 2.2.3. Chacune des proprié-
tés forme un filtre pour lequel les composés sélectionnés doivent étre inclus, avec une
marge de tolérance de 10%. Le filtre « Tox » du logiciel FAF-drugs3 permet d’éliminer
les composés présentant des groupements chimiques toxiques, appelés toxicophores.
Finalement, 4 585 composés naturels ont passé 1'ensemble des filtres. Ce sont de
potentiels édulcorants intenses avec un logPS supérieur a 2. IIs sont prédits sucrés,

non amers et ne présentent pas de groupement toxique connu.

2.4 Conclusion

Les résultats présentés lors de ce chapitre montrent que les méthodes de prédiction
de type régression non linéaire sont pertinentes pour prédire le logPS. La méthode des
SVM est choisie, car elle est performante sur le jeu de validation externe (R?=0,83) et
elle permet de prédire plus efficacement les composés avec un logPS élevé. La des-
cription des molécules au format 2D est privilégiée au modele 3D pour des raisons de
temps et cotit de calcul puisqu’ils présentent des performances similaires. Le protocole
de sélection de composés naturels potentiellement sucrés est décrit dans la figure 2.3.
Le logPS est prédit sur les composés suffisamment proches d"un point de vue chimique
de la SweetenersDB, donc inclus dans le domaine d’applicabilité du modele QSAR.
Les composés définis comme « édulcorants intenses » (si le logPS est supérieur a 2) sont
sélectionnés. Un ensemble de filtres est appliqué pour éliminer les composés potentiel-
lement amers ou toxiques, permettant de passer de 75 000 a 4 585 composés d’intéréts.
Ainsi, les molécules issues de la SuperNatural II sélectionnées par le protocole ont
des logPS allant de 2 a 4 (figure 2.7). La figure 2.8 représente les familles chimiques
dont sont issues ces 4 585 composés. En tant que base de données de composés natu-

rels, il n’est pas surprenant qu'une grande majorité des composés prédits sucrés soient
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des di et triterpenes (environ 96,2%). Enfin, 3,4% sont des phenylpropanoides et 0,4%
des molécules diverses (oses, AA, ...). Actuellement, 3 nouvelles molécules issues de

cette recherche sont en cours de test in vitro.
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FIGURE 2.7 — Histogramme des logPS prédits sur les composés de la
SuperNatural II
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FIGURE 2.8 — Proportions des familles chimiques mises en évidence par le
modéle QSAR a partir la base de données de composés naturels.
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Chapitre 3

Structure du récepteur T1IR2/T1R3

Ce chapitre est basé sur la publication suivante :

Chéron, J.-B., Golebiowski, J., Antonczak, S., & Fiorucci, S. (2017). The ana-
tomy of mammalian sweet taste receptors. Proteins : Structure, Function,

and Bioinformatics. http://doi.org/10.1002/prot.25228

3.1 Préambule : une échelle atomique

La détermination de la structure 3D des protéines est un enjeu majeur pour un
grand nombre de disciplines, allant de la chimie a la biologie, notamment pour le dé-
veloppement de nouveaux ligands ou la compréhension de mécanismes moléculaires.
Ces informations tridimensionnelles permettent une étude approfondie de la struc-
ture, au niveau atomique, pour déterminer et caractériser les sites d'interactions d"une
molécule (ligand) avec son récepteur (protéine). Elles constituent également un point
de départ pertinent pour des études dynamiques, que ce soit pour 'étude de réactions
chimiques ou I'observation de phénomenes physiques.

Un accroissement du nombre de structures expérimentales disponibles est observé
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depuis quelques années. En effet, les méthodes expérimentales pour 1’élucidation struc-
turale des protéines sont de plus en plus efficaces. La cristallographie aux rayons X
reste la méthode la plus utilisée pour déterminer la structure de protéines telles que les
RCPG. La premiére structure cristallographique de RCPG date des années 2000 [95].
Aujourd’hui, une centaine de structures de protéines de cette famille sont résolues. Les
difficultés pour cristalliser les protéines membranaires résident dans leur expression
[96], leur solubilisation en vue de leur cristallisation et dans 1’existence de multiples
états conformationnels [97].

Pour les RCPG de classe C (cf classification au chapitre 1.3.3 p 25), la présence de
I’ectodomaine rend presque impossible 1"utilisation des méthodes actuellement connues
pour obtenir la structure du récepteur complet. L'élucidation structurale doit se faire
par domaine (VFD!, CRD?, TMD?3). A 'heure actuelle, aucune donnée structurale ex-
périmentale n’est disponible pour le STR*. L'objectif de ce chapitre est d’exposer la
stratégie de « modélisation par homologie » qui va permettre d’obtenir un modele
théorique. Dans un premier temps, les données structurales et les données de mutagé-
nese dirigée sur les RCPG de classe C seront collectées pour réaliser un alignement de
séquences en AA. Cet alignement sera ensuite utilisé pour modéliser la structure du
STR, qui est un point crucial pour décrire les AA clés par des approches statiques et

des études dynamiques décrits au chapitre 3.

3.2 Des atomes a la « protéine »

Les protéines sont des biomolécules qui assurent une multitude de fonctions au
sein de la cellule (structuration, transport, stockage, réception de signaux, ...). La ma-
jorité des protéines connues se compose de 20 briques élémentaires que sont les AA.

Le carbone nommé C, porte les fonctions chimiques communes, amine primaire et

1. Venus Flytrap Domain

2. Domaine Riche en Cytéine
3. Domaine TransMembranaire
4. Sweet Tnste Receptor



3.2. Des atomes a la « protéine » 55

acide carboxylique. Les AA different par 1’enchainement des atomes qui constituent
la chaine latérale, elle aussi portée par le C,. La chaine latérale définit les proprié-
tés physico-chimiques de ’AA. Une catégorisation selon leurs propriétés est reportée

dans la figure 3.1.

Aliphatique.,

Aromatique ILE (1)° ?

MET (M) ") LEU . *"t’

. Min 1
& VAL (V) / uscule

Hydrophobe

Petit

Polaire

FIGURE 3.1 — Diagramme de Venn qui regroupe les AA par leurs proprié-
tés physico-chimiques

Les AA sont représentés sous forme de « batons ». L'atome C, de chaque AA est
représenté par une sphere, les atomes des fonctions communes acides carboxy-
liques et amines primaires ne sont pas représentés. Les atomes de carbone, d’hy-
drogene, d’azote, d’oxygene et de soufre sont colorés, respectivement, en noir,
blanc, bleu, rouge et jaune.
L'enchainement des AA est réalisé par la formation de liaison covalentes, dites

« liaison peptidique ». Elles se forment par une réaction chimique entre 'acide car-

boxylique et I’amine primaire de deux AA pour former une fonction amide :

C,-COOH + H,N-C, — C,-C(=0)-N(H)-C,, + H,O
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La configuration trans de la liaison peptidique est largement favorisée a cause de l'en-
combrement stérique des chaines latérales. Cet assemblage d’AA permet de définir
plusieurs niveaux d’organisation. La structure primaire correspond a la séquence en
AA qui forme la protéine. Les propriétés physico-chimiques des AA permettent la
formation d’interactions non liantes (liaisons hydrogeéne, interactions ioniques, hydro-
phobes, ...). Les AA interagissent entre eux pour établir une structure secondaire, pre-
mier niveau d’organisation tridimensionnelle, qui correspond aux feuillets et hélices
(figure 3.2). L'agencement des structures secondaires permet le repliement global de la
protéine pour obtenir sa structure tertiaire. Enfin, 'assemblage de plusieurs protéines
forme la structure quaternaire. Il est important de noter que le repliement est influencé
par le solvant. Dans le cas de 1’eau, les AA apolaires auront tendance a se trouver au
cceur de la protéine. De plus, si la protéine est enchassée dans une membrane lipidique,

ce sont les AA apolaires qui seront orientés vers I'extérieur.

FIGURE 3.2 — Structure secondaire

Représentation d'une structure secondaire type « hélice » a gauche et « feuillet
B » a droite. Les interactions non-liantes qui maintiennent la structure secondaire
sont représentées en pointillés jaunes.

Dans le cas de récepteurs, comme le STR, le repliement des AA forme des cavités
susceptibles d’accueillir des molécules. Il peut exister un ou plusieurs sites de liaison
par protéine. La forme et la composition en AA de ces cavités permettent la recon-
naissance de molécules spécifiques. La liaison d’une molécule peut avoir de multiples
conséquences, selon le role de la protéine. Pour le STR, la fixation d"un sucre ou d'un
édulcorant entraine des modifications structurales qui permettent la transmission de

I'information portée par le signal chimique a 1'intérieur de la cellule.
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3.3 Données disponibles pour la modélisation du récep-

teur T1IR2-T1R3

Aucune donnée structurale expérimentale n’est disponible pour le STR. La com-
préhension du lien qui existe entre la séquence en AA et la structure d’une protéine
est un défi dans le domaine de la recherche en bioinformatique. Ainsi, de nombreuses
méthodes et de nombreux outils de prédiction sont aujourd’hui disponibles. Les mé-

thodes peuvent étre classées en quatre catégories [98] :

* ab initio : elles se basent sur les lois de la physique pour prédire le repliement des

protéines.

* ab initio avec utilisation de données précompilées : elles utilisent en plus des in-

formations tels que les motifs structuraux.

® par reconnaissance de repliement basée sur des notions d’évolution de séquences

en AA.
¢ par homologie de séquences en AA (méthode utilisée pour cette étude).

Pour appliquer la méthode de modélisation par homologie, il est nécessaire d’avoir la
structure expérimentale d"une protéine dont la séquence en AA est proche, d"un point
de vue évolutionnaire, de celle & modéliser. A I'instar des autres méthodes, le premier
postulat pour déterminer la structure d’une protéine est que, en théorie, seule la sé-
quence en AA suffit. Le second est plus spécifique a la modélisation par homologie :
il a été observé qu’au cours de 1’évolution, la structure est plus conservée que la sé-
quence. Des protéines dont les séquences en AA ont un pourcentage d’identité > ou de
similarité ¢ élevé possedent la méme structure 3D. Ainsi, pour obtenir un modele par
homologie il faut réaliser un alignement de séquences en AA entre la protéine d’intérét
et une ou plusieurs protéines dont les structures expérimentales sont connues. Ensuite,

le modeéle est construit a partir de ces patrons, puis sa géométrie doit étre validée. Les

5. pourcentage d’AA identiques entre les deux séquences apres alignement
6. pourcentage d’AA qui partagent les mémes propriétés physico-chimiques apres alignement
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détails méthodologiques sont donnés en annexe B.2. Avant toute chose, il est néces-
saire d’énumérer les données disponibles qui vont permettre de construire un modele

3D du STR.

3.3.1 LaPDB

La PDB (acronyme de Protein Data Bank, ht tp://www.rcsb.org/) centralise l'en-
semble des structures 3D de protéines et d’acides nucléiques résolues expérimenta-
lement [99]. Elle contient ~ 125 000 structures identifiées par un code a 4 caracteres
alphanumériques (nommé par la suite « code PDB »). A cette date, ~ 180 structures
de RCPG sont disponibles, incluant tous les organismes et toutes classes confondues.
Ces données expérimentales constituent un point de départ robuste pour proposer des

modeéles de RCPG dont la structure est inconnue.

3.3.2 Les structures 3D de RCPG

Comme énoncé précédemment, la structure est plus conservée que la séquence au
cours de 1’évolution. Plus les protéines sont phylogénétiquement proches, plus le mo-
déle proposé est pertinent. Pour obtenir un modele du STR le plus réaliste possible,
il est judicieux de choisir comme patron un RCPG et, de surcroit, de classe C. Il est
important de rappeler que chaque sous-unité du STR est organisée en trois domaines :
I'ectodomaine N-terminal extra-cellulaire comprenant le VFD et le CRD, ainsi la par-
tie C-terminale transmembranaire (TMD) (figure 1.8 p 29). Les structures cristallogra-
phiques disponibles sont référencées dans le tableau 3.1. De nombreuses structures du
VFD des mGluR et des GABAp, et p, ont été résolues depuis les années 2000. Seules
quelques structures possedent le CRD, région peu structurée qui fait le lien avec la
partie transmembranaire. Enfin, la prédiction de la structure du TMD était jusqu’a pré-
sent réalisée en utilisant des RCPG de classe A comme patron [100-102]. Récemment,

deux structures cristallographiques du TMD de RCPG de classe C ont été publiées et


http://www.rcsb.org/
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semblent plus appropriées pour modéliser cette région du STR. Une comparaison des

deux approches est exposée a la fin de ce chapitre.

Domaine | Récepteur | code PDB et référence
mGluR1 [1IEWK, 1EWT, 1EWV] [103] [1ISS, 1ISR] [104]
[3KS91*
VED* mGIluR2 [5CNI, 5CNJ, 5CNK, 5CNM] [105]
mGIuR3 [2E4U, 2E4V, 2E4W, 2E4X, 2E4Y, 2E47)
[106] [3sM9]*
mGluR5 [3LMK]*
mGIluR7 [3MQ4]*
GABABiip2 | [4MQE, 4MQF, 4MR7, 4MR8, 4MR9, 4MRM,
4MS1, 4MS3, 4Ms4] [107]
TMD mGluR1 [40R2] [108]
mGIluR5 [4009, 5CGC, 5CGD] [109]
*pas de publication associée

TABLE 3.1 - Liste des structures expérimentales des RCPG de classe C.

a. De nouvelles structures du VFD du mGluR ont été résolues pendant ces travaux de these.

3.3.3 Données de mutagénese dirigée

Les données de mutagénese dirigée permettent, tout d’abord, d’ajuster 1’aligne-
ment de séquences en AA. Ensuite, elles présentent un grand intérét pour valider le
modele par homologie en vérifiant si les AA en interaction avec les ligands sont cor-
rectement orientés dans la cavité de liaison. Le référencement de plus de 600 mutations

(tableau en annexe A.2) a été effectué et a été reporté sur les alignements de séquences

en AA des RCPG de classe C.

3.4 Construction des modeéles de T1R2 et T1R3

Les séquences en AA des RCPG de classe C humains sont issues d’Uniprot [110].
Elles sont ensuite sub-divisées en domaine (VFD, CRD, TMD). Un premier alignement
multiple est réalisé avec Clustal Omega et est ensuite ajusté manuellement a I'aide de

contraintes expérimentales. Une premiere contrainte issue des structures secondaires
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des données cristallographiques disponibles (tableau 3.1) est appliquée sur 1’aligne-
ment. Enfin, quelques ajustements sont effectués pour satisfaire les données de muta-

génese dirigée référencées dans le tableau A.2 en annexe.

A) B)
TMD

VFD
[}
>
=)
£
1%}
L
o
[}
c
o
Qo
£
(]
£

CRD

FIGURE 3.3 — Représentation de structures cristallographiques du mGIuR

A) Structure de la partie extracellulaire du mGluR3, code PDB 2E4U
B) Structure de la partie transmembranaire du mGluR1, code PDB 40R2

VFD

Le VFD constitue un large domaine N-terminal du STR. Il est formé par une séquence
d’environ 400 AA et, d'un point de vue structural, il présente deux lobes réunis par
trois charnieres (figure 3.3A). Les lobes supérieur et inférieur sont nommés respecti-
vement lobe I et lobe II. C’est entre ces deux lobes que se trouve le site orthostérique,
ou se fixent les ligands « naturels » des RCPG de classe C. Le VFD existe sous deux
formes, ouvert « o » ou fermé « f ». La forme « o » correspond a la forme libre du
VED et la forme « f » est stabilisée par l'interaction avec un agoniste [111]. Les VFD

présentent deux a trois ponts disulfures intra-domaine. Une cystéine dans le lobe I des
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mGluR permet de stabiliser les formes dimériques (homo- ou hétéro-dimeres). Enfin,
une derniére cystéine permet de lier le VFD au CRD.

L'alignement de séquences en AA des VFD est représenté dans la figure 3.4. La
superposition structurale des données cristallographiques des VFD de mGluR], 2, 3, 5,
et 7, GABA3g1 et 2 permet de déterminer les régions ot la topologie est conservée. Les
séquences en AA qui définissent des régions structurées de type hélice « et feuillet 5
sont représentées, respectivement, en rouge et en vert sur l'alignement. L'alignement

final révéle un pourcentage d’identité de séquence modéré entre les VFD :

* 29+1% d’identité de séquences entre les T1R et les mGIluR

* 39% d’identité de séquences entre TIR2 et T1R3

L’ensemble des identités de séquences en AA associé a 1’alignement de la figure 3.4
est référencé dans le tableau A.3 en annexe. Le recensement des données de mutagé-
nese dirigées permet d’ajuster 1’alignement en prenant en compte ’aspect fonctionnel
des AA. Les positions des AA impliqués dans la reconnaissance et la liaison des ligands
sont extrapolées sur 1'alignement de séquences en AA. Les AA cités par Wellendorph
et al. [79] formant le site de liaison orthostérique des RCPG de classe C sont également
référencés et utilisés pour ajuster 1’alignement multiple. Cet alignement est utilisé par
Modeller (annexe B.2) pour proposer des modeles par homologies des VFD de T1R2
et T1R3. Les structures cristallographiques du mGluR1 utilisées comme patrons sont

1EWT pour la forme « 0 » et IEWK pour la forme « f ».

CRD

Le CRD fait suite au VFD (figure 3.3A). C’est un domaine qui ne présente pas de
structure secondaire particuliere mais qui, comme son nom l'indique, contient de nom-
breuses cystéines pour stabiliser sa structure par la formation de ponts disulfures. Pour
une longueur d’environ 70 AA, il présente neuf cystéines qui permettent de former
quatre ponts disulfures intra-domaine et un autre avec le VFD. Il faut noter que ce

domaine est absent chez les récepteurs GABA .
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Alignement des séquences en AA des VFD des RCPG de
classe C
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CVFD
il

| il 11 | | |
TIR2 491 PMSMCSKRCQSGQKKKP VGIHVCCFECIDCLPGTFLNHTEDEYECQACPNNEWSYQSETSCFKRQLVFLEWHE 563
T1R3 495 P VSRCSRQCPJEGQVRRV KGFHSCCYDCVDCEAGSYRQNP DD I[Jc THCGQDEWS PERS TRCF[FRREGFLAWGE 566
T1R1 493 PKSVCSSDCLEGHQRVV TGFHHCCFECVPCGAGTFLNKS DLYRCQPCGKEEWAPEGSQTCFPRTVVFLALRE 564
GluR1 520 VRSVCSEPCLKGQIKVIRKGEVSCCWICTACKENEYVQ DEFTCKACDLGWWPNADLTGCEPIPVRYLEWSN 590
GIuRS5 507 | RSVCSEPCEKGQIKV I RKGEVSCCWTCTPCKENEYVF ~ DEYTCKACQLGSWPTDDLTGCDL | PVQYLRWGD 577
GluR6 514 P SSLCSLPCGPGERKKMVKGVP CCWHCEACDGYRFQV ~ DEFTCEACPGDMRPTPNHTGCRPTPVVRLSWSS 583
GluR4 516 PRS ICSLPCQPGERKKTVKGMP CCWHCEPCTGYQYQV DRYTCKTCPYDMRPTENRTGCRPIPI IKLEWGS 585
GIuR7 519 PASVCTLPCKPGQRKKTQKGTP CCWTCEPCDGYQYQF DEMTCQHCPYDQRPNENRTGCQDIPI IKLEWHS 588
GluR8 512 PASVCSLPCKPGERKKTVKGVP CCWHCERCEGYNYQV ~ DELSCELCPLDQRPNMNRTGCQLIPIIKLEWHS 581
GluR2 496 PASRCSEPCLQNEVKSVQPGEV CCWLCIPCQPYEYRL  DEFTCADCGLGYWPNASLTGCFELPQEY | RWGD 565
GIuR3 505 P TSQCSDPCAPNEMKNMQPGDV CCWICIPCEPYEYLA DEFTCMDCGSGQWPTADLTGCYDLPEDY | RWED 574
CasR 538 PFSNCSRDCLAGTRKEI IEGEPTCCFECVECPDGEYSD ETDASACNKCPDDFWSNENHTSCIAKEI|IEFLSWTE 610

Mutations
No effect

FIGURE 3.5 - Alignement des séquences en AA des CRD des RCPG de
classe C
Malgré un pourcentage d’identité de séquence modéré, 31+2% entre les T1R et
les mGluR, I'alignement des CRD est fortement influencé par la présence des cys-
téines hautement conservées (figure 3.5). Les ponts disulfures sont contraints lors de
la construction du modele par homologie. La structure cristallographique du mGIuR3

est utilisée comme patron.

TMD

Le TMD constitue la région prototypique de la superfamille des RCPG. Il contient ~ 300
AA qui se replient pour former sept hélices qui traversent la membrane. Elles sont
nommées TM1 a 7 (figure 3.3B). Ces structures secondaires sont reliées par des boucles
généralement non structurées. Les boucles extracellulaires sont notées « ECL » et in-

tracellulaire « ICL », comme suit :

(N-terminal) TM1 - ICL1 - TM2 - ECL1 - TM3 - ICL2 - TM4 - ECL2

- TM5 - ICL3 - TM6 - ECL3 - TM7 (C-terminal)

Un pont disulfure extrémement conservé dans la superfamille des RCPG est retrouvé
dans les classes C, il permet de lier 'ECL2 avec le haut de la TM3.
La topologie du TMD des RCPG, commun a toute classe, permet d’établir une no-

menclature particuliere. En effet, il est communément admis de définir un AA par sa
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position dans la séquence de la protéine. Cependant, cette dénomination est peu judi-
cieuse pour situer et comparer des AA dans plusieurs séquences. Ainsi, la numérota-
tion dite de « Ballesteros-Weinstein », basée sur les AA les plus conservés des RCPG,
a donc été définie par les auteurs du méme nom. Elle consiste, pour chaque hélice, a
définir I’AA le plus conservé dans un alignement de séquence en AA multiple et de lui
attribuer le chiffre « .50 ». Le chiffre avant le « . » correspond a I'hélice ot se situe 'AA.
Par exemple, pour la TM1, le résidu X le plus conservé sera noté X!-59. Ainsi, tous les
résidus en amont ont un numéro inférieur a 50 et les résidus en aval supérieur a 50.
Les boucles marquent la fin de cette numérotation qui est propre a chaque hélice. Cette
nomenclature sera largement utilisée dans la suite de ce manuscrit.

L’alignement des séquences des AA des TMD est représenté dans la figure 3.6. Cette
région prototypique des RCPG présente sept hélices transmembranaires qui sont re-
portées sur l'alignement. La topologie issue des données structurales des TMD réso-
lues par cristallographie est une contrainte forte pour ajuster I’alignement de séquence.
En effet, la présence de « trous » dans ces régions critiques a des conséquences sur
I'orientation des chaines latérales des AA. Un tour d’hélice a compte quatre AA, donc
lI'insertion d"un trou dans l'alignement décalera I'ensemble des AA d'un quart de tour.
Les données de mutagénese dirigée (tableau A.2 en annexe) permettent de réaliser
quelques ajustements au niveau de la cavité de liaison et de proposer un alignement
plus pertinent. Enfin, I’analyse de la structure du mGluR faite par Doré et al. [109]
permet de contraindre 1’alignement en se basant sur des régions clés impliquées dans
la fonction du récepteur, appelées « interrupteurs moléculaires » (détaillées au cha-
pitre 3.5.3). L'élucidation récente des structures de RCPG de classe C mGluR1 [108] et
mGluRS5 [109] en fait les candidats parfaits pour proposer un modeéle du TMD du STR.
La structure du mGluR1, code pdb 40R2, est utilisée comme patron pour modéliser les
TMD de T1R2 et TIR3. Une contrainte est appliquée pour lier les deux cystéines qui

forment le pont disulfure canonique entre I'ECL2 et le haut de la TM3.
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3.5 Description moléculaire de T1R2 et T1R3

3.5.1 VFD

Le VFED est le domaine qui a été le plus étudié pour les RCPG de classe C, que ce
soit pour les mGluR ou le STR. Afin de réaliser des études structurales, de nombreux
alignements de séquences en AA ont été proposés pour construire un modéle par ho-
mologie du VFD [112-115]. Les zones les plus critiques de 'alignement sont présentes
dans les régions non structurées. En se basant sur les données de mutagénése dirigée et
les structures secondaires issues des données cristallographiques, seulement quelques
différences sont observées entre l'alignement proposé dans cette étude et ceux déja
publiés. Le résidu K65, par exemple, est impliqué dans le maintien du VFD a I’état
fermé [114-116]. Pour satisfaire cet aspect fonctionnel, I’AA K65 précédemment aligné
avec le résidu Q/E des mGluR est aligné ici avec les lysines présentes en n — 2. Aussi,
plusieurs modeles et analyses structurales de T1R2 ont été effectués pour confirmer la
position des AA Q328 et D213 dans l’alignement de séquences en AA (figure 3.4).

L’alignement et le modeéle par homologie permettent de décrire les AA impliqués
dans la liaison des sucres et des édulcorants. Les AA surlignés en noir dans la fi-
gure 3.4 définissent les AA formant la cavité de liaison, ils sont issus d’une étude de
Wellendorph et Brauner-Osborne [79]. Les résultats de mutagéneése dirigée sur T1R2
confirment I'importance de ces AA dans le site de liaison orthostérique.

Le VFD présente une structure bilobée avec une large cavité de liaison. En utilisant
le mGIluR1 en forme « o » comme patron, les modeles structuraux de T1R2 et T1R3
présentent une cavité ayant un volume de ~ 4 900 A3. Dans les deux cas, elles sont
hydrophiles, avec un ratio de la surface polaire sur la surface totale de 45% pour T1R2
et de 50% pour T1R3. Cette grande polarité est en accord avec le type de ligand que
peuvent fixer les VFD de T1R2 et T1R3, tel que les sucres, dont les propriétés physico-
chimiques ont été énoncées dans le chapitre 1.3.2. Une cavité annexe a été mise en

évidence a partir d'une étude structurale du mGluR4 [117]. Ce type de cavité, adjointe
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a la principale, trouve toute son importance pour la conception de nouvelles molécules
fixant de maniere plus spécifique et efficace le récepteur. Cette derniére est retrouvée
sur les modeles proposés et semble avoir une importance dans la liaison d’édulco-
rant, notamment pour T1R2, o1 la mutation S40A diminue la réponse a 1'aspartame

(tigure 3.7).

T1R2 T1R3

FIGURE 3.7 — Modeles par homologie des VFD de T1R2 et T1R3

Les AA mis en évidence sont les plus conservés parmi ceux décrits comme im-
portants par les données de mutagénese dirigée.

3.5.2 CRD

La structure du CRD est représentée dans la figure 3.5. Les ponts disulfures qui

structurent cette région ont un agencement particulier. Le chevauchement des ponts
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disulfures, ainsi que la liaison d"une cystéine au bas du VFD rigidifient fortement cette
région. Deux d’entre eux font intervenir des cystéines consécutives dans la séquence
en AA et permettent de restreindre les mouvements d’élongation du CRD. Malgré une
séquence d’environ 70 AA, la structure du CRD qui ne présente pas de structure secon-
daire particuliere reste compacte. Ces observations confirment ce qui a été suggéré, ces
ponts disulfures servent a rigidifier le couplage VFD-TMD [79]. La fin de séquence
du CRD, comptant une dizaine d’AA n’est, quant-a elle, pas contrainte et autorise

quelques degrés de liberté dans 1’association VFD-TMD.

3.5.3 TMD

Site de liaison

Le TMD des RCPG de classe C possede un site de liaison orthostérique. Une étude
sur le mGIuR5 [118] montre que ce domaine est fonctionnel in vitro méme sans 1'ec-
todomaine extracellulaire. Pour le STR, T1R3 est la seule sous-unité pour laquelle des
données de mutagénese dirigée sont disponibles [100-102]. Il est capable de lier des
modulateurs allostériques négatifs (lactisole) et positifs (cyclamate et néohesperidine
dihydrochalcone (NHDC)). Pour les petits ligands que sont le cyclamate et le lactisol,
les données de mutagéneése montrent que la cavité de liaison du TMD de T1R3 est
comprise entre les TM 3, 4, 6 et qu’elle comprend également I’'ECL2 [100, 101]7. Pour
le NHDC, les hélices 2, 4 et 7 s’ajoutent a cette cavité, incluant les AA : S%:2, F2.55,
Yia? et CZ2 [102]. La construction de chimeres humain/murin a montré que le TMD
de T1R2 est aussi en mesure de lier des composés, tels que la périllartine, le P-4000
et le S-819 [81, 112]. L’absence de données de mutagénese pour T1R2 rend impossible
la description expérimentale de cette cavité de liaison. Cependant, pour la suite de la
comparaison, elle peut étre extrapolée a partir des AA décrits dans T1R3 et les mGluR.

Des variations dans les AA orientés dans la cavité de liaison sont observées entre T1R2

7. La description de la cavité du TMD de T1R3 est plus largement détaillée dans le chapitre 4.
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et TIR3 et peuvent expliquer la différence de reconnaissance des composés précédem-
ment cités. Le résidu S3;¥° dans T1R3 est remplacé par une F3;¥ dans T1R2 suggérant
un encombrement plus important de la cavité de liaison. Ainsi, les volumes des cavités
estimés de T1R2 et T1R3 sont, respectivement, 210A3 et 270A3. Trois AA sont décrits
comme point d’ancrage dans T1R3 : H337 RESL? et FS:33. 1ls stabilisent la liaison du cy-
clamate par des interactions de type électrostatique et 7- stacking [100]. Les propriétés
de ces AA sont absentes dans T1R2, car selon l'alignement, ils sont remplacés par les
AAPEN NEGL? et LS23. L'ensemble de ces observations peuvent expliquer pourquoi les
molécules fixant TIR2 et T1R3 ne peuvent pas partager les mémes propriétés physico-

chimiques.

Les interrupteurs moléculaires

Les interrupteurs moléculaires sont des motifs structuraux impliqués dans la trans-
mission du signal induit par la liaison du ligand. Ces AA ou séquences courtes d’AA
ont été largement décrits pour les RCPG de classe A [95, 119-121]. Des motifs sem-
blables ont été identifiés chez les RCPG de classe C [122], notamment dans les récentes
structures cristallographiques du mGIuR [108, 109]. Ils ont été reportés dans 1’aligne-
ment de séquences en AA sur la figure 3.4. Une forte conservation est observée pour les
mGluR. Les motifs correspondants pour le STR sont extrapolés a partir de 1’alignement

de séquences en AA, ils sont au nombre de trois :

* Le commutateur de transmission ou « transmission switch » est constitué d’AA
formant le fond de la cavité de liaison et sert de premier senseur de la fixation

d’un ligand.

* Le verrou ionique ou « ionic lock » se trouve du coté intracellulaire et est formé
d’AA polaires ou chargés dans les TM3 et TM6. Leur interaction a un ro6le de

verrou quand le RCPG est a I’état inactif.

¢ La barriere hydrophobe ou « hydrophobic barrier » est localisée dans la TM7 et
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prévient I'entrée d’eau dans la partie intracellulaire du RCPG dans son état inac-
tif. L'inondation de cette région permet le couplage de la protéine G et l’activation

de la cascade de signalisation.

Le Transmission Switch, le Ionic Lock et 1’"Hydrophobic Barrier seront notés respectivement
TS, IL et HB par la suite.

Le TS des RCPG de classe C est formé par une triade d’AA aux positions 3.44,
6.46 et 7.39, selon la nomenclature de Ballesteros-Weinstein. La figure 3.8 résume les
AA impliqués dans cet interrupteur moléculaire selon le récepteur. Méme si les AA
different entre les mGluR et au sein des T1R, il est important de noter que les propriétés
physico-chimiques des AA sont conservées. Par exemple, la tyrosine du mGluR dans la
TM3 est présente dans la TM6 pour T1R2 et TIR3 (Y344 et Y546, respectivement). Pour
les RCPG de classe A, un seul AA est impliqué, il s’agit du W64, Un AA tryptophane
tres conservé est également retrouvé dans les classes C (W6-5%) mais il ne délimite pas
le fond de la cavité. Il est possible qu’il ait un autre role dans cette famille. Seul T1R2 ne
présente pas de tryptophane en position 6.50 mais une sérine, suggérant qu’un aspect

fonctionnel est peut-étre manquant dans cette sous-unité du STR.

e &
o LEO

99%0

A4

@%m

e o
° &

44

46
* 6

FIGURE 3.8 — Représentation schématiques des AA importants du TS sur

les modeles de T1R2 et T1R3
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Les motifs du IL sont tres conservés chez les mGluR, les séquences en AA sont KTNR
dans la TM3 et NEAK dans la TM6. Ce sont les chaines latérales des AA K3-°0 et E6-3° qui
forment le verrou. Comme il a été montré dans les structures cristallographiques des
mGluR, deux sérines de 'ICL1 et le résidu R3-53 s’ajoutent aux AA cités pour renforcer
les interactions électrostatiques. Pour le STR, les AA correspondants sont représentés
dans l'alignement de séquence (figures 3.6) et sur le modele par homologie (figure 3.9).
Le méme schéma est retrouvé pour T1R2 et T1IR1 avec les AA R350 et E6-35. En revanche,
la polarité de l'interaction est inversée pour T1R3 avec les AA Q350 et R635. Méme si
I'alignement de séquences en AA peut révéler quelques variations, les modeles par
homologie de TIR2 et TIR3 démontrent que des interactions similaires ont lieu entre
la TM3 et la TM6 pour former le IL.

Dans les RCPG de classe C, un motif [F/Y]xPKxY conservé dans la TM7 forme la
barriere hydrophobe. En se basant sur la structure du mGluR, I'acteur principal est la
FoulaY en position 7.48. Pour T1R3, une histidine est retrouvée a cette position. Pour
les TIR, un autre AA aromatique semble renforcer cette barriere hydrophobe, la F7-47
pour T1R1/2 et la Y47 pour T1R3. Il est intéressant de noter que les AA impliqués
dans les interrupteurs moléculaires sont présents dans les TM3, TM6 et TM7. Ces TM

sont 1’objet de 'étude réalisée dans le chapitre 5.

Choix du patron

Des modeles par homologie de T1R3 ont déja été proposés dans des études précé-
dentes [100-102]. L'absence de données structurales sur les RCPG de classe C a né-
cessité 1'utilisation d"un RCPG de classe A comme patron, la rhodopsine bovine (code
PDB 1r88) [95]. Deux alignements différents ont été réalisés pour construire les mo-
deles [100, 102]. Dans les deux cas, un décalage des hélices transmembranaires est ob-
servé en comparant les deux modéles de T1R3 (figure 3.10), notamment pour les TM 2,
5 et 7. L'utilisation de la rhodopsine comme patron entraine également une diminution

du volume de la cavité de liaison. Le modeéle basé sur la structure du mGIluR conduit a
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FIGURE 3.9 — Modeles par homologie du TMD du STR

Les AA mis en évidence sont les plus conservés parmi ceux décrits comme im-
portants par les données de mutagénese dirigée. Ils représentent les AA de la
cavité de liaison et des interrupteurs moléculaires.
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une rotation d"un tour d'hélice de la TM5, sans conséquence sur la liste des AA impli-
qués dans la cavité de liaison (Y*40 et H54%) mais important pour 1'étude dynamique
du récepteur. Enfin, un décalage d'un demi-tour d’hélice en fin de TM4 permet de re-
placer I’AA Y450 dans la cavité de liaison, mal positionnée avec un des alignements
précédent [100]. Cet AA a été montré comme impliqué dans la liaison du NHDC [102].

Deux différences majeurs concernant les interrupteurs moléculaires sont a noter.
Les études précédentes suggéraient que I’AA W59 des RCPG classe A soit aligné avec
le W68 des classes C. Cependant, le faible pourcentage d’identité de séquence entre
les classes A et le STR (14% avec la rhodopsine) ne permet pas d’affirmer que les in-
terrupteurs moléculaires sont identiques. Dans les RCPG de classe C, 'AA W648 ne
forme pas le fond de la cavité mais pointe vers la TM5. En se basant sur le mGIuR,
le modele par homologie est donc largement affecté a cette position. De plus, chez les
RCPG de classe A, le motif correspondant a la barriére hydrophobe est NPxxY [121]. La
tendance des alignements précédents était d’aligner la Y753 des classes A avec la Y753
des classes C. Cependant, les structures cristallographiques du mGluR révelent que
c’est la premiere tyrosine (Y74%) du motif [F/Y]xPKxY qui est correctement orientée
pour jouer le role de barriere hydrophobe. Cette différence dans 1’alignement et dans
le patron entraine une grande variation dans la structure finale de la TM7 (figure 3.10).

L'utilisation d'un patron appartenant a la méme famille de RCPG que le STR permet
de réaliser un alignement de séquence en AA plus convaincant et d’obtenir un modele

structural fiable du STR.
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FIGURE 3.10 — Comparaison des modeles par homologie de T1R3 selon
les alignements de séquence en AA et le patron utilisé.

En noir, le modele par homologie proposé dans cette étude. Les modeles proposés
par Jiang et al. [100] et Winnig et al. [102] sont représentés, respectivement, en vert
et en bleu.

3.6 Conclusion

Le référencement de plus de 600 données de mutagéneése dirigée, ainsi que les to-
pologies des RCPG de classe C extraites des structures cristallographiques ont permis
d’ajuster les alignements pour proposer un modele 3D fiable du STR. Des différences
mineures sont a notées dans l'alignement de séquence en AA, donc dans la structure
modélisée, du VFD. L'intérét majeur de cette étude pour cette région est la définition
des cavités de liaison, principale et annexe, de T1R2 et T1R3. Ce site de fixation orthos-
térique peut lier des molécules tres variées d'un point de vue chimique. La suite de
'étude portera sur la caractérisation structurale de cette cavité de liaison par des études

dynamiques. L'alignement des séquences en AA des CRD présente peu d’ambiguité,
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comme énoncé précédemment, les cystéines impliquées dans les ponts disulfures de

cette région sont une contrainte forte. Enfin, le modele par homologie du TMD de

T1R3 est le premier basé sur une structure cristallographique d"un RCPG de classe C.

La définition de la cavité de liaison et les interrupteurs moléculaires permettront de

réaliser une étude approfondie sur la dynamique du récepteur lors de la fixation d'un

ligand puis de son activation. La structure du STR proposée ici apporte une solution

aux désaccords des modeles proposés dans les études précédentes.

TIR2 T1R3
VED S40 K65 Ie7 L71 Y103 D142 P42 N68 w72 S104 H145 S146
N143 S144 E145 S165 Al6o S147 E148 G168 A169 S170
I167 S168 A187 H190 Y215 M171 D190 Q193 Y218 S276
P277 D278 L279 Y282 E302 V277 H278 H281 E301 A302
S303 W304 D307 V309 E382 w303 5306 L308 H387 H388
R383 V384 0389
252 253 1254 13.32 ~3.33 13.36 252 172.53 1256 ~3.32 ~3.33 «3.36
R AR T . P I N I e e
P%ESCS’LQFM}EOLE% 42 E(,Gé%6 5%9 551\(7)721 44 H€153401*1:2L6%0526215 Eg%%g 1;12%1 55)723 5.44
P72426 é\757023 5%/7246 53 372754 L72857 T%m T(?fﬁ f\ 0 65?7266 53 87%954 F7%057 i
s S Sy v B B i T A B
Vigs Droz Nrgg Agps  Igos R7zgo Q74 Csor Ggod  Lsos
3.44 6.46 n7.39 3.44 6.46 ~7.39
TS Tois Y959 Nigs L Yo' Chon
350 o3.561 13.52 ~3.53 350 2351 23.52 13.53
IL A539;9 G365006§é351 5952 Foss Osisa 56322 2;3,65036%54 6‘3?55 Asis Egsr
Z\7?'57 E{;SS A7sg K?'@'o 1\7?'59 Rzgo A1 Rreo
74T 748 p7.50 751 <753 747 748 p7.50 p7.51  7.53
HB Ysor Faos Pgio Ksi1 Ysis Fsoo Hgip Pgia Rsiz Ygis

TABLE 3.2 — Liste des AA importants du STR : AA du site de liaison du
VED et TMD ainsi que les AA formant les interrupteurs moléculaires.

Les AA notés en italique sont extrapolés depuis 1’alignement de séquences. TS,
IL et HB signifient, respectivement, Transmission Switch, Ionic Lock et Hydrophobic

Barrier.
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Chapitre 4

Relation structure-fonction de

TIR2-T1R3

Ce chapitre est basé sur un article en préparation :

Chéron, J.-B., Golebiowski, J., Antonczak, S., & Fiorucci, S. (en préparation).
Molecular dynamic simulations enlighten different ligand binding modes

in the N-terminal domain of the sweet taste receptor.

4.1 Préambule : Stratégie d’étude par domaine

Au-dela des approches ligand-based, la recherche et le développement de nouveaux
composés nécessite la connaissance structurale du ligand et du récepteur. L'étude sta-
tistique du chapitre 2 aborde les approches ligand-based et permet de sélectionner des
composés d’intéréts de maniere automatique. En revanche, cette méthode n’apporte
pas —ou peu — d’information sur les interactions nécessaires pour la reconnaissance du
ligand par le récepteur. La construction du modeéle par homologie du STR dans le cha-
pitre 3 permet d’aborder cette problématique. En effet, méme si la structure chimique

des ligands porte une information quant-a leur pouvoir sucrant, la premiere étape de
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la perception sucrée nécessite l'interaction d’un sucre ou d’un édulcorant avec le STR.
Il apparait primordial de comprendre comment ces structures chimiques sont recon-
nues par le STR. La mise en évidence des mécanismes moléculaires qui entrent en jeu
permet, a la fois, de décrire structurellement les sites de liaisons du STR et de concevoir
de nouveaux édulcorants par des approches receptor-based.

Comme il a été énoncé dans les chapitres précédents, le STR présente plusieurs
sites de liaison. L'objectif de ce chapitre est de caractériser les sites de reconnaissance
du VFD de T1R2 et du TMD de T1R3. Le VFD de T1R2 est la cavité « naturelle » ; elle est
capable d’accueillir des structures chimiques tres variées [81]. Un intérét particulier est
porté aux disaccharides et dipeptides, car des données de mutagénese dirigée sont dis-
ponibles pour le saccharose, le sucralose, I’aspartame et le neotame. De plus, les disac-
charides permettent d’étudier spécifiquement la région de reconnaissance des sucres
qui est essentielle dans la fixation de molécules glycosylées. Les dipeptides, quant-
a eux, posseédent un groupement hydrophobe et des groupements chargés. L'analyse
des AA en interactions avec ces groupements, dont I'importance a déja été citée dans le
chapitre 2.2.3, présente un grand intérét pour le développement rationnel de nouveaux
édulcorants.

Les domaines transmembranaires de T1R2 et T1R3 sont aussi en capacité de fixer
des édulcorants. TIR2 peut fixer le S819 et T1R3 le cyclamate [80, 112]. L'étude du
TMD de T1R3 est effectuée ici, car des données de mutagénese dirigée sont disponibles.
La compréhension du site de reconnaissance de T1R3, dit « allostérique », permet de
définir des résidus clés, a la fois pour le développement de nouveaux modulateurs et

pour la mise en évidence des résidus critiques pour l'activation du récepteur.

4.2 Préparation des systemes moléculaires

Dans ce chapitre, des simulations de dynamique moléculaire sont réalisées avec le

modele par homologie du STR construit précédemment. Cette approche est utilisée
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pour modéliser la physique dun systeme en fonction du temps. Il est alors possible
d’étudier les résidus clés des interactions ligand-récepteur en prenant en compte le
comportement du ligand dans sa cavité. La dynamique moléculaire est la méthode
principale des chapitres 4 et 5. Ainsi, une description de ces lois est faite en annexe B.4.

Le point de départ de ces simulations est estimé par des approches de docking, dont
la théorie est décrite en annexe B.3. Les espaces de recherche sont limités aux sites de
liaison connus pour le VFD de T1R2 « fermé » et le TMD de T1R3. Pour chacun des do-
cking réalisés, la pose de plus basse énergie et correspondant aux données expérimen-
tales de mutagénese dirigée est sélectionnée. Ensuite, le complexe ligand-récepteur est
placé dans un environnement physiologique. Enfin, le systéme construit peut étre sou-

mis aux calculs de dynamique moléculaire.

4.2.1 Paramétrisation des dynamiques moléculaires

Le logiciel AMBER [123] est utilisé pour réaliser les calculs de dynamique mo-
léculaire. Les parametres de chacun des atomes doivent étre définis (rayon, charge,
...), ainsi que leurs interactions par paire (annexe B.4.2). Pour cela, un ensemble de
constantes, issues de données expérimentales ou de calculs quantiques, est présent

dans le champ de force.

Des acides aminés au champ de force pour les protéines

Une mise a jour vers AMBER16 a été effectuée au cours de ces trois années de travaux.
En fonction de la date de début des projets, les champs de force ff03.r1 ou {f14SB ont
été utilisés. Ces deux champs de force sont des améliorations du ff99SB (AMBER force
field 99 Stony Brook), reprenant les parametres du f99, spécialement développé pour les
biomolécules. Le ff99SB a été optimisé pour pallier aux limitations du ff99. Les angles
dihédres ont été re-paramétrisés, le traitement du backbone de la glycine corrigé et le
gain énergétique di a la formation de structures secondaires révisé. Le {f14SB est dans

la continuité de ces optimisations et constitue la derniere mise a jour. Il optimise les



80 Chapitre 4. Relation structure-fonction de T1R2-T1R3

parametres des angles dihedres du backbone et des chaines latérales pour reproduire
la géométrie de données expérimentales. Le ff03.r1, quant-a lui, dérive directement
du ff99. Les modifications de ce champ de force sont une ré-estimation de la charge
des atomes ainsi que des parametres des angles dihédres pour limiter le repliement
préférentiel en hélice. Il était utilisé historiquement au laboratoire avec AMBERO et a
permis de réaliser les premieres simulations (TMD de T1R3). Pour chaque systeme,
I'état de protonation des AA des protéines est défini avec H++ [124]. Pour le VFD de
T1R2 un ion Mg?* est ajouté dans une boucle (figure 4.1), comme dans les structures

cristallographiques du mGluR [103].

FIGURE 4.1 - Ion Mg?* présent dans la structure cristallographique du
mGluR1 (1EWK)

La protéine est représentée en noir. Les atomes de carbone, oxygene et azote sont

colorés, respectivement, en noir, rouge et bleu. L'ion Mg2+ est représenté par une
sphere verte.

Champs de force des sucres et des ligands non « standard »

Pour les simulations du TMD de T1R3, le ligand étudié est le cyclamate. Dans le cas du
VED de T1R2, les ligands sont des dipeptides ou des disaccharides. Les parametres du
saccharose proviennent d’'un champ de force spécialement développé pour les sucres
(GLYCAM 06j-1) et compatible avec AMBER [125]. Cette version permet une compa-

tibilité avec le champ de force des protéines ff14SB. Pour les autres ligands, le champ
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de force utilisé est GAFF2 (general AMBER force field) [126], car il est entiérement com-
patible avec les autres champs de force AMBER. De plus, il contient les parametres né-
cessaires a la plupart des molécules organiques. Le programme Antechamber [127] est
utilisé pour optimiser la géométrie des ligands et pour calculer les charges des atomes.

Les méthodes appliquées pour assigner les charges sont résumées dans le tableau 4.1.

Type T1R2-VFD T1R3-TMD mGluR5-TMD*
Protéine | ff14SB ff03.r1 ff14SB

Eau-Ions | TIP3P TIP3P TIP3P

Lipides lipid11 lipid14

GLYCAM 06j-1 ou Antechamber GAFF | Antechamber GAFF2
Ligands | Antechamber GAFF2 | et charges aml-|et charges aml-
becc [128] becc [128]
Optimisation HEF/6-
31G*

et charges RESP [129]

TABLE 4.1 — Résumé de 'utilisation des champs de force et des parametres
des ligands.

a. Chapitre suivant

Simulation avec membrane

Les simulations du TMD de T1R3 sont réalisées dans des conditions « physiologiques ».
Le récepteur est enchassé dans une bicouche lipidique modélisée par des phospholi-
pides de type « POPC » (1-palmitoyl,2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine). L’orienta-
tion du récepteur dans la membrane a été prédit avec le serveur OPM [130]. Le champ

de force lipid11', adapté de GAFF, est utilisé [131].

Représentation de I'eau
Le modele d’eau a trois points « TIP3P » est pris en compte. Dans le cas de la simulation
d’une protéine dans I'eau (VFD de T1R2), une boite est constituée a 10 A autour de la

protéine. Si une membrane est présente, une couche d’eau de 10 A est ajoutée selon

1. Dans le chapitre suivant, la mise a jour vers AMBER16 a permis d’utiliser le champ de force lipid14
avec ff14SB pour les simulations du TMD du mGluR. lipid14 constitue une importante mise a jour. 11
combine lipid11 avec le développement de nouveaux parametres pour les lipides (GAFFlipid).
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I’axe z. Le champ de force utilisé pour les ions a été optimisé pour le solvant « TIP3P ».

La neutralisation de la charge des systémes se fait avec les ions Na* et Cl-.

4.2.2 Protocole des simulations de dynamique moléculaire

Le protocole standard avant la période de production correspond a une minimi-
sation de l’énergie, une thermalisation et une équilibration du systeme. Le module
pmemd avec 'algorithme SHAKE [132], pour contraindre les liaisons impliquant des
atomes d’hydrogene, est utilisé. L’approximation SHAKE permet d’effectuer les calculs
avec un pas d’intégration de 2 fs. Le rayon de troncature pour estimer les interactions
non-liantes est de 8 A avec une mise a jour de la liste des paires tous les 15 pas. Les

conditions limites périodiques sont appliquées (voir annexe B.4 pour plus de détails).

e Pré-équilibration du systéeme

Lors de la construction du systeme de nombreuses approximations sont présentes. Le
modele réalisé avec Modeller peut étre dans un état énergétique différent du minimum
estimé par AMBER. De plus, I'ajout du solvant, des ions et du ligand nécessite de repla-
cer la totalité du systeme dans son minimum énergétique. Cette étape est indispensable
avant de réaliser les calculs de dynamique moléculaire. Elle permet la réorganisation
des distances, des angles et des dihédres autour de leur point d’équilibre énergétique.
Les encombrements stériques sont également supprimés pendant cette étape. Deux

protocoles sont utilisés en fonction du type de systeme (avec ou sans membrane).

Protéine en solution aqueuse

Quatre cycles de minimisation et d’équilibration sous contraintes a 100 K sont effec-
tués. Chaque cycle permet de diminuer la valeur de la contrainte appliquée sur le so-
luté de 15 a 0 kcal.mol~L.A-2. Les étapes de minimisation de 1’énergie correspondent a
5 000 pas de steepest descent et 5 000 pas de gradient conjugués. Les équilibrations sont

réalisées pendant 20 ps dans les conditions NVT 2. L'algorithme PME (Particle Mesh

2. Le Nombre d’atome, le Volume et la Température sont constants
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Ewald) est utilisé avec une grille de 1 A et un seuil de troncature de 8 A. L'intérét de
cette approche est de permettre au systéme de franchir les barrieres faibles en énergie.
Le systeme est relaxé en douceur et le solvant peut ainsi s’adapter autour de la protéine

dont les coordonnées des atomes sont contraints.

Protéine membranaire

Dans ce cas, les minimisations énergétiques sous contraintes des différentes phases
sont faites consécutivement. Une contrainte de 50 kcal.mol-1.A-2 est appliquée sur la
position des atomes en dehors de la phase a minimiser. Tout d’abord, la minimisation
de I'énergie se fait sur les chaines latérales de la protéine, ensuite la membrane et en-
fin, I’eau et les ions. Ensuite, une étape de thermalisation du solvant (membrane, eau
et ions) a 310 K est effectuée en 20 ps. Elle est suivie d'une équilibration du solvant
pendant 200 ps. A ce point, les lipides, 1’eau et les ions se sont réorganisés autour de
la protéine dont la position des atomes était contrainte. Les quatre cycles de minimi-
sation et d’équilibration a 100 K, en diminuant la contrainte sur la protéine de 15 a
0 kcal.mol-1.A-2, sont appliqués. Dans ce cas, les étapes d’équilibrations se font dans
les conditions NPT 3 car, en présence d’'une membrane, la pression qui est anisotrope *

doit étre controlée.

e Thermalisation

Lors de la minimisation du systeme, 'énergie cinétique est nulle. La thermalisation
correspond a une attribution progressive des vitesses avec un bain thermostaté. Sans
membrane, elle est effectuée dans les conditions NVT de 100 K a 310 K, en 20 ps, en
couplant le systeme a un thermostat de Langevin. En présence d’'une membrane, les

conditions NPT sont appliquées.

3. Le Nombre d’atome, la Pression et la Température sont constants
4. La pression appliquée n’est pas la méme entre les axes x,y et 'axe z pour réguler la tension super-
ficielle générer par la présence des phases lipidiques et aqueuses.
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o Equilibration

Une courte équilibration de 100 ps a 310 K en NVT est effectuée dans le cas des simu-
lations dans 1’eau seulement, dans le but de stabiliser la température. Cette étape doit
étre tres courte pour ne pas créer de « bulles de vide ». Elle est suivie d"une équilibra-
tion en NPT de 100 ps pour permettre a la densité de s’équilibrer. Pour les systémes
avec membrane, seule une équilibration en NPT de 40 ns est réalisée. Les temps d’équi-
libration sont différents entre les systéemes (avec ou sans membrane) car 'eau ajoutée
au départ est pré-équilibrée, tandis que les lipides ne le sont pas. Les simulations en
NPT sont effectuées a 1 bar (0,987 atm) et 310 K. Le barostat de Berendsen et le ther-

mostat de Langevin sont appliqués.

e Production

Toutes les productions sont réalisées en condition NPT (1 bar et 310 K). La température
et la pression sont, ici aussi, controlées par le thermostat de Langevin et le barostat
de Berendsen. Dans le cas des simulations avec membrane, le controle de la pression
est anisotrope. Les trajectoires des simulations de dynamique moléculaires peuvent
étre utilisées pour estimer I'énergie d’interaction entre un ligand et son récepteur. Les
détails méthodologiques de la dynamique moléculaire et de 'estimation de 1'énergie

d’interaction sont donnés en annexe B.4 et B.5.

4.3 Domaine extracellulaire

4.3.1 Préparation des systemes

Le VED de T1R2 est le site de reconnaissance dit « orthostérique ». 1l fixe les li-
gands naturels du STR (les sucres). Il a été montré que ce site est également capable
d’accueillir divers édulcorants [Dubois2016]. L'objectif est de comprendre comment le
VED de T1R2 reconnait des structures chimiques variées et de déterminer les AA for-

mant les différents sites d’interactions. Pour 1’étude du site de liaison du VFD de T1R2,
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quatre systéemes sont préparés avec deux disaccharides, le saccharose et le sucralose, et
deux dipeptides, I'aspartame et le neotame. Le protocole de simulation de dynamique
moléculaire défini précédemment (dans une boite d’eau) est appliqué. Pour chaque

ligand, deux simulations de 150 ns sont réalisées.

4.3.2 Stabilité des systémes
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300
I
800000
1.00
1

780000
I
0.98
I

250
I

equilibration NVT

equilibration NPT

equilibration NPT

Temperature (K)
thermalisation
é&quiibration NVT
equilibration NPT~ — ~ = 7

A3
760000
!
thermalisation
equilibration NVT
densité
0.96
!
thermalisation

200
I
740000
0.94
I

0.92
1

150
L
720000
L

T T T T T
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 0 50 100 150 200

Temps (ns) Temps (ns) Temps (ns)
FIGURE 4.2 — Vérification de la convergence des étapes de pré-production.

Les 200 premieres ns permettent la convergence de la température (310 K), du
volume et de la densité du systeme moléculaire.

Les phases de minimisation, de thermalisation et d’équilibration sont cruciales pour
obtenir un systéme a son point d’équilibre énergétique. La figure 4.2 montre que le
protocole appliqué permet la convergence de la température a 310 K ainsi que de la
densité a ~ 1. Lors des phases de thermalisation et d’équilibration en NVT, le volume
des systémes converge aussi a un point d’équilibre. Alors, 1’étape de production peut
étre effectuée pour échantillonner le comportement des complexes ligand-récepteur.

Le RMSD (Root Mean Square Deviation) quantifie les fluctuations des positions ato-
miques au cours de la trajectoire. Il est défini, entre deux molécules A et B de N atomes

de coordonnés z,y, 2, tel que :

RMSD(A, B) = \l %i[mm — Bui)2 + (Ayi - Byi)? + (Asi — B.i)?] (4.1)
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La figure 4.3 représente le RMSD pour chacune des trajectoires. La premiere structure
de la trajectoire est utilisée comme point de référence. En quelques ns 1'ensemble des

systémes ont atteint leur point d’équilibre d"un point de vue structural.

4.3.3 Interactions ligand-récepteur

Le calcul par la méthode MMGBSA permet d’estimer I’affinité ligand-récepteur (an-
nexe B.5). Plus 'énergie d’interaction estimée est basse, plus le ligand en question est
stable dans la cavité. Les deux simulations de chaque systeme sont concaténées, su-
perposées aux atomes du squelette protéique de la premiere structure de 1'étape de
production et clusterisées selon la position du ligand. Une matrice de distance eucli-
dienne, selon le RMSD du ligand, est construite et une méthode de classification hié-
rarchique est appliquée. Les groupes sont déterminés avec seuil de RMSD 2 2 A. Les
deux clusters majoritaires sont sélectionnés pour effectuer les calculs MMGBSA et la
décomposition par résidu. Le tableau 4.2 résume les valeurs de AH. Pour chaque fa-
mille chimique, le composé percu le plus sucré (logPS le plus élevé) présente la plus
forte affinité pour le récepteur : le sucralose et le neotame pour, respectivement, les
disaccharides et les dipeptides. Le sucralose est un dérivé chloré du saccharose. Le
chlore est uniquement accepteur de liaison hydrogene et il semble augmenter la force
de l'interaction avec le récepteur. Le neotame, quant-a lui, présente deux coeurs hy-
drophobes, contre un pour l'aspartame. Cette propriété suggere que la contribution
hydrophobique des dipeptides a une grande importance dans I'énergie d’interaction.

Il faut garder a l'esprit que la perception de la saveur sucrée n’est pas seulement
due a la liaison du ligand. Méme si cette étape est nécessaire, elle n’est pas suffisante.
L’'activation du récepteur, qui fait suite a la liaison, est le facteur déclencheur de la
perception de la saveur sucrée. Cependant, la caractérisation du site de reconnaissance
permet de comprendre les propriétés moléculaires des édulcorants intenses et peut

aider pour la conception d’édulcorants plus performants.
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FIGURE 4.3 — Convergence du RMSD du VFD de T1R2 et des ligands lors
de I'étape de production.

Le RMSD est calculé par rapport a la structure de la premiere fenétre de 1’étape
de production. La variation du RMSD du VFD de T1R2 est représentée en bleu,
celui du ligand en orange.
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| Molécule | logPS | pEC50 | AH (kcal.mol™!) |

Saccharose 0 1,65 -24,2
Sucralose 2,78 4,59 -292
Aspartame | 2,25 3,91 -36,2
Neotame 3,89 6,4 -39,8

TABLE 4.2 — Energie d’interaction des ligands avec le VFD de T1R2

Pour chaque, la moyenne des AH pondérée par le nombre de fenétres des deux
clusters majoritaires est donnée. Les pEC50* sont issues des publications de Ser-
vant et al. [133], Masuda ef al. [114] et Assadi-Porter et al. [134].

a. pEC50 = -LOG(EC50). L'EC50 (concentration efficace médiane) est la concentration (mol.L™!) ot
50% de 1’effet maximal est observé.

4.3.4 Décomposition de I’énergie d’interaction par résidu

La méthode MMGBSA permet d’estimer la contribution énergétique de chaque AA
du récepteur en interaction avec le ligand. La somme de ces énergies constitue 1’énergie
totale de l'interaction ligand-récepteur. Comme énoncé dans 1’équation B.11 en annexe,
cette énergie par AA tient compte, a la fois, de I'énergie d’interaction et de la « péna-
lité » de désolvatation.

Les figures 4.4 et 4.5 représentent les valeurs (en kcal.mol~!) de la contribution par
AA pour, respectivement, les disaccharides et les dipeptides. Les résidus qui ont une
contribution favorable, sélectionnés avec un seuil de -0,5 kcal.mol-?, sont : S40, K65,
V66,167, Y103, D142, N143, Y164, S165, 1167, Y215, P277, D278, 1L.279, T280, Y282, E302,
5303, W304, A305, A307, L310 et V384. La figure 4.6 met en évidence les résidus impor-
tants sur le représentant de chaque cluster.

Le tableau 4.3 référence les expériences in vitro et les effets des mutations. Une
grande partie des AA mutés ayant un effet in vitro est retrouvée par la décomposition
énergétique par résidu. Il est intéressant de noter que les six résidus Y164, T280, Y282,
W304, A305 et L310 n’ont pas été testés par mutagénese dirigée. Cette approche fait
ressortir seulement les résidus qui interagissent directement avec le ligand et ’analyse
de la cavité de liaison révele la présence de molécules d’eau pontantes. La figure 4.7

représente la carte de densité des molécules d’eau autour des ligands au cours de la
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simulation de dynamique moléculaire. Cela permet d’expliquer pourquoi des AA im-
portants pour la liaison du ligand ne sont pas retrouvés par la méthode MMGBSA (tels
que les AA 540 ou S144 surlignés en bleu dans le tableau 4.3).

L’analyse des trajectoires montre que le résidu K65 interagit avec la D142 et que la
R383 interagit avec les AA D278 et E302. Ceci confirme ce qui a été énoncé dans des
études précédentes, les interactions de ces AA permettent d’établir un contact entre
lobe I et IT a I’entrée de la cavité. En plus de la stabilisation des ligands dans la cavité
de liaison, ces AA sont importants pour la fonction du récepteur.

Pour l'aspartame, les clusters majoritaires sur les simulations correspondent aux
deux conformations citées dans une étude précédente [135]. Dans cet article, les au-
teurs ont analysé les résultats proposés par E. Maillet et al. [115] qui prédisent le site
d’interaction de 'aspartame avec le VFD de T1R2 a partir de données de mutagénese
dirigée et de docking. Cependant, la critique faite dans la référence [135] est, qu'une telle
approche ne prend pas en compte la flexibilité de I’aspartame. Les approches de dy-
namique moléculaire réalisées ici permettent d’explorer les deux états conformationels
de 'aspartame (figure 4.6) et réconcilient les résultats de C. Toniolo et P. Temussi [135]

avec ceux de E. Maillet et al. [115].
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FIGURE 4.4 — Décomposition par résidus des énergies d’interaction du
VFD de T1R2 avec les disaccharides.

L’analyse est effectuée sur les deux clusters majoritaires. Pour le saccharose les
clusters CO et C1 représentent, respectivement, 60% et 27% de la trajectoire. Pour
le sucralose, ils représentent 35% et 27%.
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FIGURE 4.5 — Décomposition par résidus des énergies d’interaction du
VED de T1R2 avec les dipeptides.

L’analyse est effectuée sur les deux clusters majoritaires. Pour 1’aspartame les
clusters CO et C1 représentent, respectivement, 47% et 26% de la trajectoire. Pour
le neotame, ils représentent 45% et 41%.



92

Chapitre 4. Relation structure-fonction de T1R2-T1R3

| Résidu || saccharose | sucralose || aspartame | neotame |

540
K65%
V66
I67
Y103
D142*
N143
S144
Y164
S165
1167
Y215%
pP277
D278*
L279
1280
Y282
E302
S303
W304
A305
D307*
L310
V384

TABLE 4.3 — Résumé des données de mutagénese dirigée pour le VFD de
T1R2

Les AA surlignés en verts sont retrouvés par MMGBSA en interaction directe
avec le ligand. En bleu, les AA en interaction avec le ligand via un réseau d’in-
teraction par liaisons hydrogene avec des molécules d’eau. Les abbréviations NR
(Non Répondant), D (Diminue la Réponse) et SE (Sans Effet) sont issues des don-
nées de mutagénese dirigée (en alanine). Le symbole « * » dénote les AA aussi
impliqués dans la fonction du récepteur. La mutation en alanine de 'AA 1279
augmente légerement la réponse du récepteur (noté « ** »). Pour le détail des
références, voir le tableau A.2.
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Sucrose Aspartame

FIGURE 4.6 — Représentation des sites d’interaction ligand-récepteur du
VFD de T1R2 pour chaque cluster.
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Sucrose Sucralose

FIGURE 4.7 — Représentation de la densité des molécules d’eau (en bleu)
au cours des trajectoires.
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FIGURE 4.8 — Représentation en deux dimensions des sites d’interaction
du VFD de T1R2 pour les disaccharides et les dipeptides.

Les AA notés ont été mis en évidence par 'approche MMGBSA. Ceux colorés en

gris sont communs aux disaccharides et dipeptides. Les AA colorés en bleu et en
vert sont, respectivement, spécifiques des disaccharides et dipeptides.

4.3.5 Analyses des sites de liaison des disaccharides et dipeptides

Le méme schéma d’interaction est observé pour chacune des familles. La figure 4.8
résume les résidus en interaction avec les ligands. 14 résidus sont retrouvés dans les
deux schémas d’interactions. Ils forment une cavité commune au centre du VFD de
T1R2, comme le montre la figure 4.9A. Selon les résultats fournis par 1’approche MMGBSA,
les AA N143, Y164 et V384 apparaissent spécifiques pour la reconnaissance des disac-
charides. La partie distincte des disaccharides est localisée dans le fond de poche de
T1R2 au niveau du lobe I (figure 4.9A) et est plutdt polaire (figure 4.9B). A l'inverse,
cette approche montre que les AA V66, 5144, T280, Y282, W304 et L310 sont en interac-
tion directe avec les dipeptides. Les dipeptides interagissent spécifiquement avec des

résidus plutdt hydrophobes a 1'entrée de la cavité (figures 4.9 A et B).
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FIGURE 4.9 — Représentation en trois dimensions des sites d’interaction
du VFD de T1R2 pour les disaccharides et les dipeptides.

En A) la liste des AA impliqués dans la reconnaissance des ligands. Les AA com-
muns sont colorés en gris, en bleu et vert les AA spécifiques pour, respectivement,

les disaccharides et les dipeptides. En B) les mémes AA colorés en fonctions de
leurs propriétés physico-chimiques.

4.3.6 Conclusion

Les résultats des simulations de dynamique moléculaire des complexes ligand-
récepteur permettent de définir les résidus impliqués dans la reconnaissance des li-
gands. Pour le VFD de T1R2, la comparaison des sites d'interactions des disaccharides
et dipeptides révele une région commune et deux sites différentiables. Les disaccha-
rides interagissent avec le fond de la cavité et plus particulierement au niveau du lobe I.
Les dipeptides, quant-a eux, sont en interaction avec des AA a l’entrée de la cavité. Le
cceur hydrophobe et les groupements chargés des dipeptides sont impliqués dans cette
reconnaissance différentielle. En plus des AA en interaction directe avec les ligands, la
polarité de la cavité du VFD de T1R2 permet a des molécules d’eau pontantes de stabi-
liser les ligands. Les trajectoires montrent que les résidus K65, R383 du lobe I et D278,
E302, D307 du lobe II sont en interactions lorsque le VFD est dans son état fermé [113].
IIs sont aussi impliqués dans le maintien des ligands, notamment des dipeptides [115].
Les AA mis en évidence lors de cette étude sont cruciaux pour la reconnaissance des
ligands. Méme si des « glucophores » traduisent les propriétés physico-chimiques des
édulcorants, les données structurales permettent de caractériser les AA impliqués coté

récepteur. Les AA déja listés et ceux nouvellement énoncés peuvent servir de point de
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départ pour concevoir, de maniere rationnelle, de nouveaux édulcorants.

4.4 Domaine transmembranaire

Le TMD de T1R3 est connu pour interagir avec des modulateurs allostériques. Cer-
tains ligands peuvent méme activer le récepteur [100, 102]. C’est pourquoi ce site peut
aussi étre nommé « site orthostérique secondaire ». Le cyclamate est 1'un de ces li-
gands. Les modes d’interactions entre le cyclamate et le TMD de T1R3 ont été étudiés
par mutagénese dirigée et docking [100]. Les simulations de dynamique moléculaire
vont permettre de compléter ces données, a la fois pour quantifier énergétiquement la
contribution des AA impliqués dans la reconnaissance du cyclamate mais aussi pour
mettre en évidence de nouveaux résidus clés. Des études complémentaires de mutagé-
nese dirigée vont appuyer les résultats proposés par les approches in silico.

La connaissance structurale de ce site de liaison présente un intérét pour i) le déve-
loppement de nouveaux modulateurs allostériques et ii) la compréhension des méca-
nismes moléculaires intervenant dans ’activation qui sera plus largement abordé dans

le chapitre suivant.

4.4.1 Préparation des systemes

Les données de mutagénese dirigée montrent que les AA en interaction avec le cy-
clamate sont plus ou moins enfouis dans le TMD. Le docking du cyclamate dans le TMD
de T1R3 révele deux cavités (figure 4.10). Pour chaque systeme, deux simulations de
dynamique moléculaire sont effectuées. Pour la pose haute, les trajectoires représentent
3,5 us et 4 ps. Pour la pose basse, elles sont de 2 iis et 1,7 us. Les simulations a partir de
la pose haute présentent des temps plus longs pour tenter d’échantillonner le passage
vers la pose basse.

Une simulation supplémentaire est réalisée en placant cinq molécules de cyclamate

dans le solvant afin d’observer le phénomene d’entrée du ligand dans la cavité haute.
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Une contrainte de distance est appliquée entre le centre de masse de chacun des ligands
et la cystéine canonique de la TM3. Cette approche permet d’éviter que les molécules
de cyclamate s’éloignent de la partie extra-cellulaire du récepteur et qu’elles n’inter-

agissent pas avec la partie intra-cellulaire.

h.

AAaANN

FIGURE 4.10 - Les deux sites d’interaction du TMD de T1R3 avec le cycla-
mate estimés par docking.

4.4.2 Entrée du cyclamate dans le TMD de T1R3

Cette simulation de dynamique moléculaire permet d’échantillonner le passage du
ligand du solvant vers le TMD de T1R3. Au cours de cette trajectoire, trois molécules
de cyclamate s’enchassent dans la membrane a cause de leur caractére amphiphile et
une autre reste dans l'eau. La derniere molécule entre dans la cavité haute du TMD
de T1R3. En prenant comme référence la pose de docking haute, le calcul du RMSD
montre que le cyclamate rejoint la cavité en 500 ns avec une valeur finale de 1,5 A
(calculé sur les atomes lourds du cyclamate, figure 4.11). Pendant son entrée dans la

cavité, le ligand reste dans un vestibule pendant ~ 100 ns. Il est intéressant de noter
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que le chemin d’acces s’effectue entre les hélices 1, 2 et 7 et que 1'ECL2 forme la porte

d’entrée. Cette simulation confirme que le cyclamate peut rejoindre cette cavité haute.

A

30 35
|

<< )
o _|
T M“'J‘r.' L%w'll W
2 1§+ "im M,',"ul
o n%#f;‘:#‘::::::l N
15A .................................................................................................... ,w‘ .............................................
| | T | T
0 100 200 300 400
time (ns)

FIGURE 4.11 — Cyclamate entrant dans la cavité haute par brute force.

En A, le RMSD du cyclamate avec la pose de docking haute comme référence. En
B, la visualisation de 1’entrée. Le passage de la couleur bleue a rouge représente

le temps de simulation.

4.4.3 Etude de la stabilité des DM

Deux simulations pour chaque pose sont effectuées. La figure 4.12 représente le

RMSD du squelette de la protéine ainsi que celui des atomes lourds du cyclamate. La

premiére fenétre de la simulation est utilisée comme référence. Pour les quatre trajec-

toires réalisées, le RMSD se stabilise dans les premieres ns. Quelques fluctuations sont

observées pour le cyclamate. Dans le cas de la pose basse, elles sont dues a la rotation

du groupement cyclohexyle du cyclamate. Dans le cas de la pose haute, il faut ajouter

a cette rotation quelques mouvements de translations horizontaux dans la cavité (vers

le vestibule cité précédemment).
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FIGURE 4.12 — RMSD du backbone du TMD de T1R3 (bleu) et des atomes
lourds du cyclamate (orange).

4.4.4 Résidus clés du site d’interaction

Les trajectoires de chacune des poses sont concaténées, superposées aux atomes du
squelette protéique de la premiere structure de I'étape de production et clusterisées se-
lon le RMSD du ligand (comme pour le VFD de T1R2). Un seul cluster est trouvé pour
la pose basse et deux pour la pose haute, dont un, largement majoritaire (90%). Le clus-
ter majoritaire est sélectionné pour effectuer les calculs de 1’énergie d’interaction par
I"approche MMGBSA et la décomposition énergétique par résidu. Les énergies d’inter-
action estimées (AH) sont : -31 kcal.mol~! pour la pose basse et -32 kcal.mol~! pour la
pose haute. En faisant ’'approximation que le terme entropique soit équivalent entre les
deux poses, cela revient a dire que le AAG est inférieur a 1 kcal.mol~*. Cela confirme
la pertinence de ces deux points de départ pour réaliser des simulations de dynamique

moléculaire.
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La décomposition par résidu des énergies d’interaction définie les résidus impli-
qués dans la reconnaissance du cyclamate. Pour la pose haute, onze AA ont une contri-
bution inférieure a -0,5 kcal. mol~! : PECH, R32! C35, Q2:%, Q2:%, HEGL?, CEGL?, Ree2,
S22, F2.l0 et P29, Pour la pose basse, quatorze AA ont une contribution inférieure a
-0,5 keal.mol™ + Qi7, Sgy', HEit', Liaa', Haga', Nos7, Yor, Tord, Wozs?, o, Qs Adgr
L7365 et Ci. 11 est intéressant de noter que les résidus Y$:10, WS89 et CZ3 font partie
des « interrupteurs moléculaires » de T1R3 et que seul le résidu Q3% est commun aux
deux modes d’interaction.

Les AA mis en évidence par I'approche MMGBSA dans ces deux cavités coincident
avec les données de mutagénese dirigée énoncant les AA en interaction avec le cy-

clamate. Le tableau 4.4 référence les effets des mutants pour la reconnaissance du cy-

clamate. Les résidus dont les mutations ont un impact sur la réponse du récepteur

. ()3-28 3.29 3 37 3.40 3.41 ECL2 ECL2 5.40 5.44 6.46 6.50 6.53 6.57
sont : 636 7 <637/ 641 ’ L644 4 T645 ’ H721 ’ R723 4 I:;730 ’ H734 ’ Y771 ’ W775 4 F778 ’ L782 4

R7:28 (732 (739 ot [7:43 , : . . .
RIss, Qfsz, Ciab et 152, Il n’est pas certain que tous ces AA interagissent directement

avec le cyclamate, dans la mesure ot leur mutation en alanine entraine une diminution
d’activité méme en présence du D-Trp qui interagit avec le VFD de T1R3. Sur ces don-
nées, septs mutants ne répondent ni au cyclamate ni au D-tryptophane (D-Trp) : L3 A,
TEHA, HMA, YSAPA, WEDA, QI52A, et 1T A [100]. Ils traduisent une perte de la fonc-
tion du récepteur (représentés en gras dans le tableau 4.4). Ces observations sont en
accord avec le fait qu'une partie de ces résidus, formant les interrupteurs moléculaires,
sont critiques pour la fonction du récepteur.

Quatre AA, dont la mutation n’a aucun effet sur 'activité du récepteur, sont retrou-
vés par l'approche in silico. Les sérines 553 et 3% interagissent, respectivement, avec
le cyclamate dans les cavités haute et basse. Il est possible que la mutation en alanine
ne permette pas d’estimer correctement I'impact de cet AA dans la reconnaissance

7.37

du cyclamate. La L{;/, quant-a elle, est impliquée dans la pose basse via les atomes

du backbone. Enfin, le mutant RESL?M n’entraine pas de modification sur I'activité du
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récepteur. Les propriétés physico-chimiques ne sont peut-étre pas suffisamment diffé-
rentes pour observer I'importance de cet AA. Des expériences de mutagénese dirigée
sur cet AA permettraient de valider son implication.

Les approches in silico, en considérant les deux cavités de reconnaissance, ont per-
mis de mettre en évidence de nouveaux AA en interactions avec le cyclamate :

e pose haute : PESLY R3:21 C3.25 et CLGL2

e pose basse : N2,!7, TS et AT

Cependant, le croisement des données in vitro et in silico laissent quelques doutes
sur la réalité d'une cavité basse dans le TMD de T1R3. Méme si certains mutants le
confirment, la majorité des mutations des AA présents dans la cavité basse ont un
impact a la fois sur le cyclamate et sur le D-Trp. Il semblerait que ces résidus ont un
role dans la fonction du récepteur. Mais rien, d’apres les expériences in vitro, ne garantit
leur implication dans la reconnaissance du cyclamate. Cette hypothese, qui semble

valide d’un point de vue thermodynamique, devra étre confirmée par les données de

mutagénese dirigée en cours de réalisation au Monell Chemical Senses Center.

4.4.5 Conclusion

Les études du TMD de T1R3 par docking et dynamique moléculaire ont permis
d’explorer deux cavités d’interactions avec le cyclamate. Les données structurales et
la décomposition de I'énergie d’interaction par résidu du TMD de T1R3, qui est le site
« allostérique » (ou « orthostérique secondaire »), a révélé de nouveaux AA impliqués
dans la reconnaissance du cyclamate. Ces AA sont soumis a des études de mutagé-
neése dirigée pour renforcer les données in silico. Cette étude apporte des informations
importantes pour concevoir de nouveaux ligands en mesure d’interagir avec le TMD
de T1R3 grace a I'ajout d’AA et a la connaissance de la contribution énergétique pour

chacun d’entre eux.
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FIGURE 4.13 - Contributions énergétiques des AA des cavités haute et
basse pour le cyclamate dans le TMD de T1R3.
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Mutation | Position

sans effet
diminue activation
abolit activation

abolit activation

R723A diminue activation

A733V 5.43 sans effet
H734A 5.44 abolit activation
A7351 5.45 sans effet
T739M 5.49 sans effet

Y771A 6.46 abolit activation
W775A 6.50 abolit activation
V776A 6.51 sans effet

F778A 6.53 diminue activation
V779A 6.54 sans effet

L782A 6.57 diminue activation
V788A ex3 sans effet

L789Y ex3 sans effet

R790A 7.28 abolit activation
Q794A 7.32 abolit activation
L7981 7.36 sans effet

L8800V 7.38 sans effet

C8011 7.39 abolit activation
V802A 7.40 sans effet

I805A 7.43 abolit activation
A807V 7.45 sans effet

A808T 7.46 sans effet

TABLE 4.4 — Résumé des données de mutagénese dirigée pour le TMD de
T1R3 avec le cyclamate

Poses haute et basse en vert et bleu, respectivement. Les AA impliqués dans une
perte globale de réponse (cyclamate et D-Trp) sont notés gras. Pour le détail des
références, voir le tableau A.2
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. H(721ECL2)

FIGURE 4.14 — Sites d’interaction du cyclamate dans le TMD de T1R3.

En « baton » les résidus mis en évidence par 'approche MMGBSA. En vert ceux
référencés par mutagénese dirigée.
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Chapitre 5

Premiere étape de la perception,

I’activation du récepteur

« Les résultats attendus d"une simulation de dynamique moléculaire sont
régis par deux préceptes : la foi et le bol. »

Pr. S. Antonczak

Ce chapitre est basé sur un article en préparation :

Chéron, J.-B., Golebiowski, J., Antonczak, S., & Fiorucci, S. (en préparation).
Molecular mechanisms underlying the activation of class C GPCR : mGIluR5

as a test case.

5.1 Préambule : vers une compréhension de l'activation
du récepteur.

Le fonctionnement, a I’échelle moléculaire, des RCPG de classe C est peu connu.
Des données expérimentales sont disponibles pour comprendre les mécanismes glo-

baux de leur activation. Pour le VFD, des structures cristallographiques sous forme
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dimérique apportent une information sur les états actifs et inactifs (elles sont référen-
cées dans le tableau 3.1 p 59). Ces données laissent peu de doutes sur le mode de fonc-
tionnement du domaine extra-cellulaire. La résolution de la structure des CRD [106]
permet, également, d’émettre des hypotheses sur le couplage de I'information du VFD
au TMD. En effet, la rigidité de cette région suggere une transmission de I'information
de maniere « mécanique ». Le CRD agit comme un levier pour transmettre et amplifier
le signal provenant du VFD. Enfin, le TMD est le moins connu et le moins étudié des
domaines des RCPG de classes C. Quelques données biologiques permettent de com-
prendre le fonctionnement du TMD sous forme dimérique. Il est le domaine dont les
données cristallographiques sont les plus récentes.

L’hypothese du mécanisme global de 'activation a été mis en évidence au cours de
divers travaux [136-138] et est décrite dans les paragraphes suivants. Cependant, les
mécanismes moléculaires restent mal connus, en comparaison au RCPG de classe A [95,
119-121] dont les « interrupteurs moléculaires » ont largement été étudiés. L'objectif,
ici, est de compléter les données expérimentales qui ont permis de proposer les mé-
canismes « macroscopiques » de l'activation des RCPG de classe C (décrits au para-
graphe 5.2). Les simulations de dynamique moléculaire permettent de proposer un
schéma, a 1’échelle atomique, de la derniére partie de la transmission de I'information :
le déverrouillage des « interrupteurs moléculaires ».

Dans ce chapitre, la problématique porte sur le fonctionnement des RCPG de classe C.
L'importance de cette étude releve de leur implication dans divers processus biolo-
giques (saveurs, jonctions neuronales, ...). Pour obtenir les résultats les plus pertinents
possibles, le mGluRS5 est utilisé comme objet d’étude, car sa structure cristallogra-
phique est disponible. Ainsi, les observations faites au cours de ce chapitre pourront
étre extrapolées a la famille des RCPG de classe C, incluant le récepteur a la saveur

sucrée.
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5.2 Hypothese du mode d’activation pour les RCPG de

classe C

5.2.1 Du VFD ala protéine G, hypothese pour le mGluR

En condition physiologique in vivo, les RCPG de classe C se trouvent sous forme
dimérique. Actuellement, aucune structure expérimentale complete n’est disponible.
L’hypothese du mode de fonctionnement des RCPG de classe C a été établie a partir
de données cristallographiques par domaine et par des expériences in vitro.

Pour le VFD, le mode d’activation a été mis en évidence par analogie avec celui des
LIVBP [139] et a largement été décrit par la suite [104, 111, 136, 138, 140-143]. Si le VFD
interagit avec un agoniste, sa conformation « fermée » (f) est favorisée. A I'inverse, la
forme apo adopte une conformation préférentielle « ouverte » (0) (cf chapitre 3.5.1).
Sous forme dimérique, les structures cristallographiques ont révélé six états [141], en
fonction de la conformation de chacun des partenaires. Par convention, I’état du récep-
teur dimérique au « repos » est noté (R) et « actif » noté (A). La forme (R) est caractéri-
sée par une interface constituée uniquement des lobes I des deux partenaires. La forme
(A), quant a elle, est définie par une interface constituée des lobes I et II. Les six états
qui peuvent étre définis sont : (Roo), (Rof), (Rff), (Aoo), (Aof) et (Aff). Il faut noter que
la forme (Aoo) n’est pas stable, comme montré pour le mGluR1 [111], a cause de ré-
pulsions électrostatiques d’AA chargés qui se font face dans le lobe II. Cette répulsion
empéche la formation d’un complexe actif (A) en absence d’agoniste.

En ce qui concerne le TMD, I'hypothese de l'activation du dimere repose sur un ré-
arrangement de l'interface protéine-protéine [136]. Xue et al. ont mis en évidence, par
des études de transfert d’énergie entre molécules fluorescentes (FRET) et de Cysteine-
based cross-linking, les TM impliqués dans les états actif et inactif du mGIluR2 [137].
L’état inactif correspond a une interface protéine-protéine impliquant les TM4 et TM5

de chacun des partenaires. Quant-a 'état actif, il fait intervenir les TM6 (figure 5.1)
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apres une rotation de ~ 45° de chaque TMD. Pour le TMD, deux structures cristallo-
graphiques ont été résolues récemment. Elles sont complexées avec des modulateurs
allostériques négatifs [108, 109]. La structure cristallographique dont le code PDB est
4or2 est présente sous forme dimérique. Cependant, l'interface protéine-protéine est
constituée par les TM1 de chaque partenaire et contient des molécules de cholestérol.
Cette observation va a 'encontre des données in vitro, mais elle peut étre due a 1’ab-
sence du domaine extra-cellulaire, a un artefact de cristallisation ou a 1’oligomérisation

de plusieurs récepteurs [137].

4

VFD

1 4
7\ /6
™ 2356632

4 71

FIGURE 5.1 — Schéma représentant I’hypothese des réarrangements struc-
turaux lors de l'activation des RCPG de classe C de J.P. Pin et P. Ron-
dard [137].

A partir d'un état de départ (Roo) :
1. Stabilisation de 1’état (f) du VFD par la fixation d’un agoniste dans le site or-
thostérique (en orange).
2. Rotation des deux VFD pour passer de l'état (Rof ou Rff) a (Aof ou Aff).

3. Transmission mécanique du signal d’activation du VFD au TMD par le CRD.
4. Réarrangement de l'interface protéine-protéine de TM4-5/TM4-5 a TM6/TMe.
5. Activation du TMD par « rupture » des interrupteurs moléculaires pour un

couplage a la protéine G.
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5.2.2 Cinétique d’activation

L’interaction d’un agoniste avec le site orthostérique de I'un, ou des deux, VFD
permet 'activation du RCPG de classe C. La complexité structurale et le schéma d’ac-
tivation cité précédemment impliquent une succession d’événements permettant de
transmettre I'information a l'intérieur de la cellule. L'étude de P. Rondard et J.P. Pin
[138] montre que le temps d’activation du dimere de mGluR est de I'ordre de la millise-
conde (figure 5.2). Il est peu concevable d’étudier ce mécanisme a 1’aide de simulations
de dynamique moléculaire sur ces échelles de temps et sans contrainte [144]. Cepen-
dant, comme le schéma global d’activation est connu, il est intéressant de décrypter les
mécanismes qui se mettent en place a 1’échelle atomique. En ce qui concerne le VFD,
comme énoncé précédemment dans ce chapitre, les données cristallographiques, ainsi
que les études in vitro et in silico apportent beaucoup d’informations. Au contraire,
les mécanismes moléculaires qui entrent en jeu durant la derniere étape (n°5 sur la fi-
gure 5.2) restent a élucider. La résolution récente de la structure du TMD du mGIluR5
apporte les données expérimentales nécessaires pour 1'étude des mécanismes impli-

qués dans l'activation du TMD des RCPG de classe C.

5.2.3 Lapartie transmembranaire du mGluR5, un prototype de RCPG

de classe C

La cinétique d’activation et le nombre d’atomes constituant le récepteur ne per-
mettent pas, aujourd’hui, de réaliser une étude a l'aide de simulations de dynamique
moléculaire pour observer des phénomenes d’ampleurs, tel que ’activation du mGluR.
Malgré tout, 1’objectif de cette partie est de comprendre le fonctionnement moléculaire
du TMD. Ce domaine a largement été étudié chez les RCPG de classe A. Le processus
d’activation des RCPG de classe A a été mis en évidence a ’aide des structures cristal-
lographiques des états actif et inactif [121, 145-148], ainsi qu’avec des simulations de

dynamique moléculaire [149, 150].
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G-PROTEIN
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least one VFT the VFT dimer . . .

other dimer interface active state

T~35ms T~15ms

) T ~50ms

Current Opinion in Pharmacology
FIGURE 5.2 — Hypothése du mécanisme et de la cinétique d’activation des
RCPG de classe C.

Image issue de la publication de P. Rondard et J.P. Pin [138].

Pour les RCPG de classe A, le mécanisme d’activation fait intervenir les « inter-
rupteurs moléculaires » [151]. Les interactions des AA clés ont été décrites dans le
paragraphe 3.5.3 p 69. En résumé, il est proposé que la fixation d'un agoniste dans
le TMD change la conformation d'un AA conservé dans la TM6 : le commutateur de
transmission (TS). Cet AA est généralement le W64¥, selon la nomenclature des RCPG
de classe A. Ce changement de conformation entraine une modification de 1’angle de
courbure (kink) formé par la TM6. Le second interrupteur est le verrou ionique (IL) qui
fait intervenir des AA de la TM3 et de la TM6. Les AA impliqués chez les RCPG de
classe A sont ES30 et D/E349 - R3%9 du motif (D/E)RY de la TM3. La rupture de ce
verrou ionique serait la conséquence du changement de conformation du TS. Enfin, la
barriére hydrophobe (HB) est formée par les AA du motif nPxxy de la TM7. La rup-
ture d'un réseau d’interactions hydrogénes en amont de ce motif permet un décalage
de la TM7 et une solvatation de la partie intracellulaire du RCPG pour le couplage a la

protéine G [148].
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Pour étudier les RCPG de classe C, la stratégie employée est basée sur une étude
de C. Goudet et al. [118]. Elle démontre que le mGluR5, dont la structure cristallogra-
phique a été résolue, se comporte comme un RCPG de classe A en absence de l'ecto-
domaine extracellulaire. Ainsi, l'interaction de ce récepteur tronqué avec un agoniste
permet d’observer une réponse in vitro. Les ligands testés dans 1’étude sont I’agoniste
3,3’-difluorobenzaldazine (33-DFBA) et ’agoniste inverse 2-methyl-6-(phenylethynyl)-
pyridine hydrochloride (MPEP), représentés dans la figure 5.3. Cette simplification -
issue de données expérimentales - permet de diminuer le nombre d’atomes du sys-
teme et d’étudier les comportements des « interrupteurs moléculaires » des RCPG de
classe C, mis en évidence chez les RCPG de classe A [121, 152].

Des simulations de dynamique moléculaire du mGIuR5 non complexé (apo), avec
un agoniste (33-DFBA) ou avec un agoniste inverse (MPEP) vont étre réalisées. Les
formes actives et inactives seront extraites a 'aide d"une analyse en composantes prin-
cipales sur les conformations de I’ensemble des trajectoires. Cette analyse permettra
de définir les AA clés du processus d’activation. Des analyses de distances entre ces
AA seront effectuées pour observer leur comportement au cours du temps et selon
le systéme considéré. Enfin, une hypothese du mécanisme d’activation des RCPG de

classe C, basée sur le mGluR5, sera proposée.

5.3 Meéthodologie des simulations de dynamique molé-
culaire du mGluR5

Le systéme membranaire du mGIluR5 monomérique est utilisé pour étudier son
comportement en interaction avec les ligands MPEP ou 33-DFBA. La structure cris-
tallographique récemment élucidée sert de point de départ pour I'étude dynamique
du récepteur. Cette derniere est complexée avec un modulateur allostérique négatif.
La structure du mGluR5 a donc une conformation représentative de 1'état inactif. Trois

types de systeme sont préparés : un récepteur apo (sans ligand), un récepteur complexé
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avec la molécule MPEP et un récepteur complexé avec la molécule 33-DFBA. Chacun
des systémes permet d’étudier le comportement du mGIuR5 et sa tendance a adopter

une conformation active ou inactive, en fonction du ligand.

(A) 33-DFBA (8) MPEP
Les atomes de carbones sont représentés en vert et rouge pour, respectivement, les
molécules 33-DFBA et MPEP. Les atomes d’hydrogene, d’azote et de fluor sont
colorés, respectivement, en blanc, bleu et cyan.

FIGURE 5.3 - Ligands utilisés avec le mGIuRS5.

5.3.1 Structure cristallographique

Les données expérimentales montrent que le mGluR5 se comporte comme un RCPG
de classe A sans la partie N-terminale. Elles ont été obtenues sur le récepteur du
rat [118]. Cette séquence en AA est utilisée pour réaliser les simulations de dyna-
mique moléculaire. Les récepteurs mGluR5 de I'homme et du rat ont la méme réponse
lorsqu’ils interagissent avec les molécules 33-DFBA et MPEP [153]. Les séquences en
AA des TMD pour les deux organismes présentent 99.6% d’identité (figure 5.4). Une
structure cristallographique résolue récemment correspond au mGluR5 humain [109].
La seule différence avec celle du rat est la mutation V%I, qui est prise en compte
pour compléter la structure expérimentale du mGluRb5. Elle présente des régions man-
quantes (non cristallisées) : I'ICL2 et I'ECL2. Le logiciel Modeller [154] est utilisé pour

construire ces régions et introduire la mutation V-6 a partir de la structure 4009.
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1.60

568 IPVQYLRWGDPEPIAAVVFACLGLLATLFVTVFIIYRDTPVVKSSSRELC
619 YIILAGICLGYLCTFCLIAKPKQIYCYLQRIGIGLSPAMSYSALVTKTNRI
670 ARILAGSKKKICTKKPRFMSACAQLVIAFILICIQLGIIVALFIMEPPDIM
721 HDYPSIREVYLICNTTNLGVVTPLGYNGLLILSCTFYAFKTRNVPANFNEA
772 KYIAFTMYTTCIIWLAFVPIYFGSNYKIITMCFSVSLSATVALGCMFVPKYV

823 YIILAKPERN

FIGURE 5.4 — Séquences en AA du TMD du mGIluR5.
Les AA colorés en vert sont ceux formant les hélices transmembranaires. Les ré-
gions colorées en orange sont absentes de la structure cristallographique. Enfin,

I’AA 1.60 (en rouge) représente la seule différence entre la séquence en AA chez
I’homme (V) et le rat ().

5.3.2 Préparation du mGluR5 pour les simulations de dynamique

moléculaire

Les molécules 33-DFBA et MPEP sont dockées dans le mGIluR5. Seulement deux
poses de docking sont proposées a cause de la rigidité structurale de ces deux compo-
sés et de la forme allongée de la cavité. Seule I'orientation selon le premier axe d’inertie
du récepteur distingue ces deux poses des ligands dans la cavité. Celles choisies corres-
pondent a la position proposée par Muhlemann et al. a partir d’études de mutagéneése
dirigée et de docking [153].

Le protocole pour la préparation des systemes avec membrane est similaire a celui
réalisé précédemment (chapitre 4.2 p 78). Les trois systemes (apo, avec 33-DFBA et
avec MPEP) sont placés dans une membrane type POPC. L'orientation du récepteur

dans la membrane a été prédite avec le serveur OPM [130].

5.3.3 Paramétrisation des dynamiques moléculaires

Les deux ligands 33-DFBA et MPEP sont préparés avec AnteChamber avec la mé-
thode AM1-BCC pour assigner les charges. Les parametres du champ de force GAFF2
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sont appliqués pour les ligands. Pour la protéine et les lipides, ce sont respectivement,
les champs de force FF14SB et lipid14 (les champs de force utilisés sont référencés dans

le tableau 4.1 p 81).

5.3.4 Protocole des simulations de dynamique moléculaire

Le protocole des simulations dynamique moléculaire est identique a celui établi
dans le paragraphe 4.2.2 p 82. Seul les temps de simulation des étapes de production
changent. Pour la forme apo, deux simulations de 4 ys sont effectuées. Pour la forme
complexée au MPEP, les temps de simulations sont de 3,5 us et 1 us. Pour la forme
complexée au 33-DFBA, une simulation de 5us et 6 simulations de 1 ;s sont réalisées.
Le détail de la méthodologie des approches de dynamique moléculaire est donné en

annexe B.4.

5.4 La partie transmembranaire du mGluR5

54.1 FEtude de lastabilité des simulations de dynamique moléculaire

Pour cette étude, 11 simulations de dynamique moléculaire ont été effectuées pour
un temps simulé total de ~ 23 us. Pour chacune des simulations, les points de départ
sont les systemes équilibrés. Ainsi, chacune des trajectoires est réalisée avec des vi-
tesses initiales différentes (déterminées avec une graine aléatoire) pour observer des
comportements différents. La figure 5.5 représente les variations structurales de la pro-
téine et des ligands. Le RMSD est toujours inférieur a 3 A. Seules quelques variations
du RMSD sont observées pour le MPED, correspondant a la rotation du cycle phényle.
Ces valeurs refletent la stabilité globale au cours du temps mais aussi les variations de

la structure du mGIuRS5 selon le systeme.
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Les structures cristallographiques du mGIluR5 sont complexées avec des modula-
teurs allostériques négatifs. La conformation de ’état inactif correspond a ces struc-
tures. Doré et al. fournissent une analyse détaillée des « interrupteurs moléculaires »
en comparant les RCPG de classe A et C. Les distances entre les AA de la structure
cristallographique 4009 [109] impliqués dans I'IL sont résumées dans le tableau 5.1.
Cependant, aucune structure active peut servir de référence pour comparer les confor-
mations échantillonnées au cours des simulations de dynamique moléculaire.

Il apparait difficile d’extraire une information, sans a priori, sur les trajectoires des
différents complexes qui ont des comportements différents. L’analyse en composante
principale (ACP) est une approche de choix pour résumer les variations structurales
sur toutes les conformations échantillonnées au cours des simulations de dynamique

moléculaire.

5.4.2 Analyse en composantes principales

L’ACP est une méthode statistique qui résume le plus pertinemment possible les
données initiales. I/ objectif est de réduire les dimensions a analyser. A partir d"un en-
semble de données n * k, avec n le nombre d’individus et k le nombre de variables,
cette méthode définie k& nouvelles variables appelées « composantes principales » (CP).
Chacune des CP correspond a une combinaison linéaire des k variables établie a partir
d’une matrice de variance-covariance. Les premiéres CP captent le plus d’information
afin de maximiser la variance au sein des n individus. Sur des trajectoires de dyna-
mique moléculaire elles permettent, notamment, d’extraire les mouvements décorrélés
et les mouvements de plus grande amplitude. L'intérét de ’ACP dans cette étude est
d’identifier les structures les plus dissimilaires a partir des simulations de dynamique

moléculaire.
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FIGURE 5.5 - RMSD du mGluR5 et des ligands 33-DFBA et MPEP lors des
simulations de dynamique moléculaire.

Le RMSD est calculé en prenant comme référence la premiere structure de la tra-

jectoire de dynamique moléculaire. La méme échelle est utilisée pour le RMSD

mais les échelles de temps sont différentes. Pour la protéine (en bleu), le RMSD

est calculé sur les atomes du squelette (CA, C, O et N) des hélices transmem-

branaires. Pour le ligand (en orange), seul les atomes lourds sont pris en compte
pour le calcul.



5.4. La partie transmembranaire du mGIuR5 119

e Application de I’ACP sur les trajectoires

Comme énoncé dans la publication de Doré et al. [109], les TM3, TM6 et TM7 sont
celles qui interviennent dans I’activation - a I'échelle atomique - des RCPG de classe C.
Ces TM contiennent les interrupteurs moléculaires. L'étude de ces TM se fait sur 1'en-
semble des trajectoires des simulations de dynamique moléculaire concaténées (une
fenétre sur 100 est sélectionnée pour chaque trajectoire). Pour s’affranchir de la su-
perposition de chaque conformation sur une structure de référence, I’ACP n’est pas
réalisée sur les variations des coordonnées atomiques en z, y et z mais sur une matrice
de distances par paire de C, inter-hélice (TM3, 6 et 7). La matrice a une dimension
de N x D, avec N = 4 977 le nombre de fenétres et D = 2 573 le nombre de distances
entre C,. Cette matrice de distance est réduite en éliminant celles dont la variance est
inférieure a 2 (soit un écart-type de ~ 1.4 A, considéré comme un mouvement de faible
amplitude). La méthode de I’ACP est appliquée sur cette matrice finale (4 977 fenétres

x 85 distances).

o L’ACP permet d’extraire les formes active et inactive

La figure 5.6 montre que les 3 premiéres CP expliquent 75% de la variabilité de la
matrice des distances. La premiere CP, a elle seule, capte 50% de la variabilité totale
sur la matrice de distance. Elle permet de discriminer les conformations du récepteur
en fonction de son interaction avec un ligand. Les conformations correspondant aux
couleurs bleue, rouge et verte sont, respectivement, la forme apo, complexée au MPEP
(agoniste inverse) et complexée au 33-DFBA (agoniste). La premiere CP distingue les
conformations actives et inactives du mGIuRb5.

La représentation de chaque fenétre pour chacune des simulations de dynamique
moléculaire est faite dans la figure 5.7. Les structures les plus dissimilaires sont obser-
vées avec les ligands MPEP et 33-DFBA, respectivement en rouge et vert. Le RMSD
des TM3, TM6 et TM7 entre la structure cristallographique et la forme active issue de

la premiere CP est de 2,18 A. Le RSMD entre la structure cristallographique et la forme
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inactive est de 1,95 A. Un verrou ionique est observable pour la forme inactive entre
les chaines latérales des AA K350 et E645. A I'inverse, la forme active montre une rup-
ture de l'interaction ionique entre la TM3 et la TM6. Cette analyse est détaillée dans le

paragraphe 5.4.3.

Conformation K3.50_E6.45 K3.50_K7.51 E6.45_K7.51
dCa dminimale dC’a dC’oz dminimale
Forme inactive | 9,3 A 1,8 A 13,9 A 79 A 1,9 A
Forme active | 105A | 112 A 189A |[115A| 21A
4009 112A | 19A 16,3 A 85A | 18A

TABLE 5.1 — Distances entre les AA des TM3, TM6 et TM7.
dca correspond a la distance entre les atomes Ca des AA d’intéréts. dinimate,
quant-a elle, est la distance inter-atomique minimale entre chacun des AA.
diminimale Nest pas définie sur la paire d’AA K3-50-K"-5! 4 cause de la répulsion
électrostatique des chaines latérales. Les formes appelées « active » et « inactive »
sont les conformations les plus extrémes provenant de la premiére composante

de I’ACP. Les distances qui correspondent a 4009 proviennent de la structure
cristallographique du méme nom.

L’ACP a permis d’extraire les structures les plus dissimilaires selon la premiere CP.
Elle représente le mouvement de plus grande amplitude observé en bas des TM3, TM6
et TM7. Les distances entre les AA du IL (figure 5.7) sont résumées dans le tableau 5.1.
L’interaction ionique entre les AA K3-59-E%45 peut étre rompue, avec une différence de
94 A, comme le montre les distances minimales calculées sur conformations les plus
dissimilaires selon la premiere CP. L'interaction entre les AA E645-K"-51 est conservée

entre les deux états. La distance entre les atomes Co des AA K3-50-E6-4% augmente lors

de I'activation du récepteur.
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FIGURE 5.6 — Analyse en composantes principales réalisée sur 'ensemble
des simulations de dynamique moléculaire.

Les composantes 1, 2 et 3 sont représentées selon les axes CP1, CP2 et CP3, ainsi

que la variance expliquée par les 10 premiéres composantes principales. Chaque

conformation correspond a un point sur la figure. Les couleurs correspondent au

type de systeme moléculaire : mGIuR5 complexé avec le ligand 33-DFBA en vert

(~ 3 500 structures), mGIluR5 complexé avec le ligand MPEP en rouge (~ 1 000
structures) et mGIluR5 apo en bleu (~ 500 structures).
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agoniste inverse
apo
agoniste
CP1(48%)
(Forme Inactive : Forme Active )
TM6 TM6
T™M3 T™7 T™M3 T™M7

FIGURE 5.7 — Informations extraites de la premiére composante principale
(CP1).

Chacune des trajectoires de simulation de dynamique moléculaire est représen-
tée. Chacun des points correspond a une conformation issue des trajectoires des
simulations de dynamique moléculaire. Chacune des lignes est une trajectoire
unique : avec le ligand MPEP en rouge, avec le ligand 33-DFBA en vert et apo en
bleu. Les structures les plus dissimilaires extraites de la premiere CP sont repré-
sentées en vert et rouge pour, respectivement, la forme active et inactive. Les AA
formant le verrou ionique correspondant a ces structures sont également repré-
sentés.
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5.4.3 Analyse des interrupteurs moléculaires

e Les analyses de distance du verrou ionique sont en accord avec I’ACP

L’ACP met en évidence que la plus grande variabilité associée aux états actif et inac-
tif provient du verrou ionique. Les analyses montrent que les distances entre ces AA
semblent étre une métrique de l'activation du mGluR5 pour des études in silico. Les
tigures 5.8 et 5.9 représentent les variations de distance entre les AA de cette triade
(K359, E645 et K™51) au cours du temps sur une trajectoire représentative de chaque
forme : apo, agoniste, agoniste inverse. Ces trajectoires ont permis de définir des seuils
de distance pour distinguer les états actifs et inactifs au cours d"une trajectoire. Ces va-
leurs ont été choisies a partir de la distribution de chacune des distances représentées
sur les figures 5.8 et 5.9, ot les points bleus et gris correspondent, respectivement, a
des conformations considérées comme actives et inactives.

Pour la simulation avec I’agoniste (33-DFBA), une rupture des interactions ioniques
est observée, notamment entre les AA K3-°0-E6-45 (figure 5.8). Ce comportement n’est
pas observé pour la forme apo et le mGluR5 complexé avec un agoniste inverse (MPEP).
Cette rupture de I'interaction ionique entraine un écartement des hélices transmembra-
naires 3, 6 et 7. La distance mesurée entre les atomes C, des AA K3-59-K751 montre un
écartement du bas des TM3 et TM7 (figure 5.9). Les variations de distances entre les
TM3 et TM6 ainsi que TM6 et TM7 sont moins flagrantes, ce qui suggere un mouve-
ment coordonné de la TM6 lors de l'écartement des TM3 et TM7.

Les distances mesurées entre les TM3, TM6 et TM7 sont en accord avec la premieére
CP de I'ACP. En effet, au cours des trajectoires analysées, le mGluR complexé avec
I’agoniste 33-DFBA explore plus souvent une conformation active. Ainsi, les variations
de distances des AA du verrou ionique sont un marqueur de 'activation du mGluR5

au cours du temps.
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FIGURE 5.8 — Distances minimales mesurées entre les atomes des AA du
verrou ionique.

Les points en gris et bleu sont des conformations considérées comme, respective-
ment, inactives et actives. Pour chaque distance, la répartition des conformations
selon la distance est représentée en haut a droite.
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e L’analyse du verrou ionique est une métrique de la forme active.

L’analyse des mémes distances, K3-50-E645, E6-45-K751 et K3-50-K7-51, est effectuée sur
I'ensemble des trajectoires réalisées pour cette étude. Les seuils de distances définis
a partir des figures 5.8 et 5.9 sont utilisés pour définir si une conformation est active
ou inactive. Les figures 5.10 et 5.11 résument les formes considérées comme actives
(colorées) ou inactives (grisées) au cours des simulations.

La figure 5.10 montre que, pour toutes les trajectoires, l'interaction ionique entre les
AA E645-K751 est conservée quel que soit le complexe (peu de coloration violette). A
I'inverse, I'interaction ionique formée par les AA K3-50-E%%5 est fréquemment rompue
(coloration marron si distance > 4 A) lorsque le mGluR5 est complexé avec ’agoniste
33-DFBA. La méme constatation peut étre faite avec les AA K3-50-K7-5!, ]les chaines laté-
rales sont plus éloignées avec les formes complexées a la molécule 33-DFBA (coloration
orange si distance > 8 A).

La figure 5.11 représente les états actifs et inactifs selon les seuils de distance appli-
qués sur les atomes Co, ainsi que 1’angle de courbure de la TM6. L’angle de la TM6,
qui contient I’AA W¢50, semble étre un marqueur de la forme active (coloration noir si
I'angle est inférieur a 133°). La fermeture de cet angle correspond a une entrée du bas
de la TM6 entre les hélices 6 et 7. Ensuite, le marqueur le plus probant est la distance
entre la TM3 et la TM7 (en orange), comme montré par I’ACP. L'écartement de ces
deux hélices laisse la place pour le bas de la TM6 qui suit le mouvement d’écartement
de la TM3. Selon ces critéres et comme pour I'étude des distances minimales, les formes
complexées a la molécule 33-DFBA adoptent une conformation active dans la majorité
des cas. Une faible proportion des conformations du récepteur, lors des simulations
sous forme apo, est présente a 1’état actif. Elle est encore plus faible s’il est complexé a
I'agoniste inverse. L'exploration d"une telle conformation peut correspondre a la pré-

sence d'une activité « basale » du récepteur.
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FIGURE 5.10 — Résumé des distances minimales entre les AA du verrou

o
EEIIE
~ol ocoo

MPEP

MPEP

10 %
2%
17 %
4%
0%
0%

APO

APO
33DFBA
33DFBA
33DFBA
33DFBA
33DFBA
33DFBA
33DFBA

1%
0%
2%

1%
0%
0%

5%
37 %
38 %

2%
2%
0%

7%
9%
31%

4%
8%

36 %

9 %
47 %
54 %

5000

4000

3000

2000

1000

Temps (ns)

ionique selon chaque simulation de dynamique moléculaire.

Les régions colorées correspondent a la forme considérée comme active pour cha-
cune des métriques. Pour chacune des simulations, les conformations sont colo-
rées en violet et marron si, respectivement, les distances minimales entre les AA
K?50-E6-45 et E6-45-K7-5! sont supérieures a 4 A. Elles sont colorées en orange si la

distance minimale entre les AA K*%0-K7%! est supérieure a 8 A.
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FIGURE 5.11 — Résumé des distances entre les atomes Ca des AA du ver-
rou ionique selon chaque simulation de dynamique moléculaire.

Les régions colorées correspondent a la forme considérée comme active pour cha-

cune des métriques. Pour chacune des simulations, les conformations sont colo-

rées en violet et marron si, respectivement, les distances minimales entre les AA

K3-%0-E6-45 et EO-45-K7-5! sont supérieures a 10 A. Elles sont colorées en orange

si la distance minimale entre les AA K>%0-K"-! est supérieure a 17 A. Enfin, la

coloration noire représente les structures en voie d’activation avec un angle de
courbure de la TM6 plus aigu que 133°.
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FIGURE 5.12 — Schéma de l'activation du verrou ionique pour le mGIluR5.
Dans cette hypothese, le signal précurseur serait la courbure de la TM6 avec un
point d’inflexion au niveau de 'AA W30, La courbure de la TM6 entrainerait
une rupture du verrou ionique lors de l'activation. La chaine latérale de I’AA
ES45 reste en interaction avec I’AA K"! tandis que l'interaction ionique avec

I’AA K3 est rompue. La perte de cette interaction permet un écartement des
TM3 et TM7 afin de laisser la place a la TM6.

5.4.4 Schéma de I’hypothése d’activation du verrou ionique

A Taide des données issues de I’ACP et des analyses de distance du verrou ionique,
il est possible de proposer une hypothése du mécanisme d’activation du mGluR5. La
principale information apportée par I’ACP est que la partie intracellulaire du récepteur
adopte différentes conformations. Les atomes Ca des AA K350 et K71 s’écartent, lais-
sant de la place a la TM6 pour se placer entre ces deux derniéres. La chaine latérale de
I"’AA ES4 reste en contact avec 'AA K"51. La fermeture de ’angle de la TM6, avec un
point d’inflexion au niveau de I’AA W65, semble avoir lieu avant la rupture du verrou
ionique et permet un mouvement du bas de I'hélice. L'AA W59 apporte une premiere
piste pour la compréhension de la transmission du signal entre la cavité de liaison et
la partie intracellulaire du récepteur. Il est intéressant de noter que la TM6 est celle
qui intervient dans l'interface protéine-protéine de 1’état actif du récepteur dimérique.
Le déplacement du bas de cette hélice peut laisser de la place a l'interface protéine-
protéine pour un couplage a la protéine G. La figure 5.12 représente I'’hypothese du

changement conformationnel induit lors de 'activation du mGIuRb5.
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5.5 Conclusion

Un ensemble de données expérimentales a été récolté pour obtenir un point de

départ pertinent afin de réaliser une étude sur l'activation du mGIuR5 :
* les données cristallographiques récentes du mGluR5 [108, 109]
¢ le fonctionnement du TMD du mGluRb5 sans I’ectodomaine extracellulaire [118]
¢ les données de mutagénese dirigée pour les molécules 33-DFBA et MPEP [153]
* une hypothese du mécanisme d’activation du mGIuR2 [137]

Les simulations de dynamique moléculaire réalisées sur le mGluR5 tronqué sous forme
apo, complexé avec un agoniste (33-DFBA) ou un agoniste inverse (MPEP) ont permis
d’émettre une hypothese sur le schéma d’activation des RCPG de classe C. L’ACP réa-
lisée sur I'ensemble des trajectoires a mis en évidence que la conformation de la région
intracellulaire des TM3, TM6 et TM7 permet de discriminer 1’état actif de 1’état inactif.
Les analyses de distances sur cette région, montrent que le verrou ionique se rompt
lors de 'activation et confirme que le mode d’activation des RCPG de classe C est si-
milaire a celui des RCPG de classe A. La stratégie visant a répliquer les simulations
confirme 'hypothese émise, car des comportements similaires sont observables pour
chaque systéme.

Un réarrangement structural des TM3, TM6 et TM7 a lieu lors de l’activation. La
rupture du verrou ionique entre la TM3 et la TM6 permet un écartement des atomes
Co des TM3 et TM7. L'atome Ca de la TM6 suit le mouvement de la TM3 et libere
de I'espace a l'interface TM6-TM6 qui est caractéristique de la forme active du dimere
de mGluR. Le précurseur de ce changement de conformation est le résidu W%, 1l est
impliqué dans la conformation « coudée » de la TM6 et confirme 1'hypotheése de son
role crucial émise dans le chapitre 3.

Le « commutateur de transmission » impliquant les TM3, TM6 et TM7 forme le
fond de la cavité de liaison. Il a, chez les RCPG de classe A, un rdle de « senseur » du

ligand. Des analyses de distances réalisées sur le mGluR5 n’ont pas permis de mettre
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en évidence différentes conformations entre les états actifs et inactifs. Des analyses
complémentaires aideront, peut-étre, a expliquer le role de ces AA en amont (d'un
point de vue temporel) de l’activation du récepteur.

Des simulations de dynamique moléculaire complémentaires sont a réaliser, notam-
ment du mGluR5 a I'état dimérique, pour comprendre les mécanismes qui se mettent
en place a l'interface protéine-protéine lors de 1’activation. Les AA correspondant au IL
sur le récepteur a la saveur sucrée (STR) sont R359, E6-45, K751 pour T1R2 et Q3-50, R6-45,
R751 pour T1R3. Les propriétés physico-chimiques des AA ne sont pas réparties de la
méme fagon sur TIR3 que sur les autres RCPG de classe C. En effet, pour T1R3, c’est
la TM3 qui porte ’AA chargé négativement. Ceci peut expliquer, en partie, pourquoi

T1R2 est la seule sous-unité du STR qui couple I'information a la protéine G [80].
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Chapitre 6

Conclusion générale

Les sucres sont une source d’énergie pour 'organisme et sont indispensables a la
vie. Par conséquent, cette saveur a une forte valence hédonique positive et permet,
depuis son origine, la sélection d’aliments riches en énergie. Aujourd’hui, 1’acces aux
denrées alimentaires est largement facilité et cette perception n’est plus associée a des
fins de survie. Le plaisir engendré par la saveur sucrée peut conduire a une consom-
mation excessive et chronique de sucre. Ce comportement est un facteur de risques
menant a des pathologies telles que les caries, le diabete de type II, les maladies car-
diovasculaires et 1’obésité. La réduction de la quantité de sucre dans l’alimentation est
devenue un enjeu majeur de santé publique.

Les édulcorants sont des composés pergus sucrés peu - ou pas- caloriques. L'in-
tensité de perception des molécules sucrées est appelée « Pouvoir Sucrant » (PS). I
est défini comme le rapport entre une masse - ou une concentration - de saccharose et
d’une substance sucrée a intensité de perception égale. Il est facile d"imaginer quun PS
plus important permet de diminuer la quantité de molécules ingérées pour une méme
expérience sensorielle. Ces composés interagissent avec le récepteur a la saveur sucrée
(STR pour Sweet Taste Receptor) qui est le premier protagoniste de la perception. Il est
constitué de deux RCPG de classe C : TIR2 et T1R3, ot plusieurs sites de liaisons ont été
reportés. Les sucres, ainsi que la plupart des édulcorants, interagissent avec le Venus
Flytrap Domain (VFD) de T1R2 ou T1R3. De plus, chacun des Domaines TransMem-

branaires (TMD) est en mesure de reconnaitre des édulcorants ou des modulateurs
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allostériques. La présence de ces multiples sites de liaison et la diversité structurale
des composés que le STR est capable de reconnaitre traduisent la difficulté d’établir
des relations structure/goft.

L’enjeu majeur de cette étude est de proposer des pistes pour une sélection et une
conception rationnelle de composés potentiellement sucrés. Cependant, peu de don-
nées structurales sont disponibles pour analyser, d'un point de vue moléculaire, les
modes de liaisons et le comportement dynamique de ’association ligand-récepteur.
Au cours de ces travaux de these, deux approches ont été abordées. La premiere est
une approche statistique basée sur la seule connaissance de la structure des ligands.
La seconde tient compte du récepteur et utilise des approches de mécanique molécu-
laire. Les études effectuées sur un modele par homologie du STR (VFD et TMD) ont
permis une meilleure description des sites d’interactions ligand-récepteur et ont mis
en évidence de nouveaux AA clés. Ces résultats sont essentiels pour une conception
rationnelle de nouveaux édulcorants. Ensuite, le mécanisme d’activation des RCPG de
classe C a été étudié avec le TMD du mGIluRS5 (Récepteur Métabotropique au Gluta-
mate de type 5). L'élucidation de la structure tridimensionnelle de ce récepteur est une
avancée majeure dans la description moléculaire de cette famille et a permis, au cours
de ce projet, d’en explorer le comportement dynamique. L'observation de ce phéno-
mene d’activation, lors de la liaison d’une molécule, est une métrique pertinente en
complément de la mesure de l'affinité ligand-récepteur pour prédire la qualité (ago-

niste, agoniste-inverse, antagoniste) d"un ligand potentiel.

La premiere partie de cette étude consistait a établir un protocole combinant plu-
sieurs approches statistiques pour sélectionner des molécules sucrées, non toxiques et
sans gott amer. Dans cet objectif, 316 composés avec un PS allant de 0,2 a 225 000
et provenant de familles chimiques variées ont été référencés dans une base de don-

nées (SweetenersDB disponible sur internet). Les études structurales ont montré que les
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meilleurs édulcorants présentent un caractére hydrophobe, une masse molaire modé-
rée (350 a 450 g.mol '), 4 donneurs et jusqu’a 10 accepteurs de liaisons hydrogene. La
comparaison des espaces chimiques couverts par ces 316 composés avec la plus grande
base de données de molécules apparentées a des sucres atteste de son exhaustivité. Des
descripteurs moléculaires 2D et 2D+3D ont été calculés pour construire un modele de
prédiction du PS. Apres sélection des descripteurs pertinents et comparaison des mo-
déles, il est apparu que la méthode des machines a vecteurs de support (SVM) avec
les descripteurs 2D est la moins cofiteuse en temps de calcul et la plus performante,
avec un coefficient de détermination de 0,69 sur le jeu d’apprentissage et 0,83 sur le
jeu de validation. L’application de ce modele sur plus de 300 000 composés naturels
a permis de sélectionner des composés avec un PS supérieur a 100. Enfin, I'applica-
tion d’un premier filtre pour éliminer les composés potentiellement amers (basé sur
un modele de classification), puis un second pour éliminer les molécules présentant
des groupements toxiques connus, a conduit a la sélection de 4 585 composés d’inté-
réts. Lors de cette étape, un modele de prédiction performant a été construit et son
application permet de proposer une liste de molécules naturelles potentiellement su-
crées. Cette approche a permis de sélectionner des nouvelles molécules jamais testées,

qui sont actuellement en cours d’étude in vitro.

La seconde partie de cette étude a constitué un point crucial pour le reste des tra-
vaux. Dans la perspective d’utiliser le STR en complément des données structurales
des ligands, il a fallu proposer une structure 3D. L'absence de donnée cristallogra-
phique a pu étre palliée par la modélisation par homologie. Le recensement des struc-
tures expérimentales des RCPG de classe C, ainsi que plus de 600 données de mutagé-
nese dirigée ont servi a affiner I’alignement de séquences en AA. En effet, la structure
secondaire et les AA clés, tels que ceux constituant les sites de liaison, ont été utilisées
comme contraintes pour l'alignement de séquences en AA. Un modele par homolo-

gie du STR a pu étre proposé. Les analyses de cet alignement et de la structure du STR
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permettent de décrire les sites de liaison et ont révélé les motifs structuraux importants
du TMD. Le Transmission Swicth est formé par une triade d’AA aux positions 3.44, 6.46
et 7.39 (respectivement I, Y et N pour T1R2 et L, Y et C pour T1R3). Le résidu W65
est également tres conservé chez les RCPG de classe C. C’est I’analogue du W62 chez
les RCPG de classe A, ce qui suggere un role important pour la fonction du récep-
teur. Le Ionic Lock implique les AA Q359 et R%3% pour T1R3 et R3%° et E6-35 pour T1R2.
Enfin, le modele confirme la présence d’'un motif [F/Y]xPKxY conservé qui forme la
barriere hydrophobe dans la TM7. Ainsi, ce modele du STR constitue un point de dé-
part robuste pour décrire la dynamique des ligands dans les sites de liaison et définir
les AA clés tels que les interrupteurs moléculaires a ’aide d’approches de dynamique

moléculaire par domaine.

La structure du VFD de T1R2 a été utilisée pour comprendre comment un seul site
de liaison est en mesure d’interagir avec la plupart des composés sucrés connus, no-
tamment les disaccharides et les dipeptides. L'identification des AA en interaction avec
ces deux familles chimiques a aidé dans la compréhension du large spectre de recon-
naissance des molécules par le STR. Des modes de liaison différents ont été observés
entre les disaccharides et les dipeptides. La mise en commun des données de mutagé-
nese dirigée et des approches in silico a permis de définir la contribution énergétique de
chaque AA. Les disaccharides interagissent avec des AA plutdt polaires enfouis dans
le VFD, notamment avec les résidus N143, Y164 et V384. A l'inverse, les dipeptides
vont interagir de facon spécifique avec des AA moins enfouis dans la cavité de liaison.
Ils établissent des interactions avec, par exemple, les AA V66, 5144, T280, Y282, W304
et L310.

Cette étude a également porté sur l'investigation du site de liaison du TMD de
TIR3. Le docking moléculaire a estimé 1’existence de deux cavités d’interaction avec
le cyclamate, une haute et une basse. L'entrée du cyclamate dans la cavité haute du

récepteur au cours d'une simulation de dynamique moléculaire met en évidence un
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vestibule, ainsi que la voie d’entrée du cyclamate entre 'ECL2 et les TM1, TM2, TM7.
Chacune des poses haute et basse ont été utilisées comme point de départ pour des si-
mulations de dynamique moléculaire. La décomposition par résidu des énergies d’in-
teraction a mis en évidence les AA clés de l'interaction ligand-récepteur. La combinai-
son des résultats des deux cavités permet de retrouver les AA provenant d’études de
mutagénese dirigée par Jiang et al. en 2005, mais aussi d’en sélectionner de nouveaux.
Suite a ces observations, des études complémentaires de mutagénese dirigée sont en
cours sur les AA impliqués dans la reconnaissance du cyclamate dans la cavité basse

et ceux qui présentent un intérét pour la fonction du récepteur.

La derniere partie présentée au cours de ce projet consiste en 1’étude du mécanisme
d’activation des RCPG de classe C. Des approches expérimentales ont proposé le mé-
canisme global d’activation. Cependant, le fonctionnement de la derniere étape de 1’ac-
tivation des RCPG de classe C, impliquant la rupture des interrupteurs moléculaires,
reste méconnu. Pour comprendre ces mécanismes, la structure cristallographique du
TMD du mGIluR5 a été utilisé comme prototype. Des simulations de dynamique mo-
léculaire de ce récepteur sous forme non complexé, en interaction avec un agoniste
puis un agoniste inverse ont été effectuées. Une analyse en composantes principales
sur ’ensemble de ces trajectoires a mis en évidence les structures les plus dissimilaires,
correspondant aux formes actives et inactives. Elles ont permis d’émettre une premiere
hypothese sur l'activation impliquant les TM3, TM6 et TM7. La fermeture de I’angle
de la TM6, avec un point d’inflexion au niveau de I’AA W50, a lieu avant la rupture
du verrou ionique et permet un mouvement du bas de I'hélice 6. Ainsi, les atomes Ca
des AA K350 et K™! s’écartent, laissant de la place a la TM6 pour se placer entre ces
deux dernieres. Ces résultats apportent une premiere piste pour la compréhension de
la transmission du signal entre la cavité de liaison et la partie intracellulaire du récep-

teur.
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Les résultats de ces travaux de these constituent un modele, au niveau atomique, de
la premiere étape de la perception de la saveur sucrée. L'utilisation d"une approche sta-
tistique basée sur la structure des sucres et des édulcorants s’est révélée performante
pour prédire le pouvoir sucrant. La conception d'un modele par homologie du ré-
cepteur a la saveur sucrée et sa mise a disposition pour la communauté scientifique
présente une avancée majeure pour les futurs travaux de modélisation moléculaire.
Cela a d’ailleurs été 1'objet des premieres investigations illustrées dans ce manuscrit
avec la description des cavités de liaison. Enfin, I’étude du mGIuR5 permet d’apporter
les premiers indices des mécanismes moléculaires qui ont lieu lors de l'activation des
RCPG de classe C. L'ensemble de ces travaux apporte de nombreux outils et de nom-
breuses informations structurales pour concevoir, de maniere rationnelle, de nouveaux

édulcorants.
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TABLE A.1 — Base de données des molécules dont le pouvoir sucrant est connu.

Nom log(PS) Nom log(PS) Nom log(PS) Nom log(PS) Nom log(PS) Nom log(PS) Nom log(PS)
1p-4p-6p-3Cl-sucrose 2 asp 103 14 asp 169 2.08 asp 4 0.89 asp 98 0.92 lugduname 5.35 taxifolin 3-acetate 1.9
1p-4p-2Cl-sucrose 1.48 asp 104 0.48 asp 17 1.19 asp 5 1.19 asp 99 1.16 maltitol -0.06 telosmoside A 3
1p-6p-2Cl-sucrose 1.89 asp 105 1.21 asp 170 1.93 asp 52 0.27 aspartame 2.25 maltose -0.41 trans-anethole 111
1p-Cl-sucrose 13 asp 106 1.58 asp 171 141 asp 53 0.25 baiyunoside 2.7 mannitol -0.3 trans-cinnamaldehyde 17
4p-Br-4-1p-6p-3Cl-sucrose 3,51 asp 107 1.6 asp 172 197 asp 55 1.15 benzenepropanoic acid 3.6 mannose -0.28 trehalose -0.37
4p-F-4-1p-6p-3Cl-sucrose 3 asp 108 11 asp 173 1.44 asp 56 1.16 bernardame 53 mogroside II 1.92 tryptophan 1.54
4-1p-4p-6p-4Br-sucrose 3.88 asp 109 122 asp 174 0.71 asp 57 0.75 cyclamate 148 mogroside IV 249 xylitol -0.01
4-1p-4p-6p-4Cl-sucrose 3.32 asp 11 154 asp 175 0.66 asp 58 0.13 cyclocarioside A 2.3 mogroside V 2.53 xylobiose -0.4
4-1p-4p-3Cl-sucrose 2.34 asp 110 1.06 asp 176 151 asp 6 15 dulcin 23 naringin DHC 2 xylose -0.28
4-1p-6p-3Br-sucrose 29 asp 112 0.66 asp 177 0.91 asp 60 16 dulcoside A 1.93 neoeriocitrin DHC 2 perrilartine 3.3
4-1p-6p-3Cl-sucrose 2.8 asp 12 1.56 asp 178 123 asp 61 2.11 erythritol -0.2 neohesperidin DHC 3.04 perillaldehyde 1.08
4-1p-6p-3F-sucrose 1.6 asp 122 | 091 asp 179 1.36 asp 62 223 fructose 0.16 neotame 3.89 hernandulcin 3.13
4-1p-6p-3l-sucrose 2.08 asp 123 1.53 asp 18 1.58 asp 63 2.95 fucose -0.16 osladin 2.65 monatine 3.11
4-1p-2Cl-sucrose 2.08 asp 124 143 asp 180 1.31 asp 64 2.15 galactitol -0.24 phyllodulcin 1 2.85 carrelame 52
4-4p-6p-3Cl-sucrose 22 asp 125 1.65 asp 181 1.86 asp 65 2.15 galactose -0.19 phyllodulcin 11 24 alitame 3.3
4-6-1p-6p-4Cl-sucrose 2.3 asp 126 1.81 asp 182 0.68 asp 66 2 gaudichaudioside A 1.74 phyllodulcin 2 2 P4000 3.6
4-Cl-sucrose 0.7 asp 128 116 asp 183 0.98 asp 67 0.28 glucose -0.22 phyllodulcin 4 2.54
4-F-1p-4p-6p-3Br-sucrose 3 asp 129 0.84 asp 184 1.02 asp 68 0.61 glycyrrhizin 1.96 phyllodulcin 5 2.18
4-F-1p-4p-6p-3Cl-sucrose 2.78 asp 13 1.85 asp 185 1.56 asp 69 0.56 hematoxylin 2.08 phyllodulcin 6 2
4-O-n-propyl glycosides DHC 33 asp 130 0.6 asp 186 12 asp 7 1.16 hesperinin  glucoside | 2 phyllodulcin 7 248

DHC
4b-10a-dimethyl-1-2-3-4-5-10- 3.19 asp 131 0.68 asp 187 175 asp 70 1.16 homoeohesperidin DHC 3 phyllodulcin 8 248
hexahydrofluorene-4a-6a-dicarboxylic
acid
6p-Cl-sucrose 13 asp 132 0.64 asp 188 2.1 asp 71 1.03 isomalt -0.27 polypodoside A 2.78
6-1p-6p-3Cl-sucrose 14 asp 133 0.88 asp 189 1.95 asp 72 0.99 isomaltulose -0.32 prunin DHC 1.6
6-chloro-tryptophan 3 asp 134 0.73 asp 19 2.11 asp 73 1.36 isovanillic 1 2.3 psicose -0.15
D-tagatose -0.04 asp 135 0.36 asp 190 0.9 asp 74 1.61 isovanillic 10 2.3 pterocaryoside A 18
DHQ-3-SIFA-4p-methyl ether 2.6 asp 136 0.6 asp 191 0.68 asp 75 1.86 isovanillic 11 4 pterocaryoside B 1.88
liquiritin 24 asp 137 0.68 asp 192 2.15 asp 76 1.85 isovanillic 12 2.65 raffinose -0.6
N-Acetyl-D-glucosamine -0.26 asp 138 116 asp 193 2.15 asp 77 1.58 isovanillic 13 2.7 rebaudioside A 247
Periandrin I 1.93 asp 139 122 asp 194 143 asp 78 1.98 isovanillic 15 23 rebaudioside B 2.51
Periandrin IT 2 asp 14 1.14 asp 197 | 2.03 asp 79 1.99 isovanillic 16 2 rebaudioside C 1.93
Periandrin III 2 asp 140 0.18 asp 198 2.79 asp 8 157 isovanillic 17 17 rebaudioside D 251

Suite page suivante
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TABLE A.1 - Suite

Nom log(PS) Nom log(PS) Nom log(PS) Nom log(PS) Nom log(PS) Nom log(PS) Nom log(PS)
Periandrin IV 2 asp 141 0.51 asp 199 3.06 asp 80 2.18 isovanillic 18 218 rebaudioside E 2.35
abrusoside B 2 asp 142 0.88 asp 2 0.85 asp 81 0.6 isovanillic 19 2.7 rebaudioside F 2.05
abrusoside C 17 asp 143 0.94 asp 20 2.3 asp 82 2.08 isovanillic 2 2.54 rhamnose -0.5
abrusoside D 1.88 asp 15 117 asp 200 2,92 asp 83 2.08 isovanillic 20 2.82 ribose -0.15
acesulfame potassium CH3CH2CH2 CH3 1.48 asp 153 0.43 asp 201 3.14 asp 84 2.28 isovanillic 21 19 rubusoside 2.06
acesulfame potassium CH3CH2 CH3 24 asp 154 0.11 asp 204 3.02 asp 85 1.68 isovanillic 22 2.3 saccharin 2.57
acesulfame potassium CH3CH2 H 13 asp 155 0.7 asp 207 2.76 asp 86 224 isovanillic 23 248 selligueain A 1.54
acesulfame potassium CH3 CH3 2.11 asp 156 0.6 asp 208 3.16 asp 87 1.53 isovanillic 24 2.08 siamenoside I 2.75
acesulfame potassium CH3 H 13 asp 157 1.3 asp 209 4.79 asp 88 2.13 isovanillic 25 2 sorbitol -0.24
acesulfame potassium H CH3 2.19 asp 159 1.04 asp 21 1.49 asp 89 17 isovanillic 26 17 sorbose -0.22
acesulfame potassium H CH3CH2 2.18 asp 16 0.89 asp 211 2.32 asp 9 1.6 isovanillic 3 2.54 stachyose -0.66
acesulfame potassium H H 1 asp 160 1.49 asp 212 244 asp 90 123 isovanillic 4 2.65 steviolbioside 2.05
albiziasaponin B 2.78 asp 161 1.92 asp 213 2.68 asp 91 1.99 isovanillic 6 2.7 stevioside 227
arabinose -0.16 asp 163 1.96 asp 214 3.09 asp 92 1.96 isovanillic 7 24 sucralose 2.78
asp 1 0.57 asp 164 175 asp 215 4.05 asp 93 1.48 isovanillic 9 3.3 sucrononic acid 5.3
asp 10 143 asp 165 221 asp 22 211 asp 94 0.58 lactitol -0.46 sucrose 0
asp 100 148 asp 166 1.72 asp 23 19 asp 95 171 lactose -0.6 suosan 2.54
asp 101 1.38 asp 167 126 asp 24 2.07 asp 96 13 lactulose -0.3 superaspartame 4.15
asp 102 1.38 asp 168 1.93 asp 3 1.56 asp 97 121 leucrose -0.3 tagatose -0.05

sarrejuawgfddns ssguuo(y Y axauuy’

i



142 Annexe A. Données supplémentaires
TABLE A.2 — Données de mutagénese dirigée

VFD CRD TMD

T1R1 mGluR3 TIR3 T1R3 AZ5E5v [101] G22421[155]
S148N [156] 152D [157] Q504K [158] Q3532 A [100] AZSETT[101] ASTA5T [155]
RI151H [156] S152H [157] AS37T [158] S3 35 A [100] S250t A [102] N5247D [159]
A170E [156] R64A [160] R556P [158] HE,37 A [100] V2521 [102] N5247D [155]
E174V [156] R68A [160] S559P [158] L340 A [100] vZ:5211102] ASZ521[159]
A302D [156] Y150A [160] R560K [158] To A A [100] F2:55°L[102] A3Z521[155)
R307T [156] S151A [160] 1536F [161] HNS™¢ A [100] Q3:32A[102] N5227D [162]
MB320T [156] T174A [160] A537T [161] RN,2™€ A [100] Q3:33E[102) N2227D [162]
K328Q [156] D194A [160] F540P [161] sanea [102] S3.20A [102] NEZATD [162]
K377E [156] Y222A [160] G542N [161] S2539 A [100] HZ,37A[102] N2227D [162]
K379G [156] R277A [160] E545Q [161] F2501 [100] YastoL [102] ARTIAF [159]
D435K [156] D301A [160] F25t0 A [100] YastOF[102] SETalL[159]
K460 [156] K389A [160] F25t0C [100] HNS™e A [102] SaZaly [155]
H71A [112] Q306A [160] F2540Q [100] RN2™ e A [102] Gazd2v[159]
T149A [112] S278A [160] F2:10S [100] TN eL [102] ASZ45T [159]
S172A [112] mGluR4 F2:40T [100] RN2meM [102] N5227D [162]
D192A [112] K74Y [163] F25t0W [100] shenea[102] mGIluR5
Y220A [112] R78A [164] F2:40Y [100] S2:39A [102] G F[165]
E301A [112] S157A [164] ASE3V [100] F2,40L [102] FS33D [165]

S306A [112]
S385A [112]
T1R2
S144A [80]
E302A [80]
Y103A [114]
D142A [114]
S144A [114]
S165A [114]
P277A [114]
D278A [114]
E302A [114]
D307A [114]
E382A [114]
R383H [114]
S40A [115]
Y103A [115]
D142A [115]
D142N [115]
S144A [115]
S1651 [115]
Y215A [115]
Y215H [115]
D278A [115]
D278N [115]
E302A [115]
E302Q [115]
D307A [115]
D307N [115]
V309N [115]
R383A [115]
R383F [115]
R383K [115]
mGluR1
Y74A [173]

S159A [164]
S160A [164]
S181A [164]
T182A [164]
K74A [167]
K74Y [167]
K74N [167]
K74Q [167]
R258A [167]
N286A [167]
E287A [167]
K405A [167]
K317A [167]
S313G [168]
K74Y [168]
E287G [168]
K317R [168]
R78A [170]
K405A [170]
S157A [170]
G158A [170]
T108A [170]
S110A [170]
mGIluR7
N74K [163]
GABA-B1
Q188A [171]
E192A [171]
S246A [171]
S247A [171]
$249A [171]
T250A [171]
S268A [171]
S269A [171]
S270A [171]

H3544A [100]
AZA51[100]
T259M [100]
YS:46 A [100]
WS:20A [102]
WS:20 A [100]
VSR A [100]
FS:53 A [100]
VSt A [100]
LS5 A [100]
VL™ A [100]
L™y [100]
R7:29Q [100]
R7:29H [100]
R7:29K [100]
R7:29Y [100]
RT:20 A [100]
R7;29E [100]
Q733 A [100]
LT371(100]
LZ58V [100]
CLii01[102]
VZist A [100]
2544 A [100]
A5V [100]
AZ5ETT [100]
S22l A[102]
V25321 [102]
F2:55L [102]
Q3:22A102)
Q3:22A[101)
Q3:33E[102)
S3 80 A [102]
S3 80 A [101]
H357A[102]

A2V [102]
HEA2A [102]
WS:20A [102]
FS:53 A [102]
VE:31A [102]
LS A [102]
R7:29Q[102]
LT371(102]
LI39F [102]
CLii01102]
CLAOL [102]
GEis2A102]
GEit3v 102
mGluR1
F$o3 A [169]
Q232 A [108]
va3h1108]
1353 F [169]
N2S7 A [169]
N2S7 A [169]
NZGETA [169]
NZGETA [169]
TS50 A [108]
WSS A [169]
FSo2 A [169]
F$o3 A [169]
F$o3 A [169]
FSo3A [169]
F$:53A1172]
Y27 A [169]
Y27 A [169]
YS537 A [169]
YS3T A [169]
Y§ATA[172]
TEiEM [169]

ALV [166]
T2:53 A [165]
T2:32 A [165]
T2:53P [165]
1235V [166]
12:35F [165]
13:56F [165]
13:56F [165]
13:50F [165]
P30S [166]
P2:05 [165]
P05 [165]
P05 [165]
P3:0s [165]
s3:t3C [166]
Y3t A [165]
Y3t A [165]
Y34 A [165]
Y3 EA [165]
N5, A7A [165]
N2,47s [165]
N2, A7A [165]
N2,47s [165]
N2, A7A [165]
N2, 375 [165]
N2, A7A [165]
N2,275 [165]
G2 8L [165]
GEBL [165]
GEaBL [165]
WSO A [165]
WSO A [165]
WSO A [165]
WSSO A [165]
FS33 A 11651
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VED

CRD

TMD

R78A [173]
S164A [173]
S165A [173]
T188A [173]
D208A [173]
Y236A [173]
E292A [173]
G293A [173]
D318A [173]
R323A [173]
K409A [173]
D318I[116]
D3221 [116]
D3241 [116]
E325I[116]
E3281[116]
Y74K [163]
mGluR2
R74K [163]
Y144F [157]
A166S [157]
S167A [157]
S169A [157]
S164A [157]
R271A [157]
S145A [157]
R57A [157]
R57K [157]
R57Y [157]
Y216A [157]
Y216F [157]
D295A [157]
D295R [157]
S148A [157]
T168A [157]
R183A [157]
Y144A [157]
Y144S [157]
Y144G [157]
D1465 [157]
K377A [160]
D188A [160]
R271A [160]
L300A [160]

T310A [171]
Q312A [171]
Q313A [171]
T314A [171]
T315A [171]
E316A [171]
E458A [171]
E459A [171]
T460A [171]
Q464A [171]
Y470A [171]
T290K [174]
GABA-B2

Y690V [174]

HZ57A[101]
L3A0A [101]
T3, A 101]
Yast L [102]
Yot F[102]
HNSmeA [102]
HY,3™€A [101]
RI9™CA [102]
RI9™CA [101]
TS eL [102]
RN2"eM [102]
sivene A [102]
S239 A [102]
S229 A [101]
F240L [102]
F20L [101]
ASA3v 102
A2V [101]
AZSPE101]
AZE3F[101]
AZ3G 101
AZ:A3s(101]
ASA3T[101]
H3:4 A [101]
AZ51511101)
TS587M [101]
YS:46 A [101]
w20 A [102]
WE:30A [101]
Ve A [101]
FS:23 A [102]
FS:22 A [101]
VSt A [102]
VSt A [101]
L8327 A [102]
LS A [101]
vionea[101]
LA™Y [101]
R7:29Q[102]
RI29Q [101]
Q33 A01]
L7:371[102]
L7,371[101]
LEi29F [102]
LIOV [101]
CEiior[102]
VEssLA [101]
Giyiiali02]
GEit3v 102
125 A [101]

TE23M [169]
TE23M [169]
TZ133M [169]
TEiE3M [169]
TEiE3M [169]
TEiEBM [172]
A%38s108]
ST A [108]
S0P [108]
S2.37F [169]
stalc[169]
V3421 [169]
T24°G [169]
T30 A [169]
353 F [169]
352 F [169]
1352 F [169]
1253 F [169]
1253 F[169]
TN I e A [108]
AZ:E2T [169]
P2:35[108]
L34V [175]
L34V [176]
N3:ATA [169]
N2S7 A [169]
M332L [169]
Y235 [169]
WS A [169]
WS A [169]
WSSO A [169]
WSS A [169]
WSSO A [169]
WS A 172
F$o3 A [169]
Y827 A [169]
Y2 A [169]
TEiE3M [108]
T3 A [108)
VIs5 A [166]
mGluR2
AgE34F[155]
Gaga2v [155]
HNgmev [159]
HNgmev [155]
G2Za21[159]

FS3W [165]
FS 2 A [165]
FS 23w [165]
FS:33 W [165]
FS33 A [165]
FS33W [165]
Y827 A [165]
YS3F [165]
Y837 A [165]
YS5TF [165]
Y557 A [165]
YS:57F [165]
Y857 A [165]
ME 23T [166]
STH20A [166]
Sgie F[165]
ST A [165)
St F[165]
ST A [165]
St F [165]
ST A [165]
St F [165]
ALV [165]
AZ E vV [165]
A EV [165]
ALV [165]
AL F[165]
AL A F[165]
AL B F[165]
AL B F165]
VIT [166]
TZ:53 A [165]
T2:5°P [165]
T2:33P [165]
T2533 A [165]
T2:33P [165]
R333E [165]
R333E [165]
R333E [165]
R333E [165]
13,341 [166]
GE3PL [166]
Y34 F [165]
Y3:E4F [165]
Y34 F [165]
Y3 E F [165]
FS 2 A [165]
Y5 57F [165]
ME33T [165]
ST A [165]
VI M [166]
LI5201[166]
STH20A [165]
G281 [165]
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[e\] —

22 2 2 2 2 2 2 2 %2
on — - = = = — — — — M aa)] ~
O U U U QU U U QU QO <« < ¢
(%) ~ & E E E E E E E E U O O
T1RD 39 45 28 29 29 30 30 29 27 27 20 22 28
42 46 31 31 32 32 34 32 31 31 X X 38
28 40 24 24 24 22 21 21 26 25 13 14 32
T1R3 40 28 29 29 30 29 29 30 29 19 22 28
50 34 32 27 34 31 31 35 28 X X 39
31 24 23 23 21 19 20 25 24 13 14 30
TIRL 29 30 29 31 29 30 28 29 20 22 30
30 30 27 28 27 24 28 26 X X 35
30 29 23 23 23 22 28 25 13 13 32
- CluR1 73 46 48 46 47 45 46 18 20 27
78 46 46 46 47 54 49 X X 35
80 40 42 43 43 49 46 17 16 32
CLuRS 44 47 45 47 45 46 19 20 26
42 49 47 46 54 50 X X 32
43 45 46 46 51 48 21 16 34
72 70 73 51 51 18 20 28
mGluR6 68 58 65 39 43 X X 32
75 72 76 49 47 19 18 32
72 78 50 52 20 22 28
mGluR4 74 74 42 45 X X 36
78 83 52 47 18 18 32
75 48 50 19 21 29
mGluR7 78 43 46 X X 36
86 51 48 20 18 30
49 51 20 22 29
mGluR8 45 45 X X 36
52 48 19 18 31
70 20 21 27
mGluR2 6 X X 34
73 18 17 35
mGIluR3 2>? 2>? ;z
18 17 35
46 20
GABAB2 v x
38 18
19
GABABI N
17

TABLE A.3 — Pourcentage d’identité de séquences en acide-aminés

Gris foncé : VFD; Gris clair : CRD, Blanc : TMD
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Annexe B

Méthodes et principes

B.1 Les méthodes d’apprentissage

Les méthodes d’apprentissage supervisées sont des techniques automatiques utili-
sées pour prédire une variable a partir d'un ensemble de données. Le modeéle établit
une relation mathématique (statistique) qui peut ensuite étre utilisée sur des données

externes.

B.1.1 Foréts aléatoires

Le principe des Foréts aléatoires (ou Random Forest, noté RF) repose sur 1'établisse-
ment de plusieurs arbres de prédiction, applicable en classification et régression, qui
sont moyennés pour établir le modéle final. Pour chaque arbre, un sous-ensemble d’in-
dividus est tiré aléatoirement pour établir le modele de prédiction. Chacun des arbres
est alors construit en tirant aléatoirement un sous-ensemble de descripteurs. Par cette
construction, les Foréts aléatoires possédent intrinsequement un algorithme d’échan-
tillonnage connu sous le nom de bagging, abréviation de bootstrap et aggregating. Cha-
cune de ces valeurs (nombre d’individus et de descripteurs par arbre) est a établir a
priori. Un nceud de 'arbre caractérise un descripteur, il permet de diviser les individus
par dichotomie selon la variable a prédire afin de les classifier, selon leur moyenne (2
sur la figure B.1A), en sous ensemble. Le descripteur choisi pour construire un nceud

est tiré aléatoirement et avec remise. Dans le cas d’une variable continue, le critere de



146 Annexe B. Méthodes et principes

séparation des individus pour un nceud est la minimisation d"une fonction de cofit. Ici,
elle correspond a la variance associée aux deux sous-ensembles : o2 sur la figure B.1A.
Le critere d’arrét, quant-a lui, correspond a la profondeur de 'arbre ou au nombre
d’individus présents dans le nceud terminal. Les résultats des estimateurs sont ensuite
agrégés et la valeur prédite correspond a une moyenne des estimations dans le cas de
la régression. Cette fonction, qui combine les résultats de 'ensemble des arbres, est le

modele de régression non linéaire (f(z), figure B.1A).

B.1.2 Séparateurs a vaste marge

Ces méthodes, aussi appelées machines a vecteur de support (Support Vector Ma-
chine pour SVM), ont été initialement développées pour des problemes de classifica-
tions. Elles ont ensuite été étendues a la régression. Le principe est de définir un hy-
perplan permettant de relier chaque individu dans un espace multidimensionnel cor-
respondant au nombre de descripteurs (figure B.1B). C’est I’établissement d 'une marge
de tolérance ¢ qui va permettre de définir I'hyperplan le plus pertinent. Dans le cas de
la régression, le but est de maximiser les points a I'intérieur des marges. La pénalité
associée aux individus a l'intérieur de cette marge est nulle, c’est pourquoi ce type de
fonction est aussi appelée fonction de perte - ¢ insensible. Ainsi, plus la valeur ¢ est
grande plus les erreurs sont tolérées lors de la construction du modéle. Pour les indivi-
dus en dehors des marges, appelés « variable de ressort », une pénalité est appliquée.
La fonction de « cotit » de facteur C' est linéairement dépendante de la distance £ entre
un point et la marge la plus proche. Le choix du noyau pour établir le modele mathé-
matique permettant de créer I’hyperplan trouve toute son importance pour prédire la

variable d’intérét.
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A) Forets Aléatoires B) Machines a vecteurs de support

Arbre 1 Arbre 2

(X6:06%) (X7;07°) Qe

(X2:0,°) (X3;03%) colt
\ E*
-~

moyenne des arbres
de regression

distance a la
marge de
tolérance

&
q

FIGURE B.1 — Représentation schématique des méthodes de prédictions
RF et SVM.

A) Représentation schématique du fonctionnement de 1’algorithme des RF. Avec
cet exemple, les arbres sont construits avec, respectivement, 65 et 40 individus
tirés aléatoirement. Chaque nceud correspond a la séparation des individus en
sous-ensemble afin de minimiser la variance 2. Les moyennes Z dans les nceuds
terminaux (en vert) sont utilisées pour construire l'estimateur final f(x).
B) Représentation schématique du fonctionnement de l'algorithme des SVM.
L'hyperplan correspond a la fonction f(x) en trait noir plein et les marges de
tolérance définies par ¢ sont en pointillées. Les points pleins sont compris dans
la marge de tolérance. Les cercles sont en dehors et sont pénalisants pour le mo-
dele. Pour ces individus, la projection de la distance £ a la marge de tolérance est
utilisée pour définir le cotit associé. L'ensemble des individus et des parametres
permettent de définir I'équation de I’hyperplan le plus pertinent pour prédire la
variable d’intérét.
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B.2 Modélisation par homologie

B.2.1 Alignement de séquences en AA
B.2.1.1 Le cas de deux séquences en AA

La premiére étape pour réaliser un modele par homologie est de définir 1’aligne-
ment de séquences en AA optimal entre la protéine a modéliser et le patron. Pour
résoudre le probleme de l'alignement de deux séquences en AA, la complexité de
l'algorithme requit est de O(n * m), avec n et m la longueur des séquences en AA.
Il faut citer les algorithmes de programmation dynamique! « Needleman-Wunsch »
et « Smith-Waterman » pour réaliser, respectivement, des alignements globaux ou lo-
caux. Le but est de maximiser les AA identiques, ou partageant les mémes propriétés
physico-chimiques, et donc le score global de I’alignement. Ces approches sont basées
sur des matrices de substitutions qui contiennent des scores par paire d’AA et qui
pénalisent plus ou moins leur mutation. Les matrices les plus utilisées sont les BLO-
SUM (BLOcks SUbstitution Matrix) [177]. Celles-ci sont construites a partir de séquences
courtes trés conservées (blocs) de protéines homologues et qui ne contiennent pas d’in-
sertions ou de délétions. Le score est alors défini selon I’équation S;; = %, avec ¢;;
la fréquence de substitution des AA i et j dans les blocs et p;.p; la probabilité qu’ils
soient alignés par hasard. En d’autres termes, il correspond a la probabilité que deux
AA i et j soient a la méme position dans ces blocs, divisée par la probabilité d’aligne-
ment par hasard de ces deux AA dans un alignement de séquences de protéines non
homologues. Il est possible de placer des « trous » (ou gaps) - associés eux aussi a un

score de pénalité - au sein de ces alignements pour pallier aux insertions ou délétions

d’AA entre les deux séquences.

1. résolution d’un probleme complexe en sous ensemble de problemes plus simples
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B.2.1.2 Alignement de plus de deux séquences en AA

Les alignements de séquences multiples sont bénéfiques pour ajouter de la statis-
tique sur la position des AA conservés. Dans ce cas, le probleme posé est d’aligner N
séquences (avec N > 2) de longueur L. La complexité pour la résolution exacte de ce
probléme, afin d’obtenir un alignement optimal, est O(L" ). De nombreux algorithmes
ont été développés pour réduire ce cotit de calcul. Celui appliqué dans cette these est
Clustal Omega [178]. 11 utilise un modele probabiliste basé sur des chaines de Markov
cachées (HMM) 2 pour résoudre l'alignement. La premiere étape de cet algorithme est
basée sur la construction d"un « arbre guide » établit a partir d"un score de distance par
paire de séquences . Cet arbre est ensuite utilisé pour réaliser un alignement multiple
progressif en agglomérant les séquences par similarité décroissante. A chaque itéra-
tion, une séquence est alignée contre un profil HMM [180] donnant les probabilités
d’apparition, d’insertions et de délétions des AA a chaque position, afin d’étre ajouté
a I’alignement multiple.

Cependant, ces algorithmes d’alignement de séquences en AA n’ont pas la préten-
tion de proposer une solution exacte, car le résultat dépend de nombreux parametres
tixés a priori (matrice de score, pénalité, sous-ensemble, ...). Méme s’ils sont trés utiles
pour obtenir une premiere hypothese de travail, il est nécessaire d’ajuster manuelle-

ment la solution des algorithmes sus-cités.

Correction de I’alignement

Pour corriger l'alignement proposé, il est fréquent d'utiliser des données expérimen-
tales. Ainsi, le recensement des données de mutagénese dirigée et des données struc-
turales (notamment la structure secondaire) permet de controler et d’ajuster les zones

qui semblent peu pertinentes.

2. Un modele de Markov est un processus statistique qui permet de prédire un état futur en fonction
de I’état présent uniquement. Le terme « caché » fait référence a I'impossibilité de connaitre le processus
qui a donné le résultat, car ce n’est pas 1’état qui est considéré mais une observation.

3. Le score est calculé a partir de la méthode des k — uplet [179], elle vise a comparer 1’ensemble des
mots composés de k lettres entre les deux séquences.
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B.2.2 Modélisation du récepteur

Une fois que les patrons — dont les données structurales sont disponibles — ont été
choisis et que l'alignement est optimal, la méthode de modélisation par homologie
peut étre appliquée. Le logiciel « Modeller » [154] est utilisé pour construire le mo-
dele. L'objectif est d’extraire un ensemble d’informations structurales sur le (ou les)
patron(s) qui seront utilisées pour définir les contraintes a appliquer lors de la construc-
tion du modele. Les contraintes extraites sont, par exemple, des distances de liaisons
hydrogenes, des angles dihedres sur le squelette et les chaines latérales, ... La valeur
et la forme des contraintes ont été calibrées d’apres une analyse statistique sur des ali-
gnements par paires de structures homologues. Ces données empiriques sont stockées
dans une base de données, sous forme de densité de probabilité. La fonction objec-
tive de Modeller vise a satisfaire ces contraintes spatiales et a minimiser 1’énergie du
systéme. L'optimisation de cette fonction objective est appliquée avec la méthode de
minimisation du gradient conjugué et raffinée en dynamique moléculaire par recuit
simulé. Des contraintes supplémentaires sont appliquées pour les ponts disulfures ob-
servés sur la structure du patron. En faisant varier les coordonnées de la structure

initiale, Modeller peut proposer plusieurs modéles.

B.2.3 Validation du modéle

Les modeles proposés sont évalués avec le score DOPE (Discrete Optimized Protein
Energy) [181]. Ce score est empirique, calibré sur un jeu de données de structures cris-
tallographiques, et basé sur une fonction de densité de probabilité dépendante de la
distance inter-atomique. L’énergie libre totale du systéme est estimée a partir des po-
tentiels statistiques et sert de premier filtre pour sélectionner un modele dont la confor-
mation est la plus favorable. Les modéles de plus basse énergie proposés par Model-
ler sont, ensuite, vérifiés manuellement pour sélectionner ceux respectant les criteres

géométriques et énergétiques. La structure globale est comparée au patron, ainsi que
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'orientation des chaines latérales des AA. Les régions non structurées sont analysées,

a la fois leur entremélement, et la présence de liaisons peptidiques cis (peu probable).

B.3 Docking moléculaire

Le point de départ des simulations de dynamique moléculaire est obtenu par do-
cking. Les interactions ligand-récepteur sont définies par le logiciel Vina [182]. Un es-
pace de recherche est établi sur le récepteur. Vina construit des grilles (un treillis tridi-
mensionnel) dont les points sont espacés de 1 A. Chaque point de la grille stocke 1’éner-
gie potentielle associée a un atome, ou un groupe fonctionnel, du ligand. La fonction de
score de Vina, permettant d’estimer quelle pose est la plus favorable, est basée sur des
données théoriques et empiriques. Cette fonction approxime une énergie d’interaction

selon I'équation :

AGliaison = AGvan der Waals + AGelectrostmfiqim + AGlimson hydrogne (B 1)

+ AG(desolvanfation + AGtorsion

Les résultats, appelés « poses » de docking, sont clusterisés et triés selon 1'énergie d’in-
teraction estimée. Le logiciel Vina permet d’estimer 1’affinité (score) en kcal.mol™! de

chacune des poses proposées.

B.4 Meéthodes et principes de la dynamique moléculaire

B.4.1 Un modéle comme objet d’étude

Un modele consiste a simplifier la réalité tout en s’en rapprochant autant que pos-
sible. Un modéle ne vaut que par le degré de concordance entre les valeurs des me-
sures théoriques et celles effectuées au cours d’expériences réelles. On ne peut pas se

satisfaire de bons résultats sur une seule expérience. La comparaison doit étre menée
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sur un ensemble d’expériences, ou d’exemples, judicieusement choisis pour tenter de
représenter l'espace des valeurs possibles.

Les modéles moléculaires peuvent étre de deux types : quantique ou classique. Le
modele quantique représente explicitement les électrons. Malgré sa précision, le temps
de calcul nécessaire pour résoudre les équations qu’il implique n’est pas adapté aux
systemes de grande taille. Dans le modele classique, les atomes, regroupant le noyau
et les électrons, sont décrits comme des charges ponctuelles auxquelles une masse et un
rayon sont associés. Les interactions s’exercant entre les différents atomes sont modé-
lisées au moyen d"un champ de force dont les parametres sont issus de données spec-
troscopiques, de calculs de chimie quantique et optimisés sur des structures connues.
Les énergies dérivant de ces forces sont séparées en deux groupes : les termes liés et

non liés.

B.4.2 Champ de force AMBER

Les termes d’énergie liés sont des termes représentant les énergies de liaison, d’angle
et de torsion. Les termes dits « non liés » regroupent les modeles d’interactions de type
van der Waals et électrostatiques. Les énergies de liaison et d’angle sont calculées par
des potentiels harmoniques (termes 1 et 2 de 'équation B.2). L’énergie de torsion, as-
sociée a la rotation autour d"une liaison, est décrite selon un potentiel périodique (3¢™¢
terme de ’équation B.2). Enfin, les énergies associées aux interactions de van der Waals
et électrostatiques sont décrites par des fonctions inversement proportionnelles a des
puissances de la distance (dernier terme de 1’équation B.2). L’énergie potentielle du
systeme (V;o1q1) est la somme de ces termes, comme montré dans I’équation B.2 et illus-

tré dans la figure B.2.



B.4. Méthodes et principes de la dynamique moléculaire 153

Interactions liantes Interactions non-liantes
lo
Liaison M Electrostatique
1
>1/2Kp(r-r) 2 ZE a4
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FIGURE B.2 — Représentation des composantes d"un champ de force.
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B.4.3 Les conditions aux limites périodiques

La prise en compte des limites dun systeme est cruciale pour les simulations de
dynamique moléculaire et autorise a calculer des grandeurs macroscopiques a partir
d’une seule unité du systeme. Le recours aux conditions limites périodiques permet
de s’affranchir des effets de bord durant une simulation. Cette méthode consiste en
la réplication d"une boite unitaire contenant le systéme selon les trois dimensions de
I'espace. Les coordonnées des particules dans les images de la boite élémentaire sont

calculées en additionnant ou soustrayant des multiples entiers des dimensions de la
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boite (figure B.3). Lorsqu’une molécule quitte une boite par un c6té, elle est réintroduite
par la face opposée. Le nombre de particules dans la boite unitaire reste donc constant

au cours du temps.
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FIGURE B.3 — Représentation tridimensionnelle du principe des condi-
tions aux limites périodiques.

B.44 Image minimum et rayon de troncature

L'utilisation des conditions aux limites périodiques nécessite d'introduire quelques
subtilités dans le traitement des interactions inter-atomiques. Le calcul de la force d’in-
teraction entre la particule i et j s’effectue entre 'image de j la plus proche de i (qui
n’est pas obligatoirement située dans la méme boite que 7). On définit ainsi I'image
minimale du systeme, comme illustrée sur la figure B.4.

L'utilisation d"un potentiel tronqué limite le calcul des forces interagissant sur la
particule 7 au-dela d’une distance arbitrairement définie : le rayon de troncature. Cette
distance ne doit pas dépasser la moitié de la distance du plus petit coté de la boite pour

éviter les interactions entre une particule et son image dans une cellule adjacente.
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Image minimum pour la
particule ®

Boite initiale

FIGURE B.4 — Schéma de 'image minimum et de la sphére de troncature
dans l'utilisation des conditions aux limites périodiques.

B.4.5 Minimisation de I’énergie potentielle

La minimisation constitue une étape importante dans les protocoles de modélisa-
tion moléculaire. Elle permet une optimisation de géométrie complete pour corriger
les défauts des structures initiales et pour adapter le systeme au champ de force uti-
lisé. Cette étape nécessite la plupart du temps de combiner plusieurs méthodes de
minimisation pour converger vers un minimum.

Dans le cas de la modélisation moléculaire, la fonction a minimiser correspond a
I’hamiltonien, c’est-a-dire, la fonction qui permet de retrouver énergie de la molécule
en fonction de sa géométrie. Pour une molécule de N atomes, la fonction est repré-
sentée dans 3N - 6 dimensions. Soit 3N qui correspondent a NV pour l'axe z, N pour
I'axe y et N pour l'axe z. Les 6 dimensions en moins correspondent a la rotation (3
dimensions) et a la translation (3 dimensions) de cette molécule.

Comme son nom l'indique, la minimisation consiste a déplacer les atomes d'un
point donné de 1'hypersurface énergies-coordonées. La molécule finira alors par se
trouver dans un minimum local d’énergie suite a des incrémentations itératives. Cette
méthode permet d’obtenir une conformation plus stable (qui possede une énergie plus
basse que le point de départ) mais ne peut pas garantir d’obtenir le minimum global.
La difficulté est de trouver la bonne direction a emprunter sur la surface d’énergie, afin

de produire la géométrie ayant 1'énergie la plus basse possible. Cette partie est basée
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sur des approches mathématiques qui décrivent la facon d’évoluer sur la surface asso-
ciée a une fonction. Plusieurs algorithmes de minimisation existent et leur combinaison
permet d’éviter de rester dans un minimum local trop proche du point initial. Ces algo-
rithmes sont basés sur des méthodes dérivatives, il est alors nécessaire de développer

la fonction énergie potentielle selon un développement de Taylor.

B.4.5.1 Algorithme d’ordre 1

Les méthodes de minimisation d’ordre 1 utilisent la dérivée premiere (gradient) de
I"énergie potentielle. Il en existe deux principales : le gradient simple et le gradient

conjugue.

Gradient simple (steepest descent) Cette approche consiste a chercher la direction de
plus grande pente selon laquelle 1’énergie (fonction f(7,,)) décroit le plus fortement. La
direction de recherche (D,,) est donnée par 'opposée du signe du gradient de 1'éner-
gie (équation B.3a). Les coordonnées a l'itération n + 1 sont déterminées a partir des
positions précédentes 7, de la direction opposée au gradient (équation B.3a, la plus
grande pente) et un pas k. Le pas k est déterminé a chaque itération n dans le but de
minimiser la fonction f dans le sens du gradient. Si 1’énergie est plus basse que lors de
la précédente itération, le pas est augmenté selon k,,.; = 1,1 - k,,. Dans le cas contraire
le pas est alors diminué selon k.1 = 0,5 - k,,. Cette méthode est efficace pour éliminer
les mauvais contacts entre atomes. Elle est appliquée en premiere approche, car elle
est peu coliteuse en temps et en mémoire. Néanmoins, elle connait des problémes de

convergence lors de 'approche de minimum ot des oscillations peuvent apparaitre.

D, ==V f(7n) (B.3a)

7_:n+1 = Fn + knDn (B3b)
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Gradient conjugué Cette approche peut étre vue comme une extension de la mé-
thode de « la plus grande pente » ol le pas est déterminé de maniere optimale, per-
mettant de converger plus efficacement vers le minimum local. Cette méthode prend
en compte les étapes précédentes D,,_; afin de définir plus précisément la direction de
recherche D,,. En d’autres termes, elle permet de déterminer la direction de descente
conjuguée a la direction de descente précédente (équation B.4). L'intérét de cet algo-
rithme est d’éviter une oscillation autour du minimum et d’accélérer la convergence
puisque la direction est ajustée a chaque cycle afin d’obtenir la meilleure diminution
d’énergie. Cet algorithme présente deux principaux inconvénients. Il est peu efficace
pour éliminer les défauts structuraux comme des contacts entre atomes. D’autre part,
la convergence ne pourra étre atteinte si la structure initiale est trop distante du mini-

mum d’énergie.

o A0 A G|
Dn - Vf(rn) + |vf(Fn_1)|2Dn—l (B4)

B.4.5.2 Algorithme d’ordre 2

Ces algorithmes, tel que la méthode Newton-Raphson, font intervenir la dérivée
seconde de la fonction d’énergie par rapport aux coordonnées atomiques, ou Hessien.
La méthode de Newton-Raphson est basée sur une approche du développement de
Taylor au second ordre (équation B.5a). La série de Taylor appliquée au gradient donne
alors 1'équation B.5b. On recherche un minimum énergétique, c’est-a-dire un puits otr
la dérivée de V f s’annule. De maniére itérative, il est alors facile de déterminer les
nouvelles coordonnées a partir 1'équation B.5c.

Comme la surface d’énergie potentielle n’est pas quadratique, plusieurs étapes sont
nécessaires pour trouver un minimum. Cette méthode nécessite peu d’étapes pour
converger a la condition que la structure initiale ne soit pas trop éloignée du minimum.

Toutefois, le calcul de I'inverse du Hessien est fastidieux et nécessite des ressources en
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mémoire plus importante que pour les méthodes d’ordre 1.

() ® f(Fn) + (Fria = T0) V(1) + %(Fnﬂ - fn)2v2f(rn) (B.5a)
V(Fni1) =V (rn) + (P - 7:n)VQf(Tn) (B.5b)
Tntl =T — % (B5C)

B.4.6 Principe de la dynamique moléculaire

Les simulations de Dynamique Moléculaire (DM) constituent un des outils les plus
utilisés dans les études théoriques de biologie moléculaire. Cette méthode de calcul
permet de suivre I'évolution temporelle du comportement d"un systéme moléculaire.
Elle a démontré son apport dans I’étude des fluctuations et des changements de confor-
mation de protéines ou d’acides nucléiques. Elle peut étre utilisée pour étudier la struc-
ture ou les interactions moléculaires, mais aussi pour obtenir des grandeurs thermody-
namiques de systemes complexes par le biais d’outils de thermodynamique statistique.

Le défi est alors de prédire des grandeurs expérimentales, obtenues a partir d"une
moyenne d’états, aux grandeurs obtenues par les simulations de dynamique molécu-
laire qui résultent d'une moyenne temporelle. La mécanique statistique se base sur
I'hypotheése ergodique pour relier des données microscopiques a des grandeurs ma-
croscopiques. Elle définit qu'un systéme, au bout d"un temps infini, parcourt la totalité
de I'hypersurface d’énergie, ainsi la moyenne temporelle sur un systéme approche la
moyenne sur tous les états du systéme. Dong, si I’échantillonnage est suffisamment
important au cours de la simulation, on pourra alors déduire des grandeurs thermo-
dynamiques comparables a des observations macroscopiques.

Une représentation schématique de l'algorithme de dynamique moléculaire est faite

dans la figure B.5.
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Conditions initiales
ri(to), vi(to), ...

- Mise a jour de la liste des paires

Calcul des forces F; = —=V,V (champs de force)
et accélerations a;=F;/m;

Intégrateur
prédire la position et la vitesse des atomes r;(t+6t) et v;(t+6t)

n itérations

Régulation de I'ensemble dynamique: barostat et thermostat

v

— Incrémentation du temps t=t+56t

FIGURE B.5 — Algorithme de dynamique moléculaire

B.4.6.1 Données initiales pour les simulations de dynamique moléculaire

La position initiale des atomes lors d'une simulation de dynamique moléculaire
est primordiale. Pour les protéines, les positions initiales des atomes sont idéalement
issues des structures expérimentales déposées sur la Protein Data Bank (PDB). En 1’ab-
sence de structure expérimentale, des approches de reconstruction par homologie de

séquences peuvent étre utilisées.

B.4.6.2 Meécanique classique : calcul des forces

A température ambiante (300 K), les structures biologiques sont trés mobiles, il est
alors nécessaire de simuler le mouvement des atomes. Ces simulations sont basées sur
la deuxieme loi de Newton (équation B.6a), ou F; est la force appliquée a la particule i,
de m; sa masse et avec 7; son accélération. En connaissant les forces agissant sur 1'en-
semble des particules du systeme on peut alors calculer leur accélération. L'intégration
des équations du mouvement mene a une trajectoire qui décrit les positions, les vi-
tesses et les accélérations de chacune des particules au cours du temps. Cette méthode
déterministe permet, a partir de positions et de vitesses connues a un instant donné,

d’identifier I’état du systeme dans le futur. Les forces appliquées sur les particules sont
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dérivées du potentiel moléculaire précédemment décrit, équation B.6b avec V issue de
I’équation B.2 [183]. En combinant cette équation B.6a aux équations du mouvement
de Newton on obtient alors la relation B.6¢c. Ainsi les équations de Newton relient la
dérivée de I'énergie potentielle aux positions des atomes au cours du temps. Il existe
alors plusieurs méthodes numériques pour résoudre cette équation et produire une

trajectoire de simulation de dynamique moléculaire.

ov oV oV
F=-v.lV=-22 =22 2" B.6b
L=V (axi’ayi’azi) (B.6b)
_av = myF; (B.6¢)
d?"i

B.4.6.3 Intégration numérique de I’équation

Le principe de base de l'intégration des équations du mouvement consiste a déve-
lopper en série de Taylor les expressions des positions (7), vitesses (v) et accélérations

(@), respectivement dans les équations B.7a, B.7b et B.7c.

T(t+dt) =7(t) +17(t)(5t+a(t)%t2 ... (B.7a)
o(t +6t) = B(t) + a(t)ot + B(t)%ﬂ +. (B.7b)
a(t+ot) = a(t) +b(t)ot + E(t)%52 +. (B.7¢)

Les positions successives 7 (¢ + dt) sont obtenues en résolvant I'équation différen-
tielle du second ordre grace a 1’algorithme Verlet [184], par exemple. Cet algorithme
prend en compte les positions et accélérations aux temps t — 6t et ¢ pour calculer les

positions au temps ¢ + 6t (équations B.8a et B.8b)

2 3
Rt +6t) = (1) + (t)ét ;d;gt)éﬂ éd;gt)&g 2(5th) (B.8a)
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di(t) 5, L) oo 1F(D)

r(t=ot) =r(t) - =, 2 dt? 6 dt?

5t® + o(5th) (B.8b)

En additionnant les deux équations, on obtient alors la position au temps ¢ + 0t
(équation B.9a) et les vitesses au temps ¢ (équation B.9b). L'algorithme de Verlet n"uti-
lise pas les vitesses pour calculer les nouvelles positions (équation B.9a). Son utilisa-
tion ne nécessite pas d’'importantes ressources de mémoires et permet un temps de
calcul rapide. Cependant, sa précision reste relativement faible. Pour des méthodes
plus précises, on peut citer 'algorithme leap-frog qui utilise les positions au temps ¢ et
les vitesses au temps ¢ + %, ainsi que ’algorithme Verlet vitesse qui permet de connaitre
simultanément les positions, les vitesses et les accélérations au temps ¢.

La détermination des coordonnées n’est possible qu’en connaissant la position pré-
cédente des atomes (7(¢)). L'attribution des vitesses initiales des atomes se fait selon

une distribution de Maxwell-Boltzmann qui dépend du choix de la température.

Pt +0t) = 27(t) — 7#(t — 0t) + a(t)6t? + @(6th) (B.9a)

F(t +6t) - 7 (t - ot)
251

G(t) = (B.9b)

Il faut que les algorithmes soient en mesure de décrire les mouvements molécu-
laires les plus rapides. Le choix de la valeur du pas d’intégration ¢ ne doit pas étre
supérieure a la fréquence de Nyqvist du systeme. Cette fréquence correspond a la
fréquence de vibration la plus élevée des liaisons interatomiques des systémes bio-
logiques (protéines), soit ~ 1 fs qui est la fréquence de vibration de 1’élongation d"une
liaison X-H (avec X étant N, C, O, ...).

L'utilisation de I’algorithme SHAKE [132] permet d’augmenter le pas d’intégration
et, par conséquent, diminuer le temps de calcul pour une simulation. Le principe est
d’imposer une restriction sur les distances C-H, qui possédent la fréquence de vibra-
tion la plus élevée. Cet algorithme défini une contrainte pour rétablir la longueur des
liaisons C-H entre le pas t et t + t. Ainsi, il est possible de fixer un pas d’intégration a

2 fs.
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B.4.7 Ensemble thermodynamique

La résolution des équations du mouvement de Newton permet d’explorer 1'en-
semble dans lequel le nombre d’atomes N, le volume V et 1'énergie E sont constants.
Cet ensemble est appelé I'ensemble microcanonique et correspond a un systéme isolé.

D’autres ensembles sont toutefois envisageables.

B.4.71 NVT ou canonique

Les simulations réalisées dans cet ensemble permettent de contrdler la tempéra-
ture par couplage du systéme a un thermostat. Ce couplage entraine ’apparition d'un
nouveau terme dans les équations du mouvement. Plusieurs protocoles existent et ont
pour objectif de limiter les écarts induits par ce terme correctif. En effet les trajectoires
Newtoniennes impliquent la conservation de 1’énergie et de la quantité de mouvement.

Le thermostat le plus utilisé pour les systémes biologiques est le thermostat de Lan-
gevin qui applique une force aléatoire sur les particules a intervalles réguliers. Les
vitesses des atomes sont alors contrdlées par l'ajout d’un terme de friction dans les
équations du mouvement (équation B.10). Dans ce cas, I est le terme de friction et W
est la force appliquée sur les atomes qui n’est ni corrélée dans le temps et ni aux autres
atomes. Le principal avantage lors de l'utilisation de ce thermostat provient de la sta-
bilité de la température, ce qui autorise un pas de temps supérieur a celui utilisé lors

de simulation NVE.

7"‘,

)

B.4.7.2 NPT ou isotherme-isobare

En réalisant les simulations dans 1’ensemble NPT il est possible de comparer les
grandeurs thermodynamiques calculées avec des données expérimentales réalisées
a pression constante. C’est 'ensemble thermodynamique se rapprochant le plus des

conditions de laboratoire en biologie. Le maintien de la température et de la pression
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peut étre assuré en couplant le systeme a un thermostat de Langevin et un barostat de

Berendsen.

B.5 Estimation de l’énergie d’interaction

Les simulations des dynamiques moléculaires peuvent étre utilisées pour estimer
l'énergie libre de Gibbs (ou enthalpie libre) entre un état lié ([RL]) et un état non-lié

[R] + [L]. Cette énergie est notée AGiigison-
[RL] < [R] + [L]

L’aspect dynamique permet d’échantillonner temporellement les différentes interac-
tions qui prennent place entre le ligand et le récepteur. La méthode MMGBSA (Mole-
cular Mechanics energies combined with the Generalized Born and Surface Area continuum

solvation) estime 1’enthalpie libre d’interaction entre un ligand et une protéine, tel que :

AGlimson = <Gcompleze) - (Gproteine> - (Gligand>

G = Enr + Htrcms/rot + Gsol =TS

(B.11)

(G.) correspond a la moyenne de l'énergie libre totale sur les fenétres de la simula-
tion de dynamique moléculaire. E,,,, est I'énergie issue de la mécanique moléculaire,
G0 I'énergie de solvatation et Hy,qp/ror cOrrespond a l'énergie des six degrés de li-
berté de rotation et translation (Hy qns/rot = 3kT ~ 1,8kcal.mol™! & 300 K). L'énergie de
solvatation est la somme des contributions électrostatiques (GB*) et hydrophobiques
(SASA®). AS définie la contribution entropique. L'estimation de 'entropie, qui se fait
par une analyse des modes normaux, a tendance a apporter une grande marge d’erreur
dans le résultat final. Il peut étre négligé pour des systemes ayant des entropies simi-

laires, notamment dans la comparaison de ligands ayant le méme site d’interaction.

4. Modélisation implicite du solvant aqueux par le modele de Born généralisé
5. Estimation de la surface accessible au solvant
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Modélisation moléculaire de la perception de la saveur
sucrée : approches structurales et dynamiques.

Résumé

La consommation excessive et chronique de sucre est un facteur de risque pour l'ap-
parition de pathologies telles que le diabete de type II ou 1’obésité. Une des solutions
pour répondre a cet enjeu majeur de santé publique, tout en conservant le plaisir de la
saveur sucrée, consiste en 1'utilisation d’édulcorants en substitution du sucre. Actuel-
lement, un certain nombre d’édulcorants sur le marché présentent arriere-gotit amer
ou sont sujets a débat quant a leurs effets sur la santé. Un des objectifs de ces travaux
de these consiste a proposer de nouveaux édulcorants grace a des approches ration-
nelles in silico. Un modele statistique a été établi sur la base des structures chimiques et
a permis d’identifier de nouveaux édulcorants d’origine naturelle. Ensuite, la recons-
truction par homologie du récepteur a la saveur sucrée et 1'étude des sites de liaison
apportent des indices, a I’échelle atomique, qui permettront d’identifier ou méme de
concevoir de nouveaux édulcorants. L'étude dynamique d’un récepteur de la méme fa-
mille (Récepteur Couplé aux Protéines G (RCPG) de classe C) a permis d’émettre une
hypotheése sur le mécanisme d’activation, phénomene important pour la compréhen-
sion de la conversion du signal chimique en signal électrique.

RCPG, classe C, Edulcorants, Pouvoir Sucrant, QSAR, Modélisation Moléculaire.

Molecular modeling of the sweet taste perception:
structural and dynamic approaches.

Abstract

Sugar overconsumption is a risk factor for pathologies such as type II diabetes or obe-
sity. Sweeteners consumption is used to overcome this public health issue. Indeed,
they have low caloric value but still preserve the pleasure of sweet taste. Currently,
number of sweeteners are commercially available, but they present a bitter aftertaste
or there is a debate about their safety. One aim of this work was to propose new intense
sweeteners using computational modeling strategies. Through a statistical approach
to predict the sweetness based on the chemical structure of already known sweeteners,
new natural compounds have been identified. Furthermore, the structural study of the
homology model of the sweet taste receptor provides some clues to design new sweet-
eners. The molecular dynamic study of a class C G-protein coupled receptor gives the
tirst molecular hypothesis of the activation process.

GPCR, Class C, Sweeteners, Sweetness, QSAR, Molecular Modeling.
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