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Nos récepteurs déroulent
leur mecanique'!

Maxime Louet, Landry Charlier, Jean Martinez et Nicolas Floquet

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) forment une large famille de protéines a sept traversées
transmembranaires (environ 800 chez 'Homme) permettant a nos cellules de communiquer avec leur
environnement. Les données biochimiques et biophysiques disponibles montrent qu’apres fixation de leur(s)
ligand(s), les RCPG subissent des changements de conformation importants. Ainsi, une information chimique
codée par la structure d’une petite molécule extracellulaire va pouvoir étre interprétée mécaniquement de
l'autre c6té de la membrane, pour étre finalement transmise aux partenaires intracellulaires favoris des
RCPG : les protéines G hétérotrimériques. Depuis 2007, nous nous intéressons a la modélisation a I'échelle
moléculaire de ces récepteurs, seuls ou complexés a leurs partenaires favoris (ligands, protéines G).

RCPG, récepteurs, protéine G, modélisation moléculaire, dynamique moléculaire, calculs de modes

G-proteins coupled receptors (GPCRs) form a large family of proteins (around 800 members) characterized
by seven transmembrane segments. They permit to our cells to communicate with their surrounding
environment. Together, available biochemical and biophysical data show that after binding of their ligands,
GPCRs encounter large amplitude changes of conformation. Thus, a chemical information coded by the
structure of a small molecule will be interpreted mechanically on the other side of the membrane, to be finally
transmitted to their favored intra-cellular protein partners: hetero-trimeric G-proteins. Since 2007, we have
been interested in the modeling at the molecular scale of these receptors, alone or complexed to their ligands
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L es récepteurs couplés aux
protéines G (RCPG) sont pour
la plupart caractérisés par une
activité dite « basale », c’est-a-
dire une activité en I'absence de
tout ligand, et liée a leur réle phy-
siologique. De maniére générale,
I’activation mécanique de ces récepteurs se produit par la
liaison d’un ligand extracellulaire (petite molécule, peptide,
protéine...) dans une poche désormais bien identifiée par la
cristallographie [1]. Les données biochimiques et biophy-
siques disponibles dans la littérature montrent qu’apres fixa-
tion de leur(s) ligand(s), les RCPG subissent des changements
de conformation importants. Ainsi, une information chimique
codée par la structure d’une petite molécule extracellulaire
va pouvoir étre interprétée mécaniquement de I'autre cété de
la membrane, pour étre finalement transmise aux partenaires
intracellulaires favoris des RCPG : les protéines G hétérotri-
mériques. Comme leur nom I'indique, ces grosses protéines
sont constituées de trois chaines polypeptidiques, o, et 7,
et sont ancrées a la membrane par I'intermédiaire de résidus
modifiés par des chaines hydrophobes. Un modéle de I'inte-
raction récepteur:protéine G est donné sur la figure 1.

Sous I'effet du couple ligand:récepteur, I’activation des
protéines G s’opeére alors en plusieurs étapes (voir figure 2) :
(1) un échange entre une molécule de GDP (guanosine
diphosphate) et une molécule de GTP (guanosine triphos-
phate) au sein de la sous-unité o de la protéine G (étape 2),
conduisant a (2) une dissociation de la protéine G en deux
blocs, a+GTP et By, ancrés a la membrane (étape 3) et
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capables a leur tour d’activer d’autres protéines intracellu-
laires (étape 4). Grace a une activité GTPasique intrinséque,
la sous-unité o va étre finalement capable d’hydrolyser le
GTP en GDP (étape 5), et ainsi de restaurer la formation de
I’hétérotrimere inactif afy+GDP (étape 1), permettant I'initia-
tion d’un nouveau cycle d’activation.

Extracellulaire

Protéine G

Figure 1 - Modéle du complexe RCPG (en rouge):protéine G (en vert)
construit a partir de la structure cristallographique décrite par
Kobilka [6].

La position supposée de la membrane est indiquée par les pointillés jaunes.
Le ligand extracellulaire est représenté en orange, le GDP en bleu.
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Figure 2 - Cycle d’activation du couple RCPG:protéines G.
Les différentes sous-unités de la protéine G sont reportées en bleu,
rouge et gris (o, B, yrespectivement).

Les voies de signalisation intracellulaires mises en jeu
dépendent directement du couple RCPG/protéine G impli-
qué, mais aussi de la nature méme du ligand fixé dans la
poche du récepteur. Ainsi, deux molécules différentes se
liant au méme récepteur vont étre capables de stimuler dif-
férentes protéines G, en stabilisant vraisemblablement des
conformations différentes du récepteur [2]. Cette observa-
tion est a 'origine du nouveau concept de ligand « biaisé »
[3], un ligand congu pour activer de maniere sélective une
seule voie de signalisation, réduisant ainsi les risques d’ef-
fets physiologiques non souhaités. Du fait de leur implication
dans de nombreux processus physiologiques comme les
perceptions visuelles, du go(t et de la douleur, mais aussi la
transmission nerveuse, la pression artérielle, la prise alimen-
taire, etc., ces récepteurs sont la cible d’environ 40 % des
médicaments actuellement mis sur le marché. Pourtant, le
réle physiologique de nombre de ces récepteurs reste encore
a élucider. Aussi, le développement de nouvelles molécules
capables de stimuler ou d’inhiber I’activité des RCPG et/ou
de leurs partenaires est une thématique forte de recherche
tant sur le plan académique qu’industriel. Cette thématique
a été fortement relancée ces derniéres années par la publi-
cation de nombreuses structures cristallographiques décri-
vant ces récepteurs seuls ou complexés a différents ligands
[4]. En effet, jusqu’en 2007, seule la rhodopsine disposait
d’une structure cristallographique a haute résolution, alors
qu’aujourd’hui, on connait les structures de dix-neuf de ces
récepteurs [5], complexés a différents ligands (agoniste,
agoniste inverse, ou antagoniste(). Une structure a été réso-
lue montrant également les bases a I’échelle moléculaire de
Iinteraction entre un RCPG et une protéine G [6]. Ces avan-
cées ont été possibles grace a la mise au point de nouvelles
techniques de cristallisation des protéines membranaires,
notamment dans le groupe de Brian Kobilka (Université de
Standford), récompensé par le prix Nobel de chimie 2012 [7].
Pourtant, et malgré ces avancées, la mécanique d’activation
de ces récepteurs et de leurs partenaires a I’échelle molécu-
laire reste encore incomprise. La cause : probablement les
conditions de cristallisation qui capturent préférentiellement
une forme « inactive » de ces récepteurs et ce, quelle que
soit la nature du ligand co-cristallisé. Aussi, dans cette
optique de compréhension de la mécanique d’activation
de ces récepteurs, 'outil informatique et en particulier la
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modélisation moléculaire ont un réle clé a jouer. Depuis
2007, nous nous intéressons a la modélisation a I'échelle
moléculaire de ces récepteurs seuls ou complexés a leurs
partenaires favoris (ligands, protéines G).

Une mécanique complexe
et multi-échelles de temps

L’activation des complexes RCPG:protéine G implique
différentes étapes suspectées d’apparaitre a des échelles de
temps trés diverses, de la nano (10° s) a la milliseconde
(10%s). Aussi, I'’étude de ces différentes étapes implique I'uti-
lisation de méthodes de modélisation moléculaire différentes
et adaptées. Si la dynamique moléculaire est une méthode
de choix pour I'’étude des réarrangements locaux des pro-
téines (orientations de chaines latérales, mouvements de
boucles), les calculs de modes normaux sont, de leur coté,
particulierement utiles pour identifier de larges changements
de conformation des protéines (mouvements de domaines).
Ces deux méthodes tres complémentaires et basées sur les
mémes champs de forces (celui de CHARMM [8] dans la
plupart de nos études) ont chacune leurs avantages et leurs
limitations ; la limitation principale de la dynamique molécu-
laire réside dans le temps effectif nécessaire a I’échantillon-
nage des mouvements de la protéine étudiée, surtout si cette
protéine est membranaire [9]. En revanche, la dynamique
moléculaire permet d’étudier la protéine en conditions dites
« explicites » de simulation, c’est-a-dire en incluant le solvant
et la membrane dans les calculs. Les calculs de modes
normaux sont généralement réalisés dans le vide (phase
gazeuse), mais présentent 'avantage d’étre tres peu colteux
en temps de calcul. De nombreuses études récentes ont
montré que malgré cette énorme approximation, les calculs
de modes normaux étaient particulierement efficaces pour
identifier les mouvements intrinseques (collectifs) des pro-
téines, mouvements généralement reliés a leurs fonctions
[10]. Depuis quelques années, et en étroite collaboration
avec David Perahia (ENS Cachan), nous avons appliqué les
calculs de modes normaux a diverses protéines et montré
notamment leur utilité pour préciser les interactions
ligand:protéine [11] ou protéine:protéine [12].

D’abord, bien comprendre la dynamique
des différents partenaires isolés

Le(s) récepteur(s)

Dans une étude récente, nous avons appliqué les calculs
de modes normaux au récepteur de la ghréline, un RCPG
largement étudié au laboratoire et impliqué dans la régulation
de la prise alimentaire [13]. Puisque la structure de ce récep-
teur n'a pas encore été résolue, un modele initial a été
construit en utilisant les méthodes de modélisation par
homologie de séquence. Par la suite, nous avons identifié un
certain nombre de mouvements possibles pour ce récepteur
et suspecté I'un d’entre eux d’étre relié a son activité basale.
Cette hypothése nous a permis de proposer un role direct de
I’histidine 280 dans la stabilisation de I’état actif du récepteur
de la ghréline (voir figure 3). En collaboration avec les équipes
de biologie et de chimie de I'Institut des Biomolécules Max
Mousseron (IBMM, Montpellier — Jean-Louis Banéres, Jean-
Alain Fehrentz), des expériences de mutagenése dirigée,
couplées a des tests pharmacologiques (Céline M’Kadmi,
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avec les mouvements fonctionnels
décrits/proposés dans la littérature
(figure 4D).

Des calculs plus quantitatifs de
dynamique moléculaire permettant de
forcer la sortie du GDP lors de simula-
tions a I’échelle de la centaine de nano-
secondes nous ont permis de confirmer
'importance de ce mouvement [17]. Le
colt énergétique associé a la sortie du
nucléotide a pu également étre précisé
et une voie préférentielle de sortie identi-
fiée, du coté de ses phosphates, contrai-
rement a I'idée recue de la littérature.
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Figure 3 - Résultats de mutations introduites dans le récepteur de la ghréline a la position 280,
aprés examen du modele d’activation issu des calculs de modes normaux [14]. Le résultat
principal est la baisse de 'activité constitutive de 80 % (H280A), tout en gardant une stimu-

lation efficace par I'agoniste et I’agoniste inverse.

Didier Gagne, Jacky Marie, Jean-Claude Galleyrand) ont
permis de vérifier cette hypothése, et de constater une dimi-
nution d’environ 80 % de l'activité basale du récepteur
de la ghréline dans les mutants H280S et H280A [14]. De
maniere intéressante, nous avons observé que la liaison du
ligand agoniste naturel, la ghréline, n’était pas affectée par
ces mutations, confirmant un découplage entre I'activité
basale et celle induite par le ligand, et validant, a posteriori,
le modéle du couple peptide:récepteur proposé par
amarrage moléculaire®. Nous menons actuellement des
études comparables sur les interactions impliquant les
récepteurs de la neurotensine, un RCPG impliqué dans la
douleur (collaboration avec Florine Cavelier, IBMM), mais
aussi celui de la vasopressine, au rble vasoconstricteur

ont pu étre identifiés et proposés a la
mutation, rendant possiblement plus
facile ou difficile la sortie du ligand. Dans
une autre étude plus récente, nous nous
sommes également intéressés a la capa-
cité des protéines G a se séparer en
deux blocs suite a I’échange GDP:GTP. En utilisant la dyna-
mique moléculaire dirigée (ou « targeted molecular dyna-
mic »), nous avons effectué des simulations ou la sous-
unité o de la protéine G a été forcée a transiter entre ses deux
états liés au GDP et au GTP, tous deux connus en cristallo-
graphie. Nos calculs ont permis de préciser les réarrange-
ments conformationnels opérant d’abord au niveau local,
puis a l'interface entre les deux sous-unités o et B [18]. De
maniére assez surprenante, nous avons montré que les
petits réarrangements structuraux connus pouvaient, de
proche en proche, induire une séparation quasi complete
des deux blocs lors de simulations de dynamique molécu-
laire réalisées a I'échelle de la centaine de nanosecondes
(figure 5).

(collaboration avec Bernard Mouillac, Institut de Géno-

migue Fonctionnelle). Des résultats préliminaires laissent | A

suggérer une mécanique commune d’activation des
RCPG, liée au repliement tridimensionnel de ces pro-
téines, particulierement trés conservé, et ce malgré une
grande variabilité de leurs séquences en acides aminés.

Les protéines G

Malgré leur réle primordial, peu d’études de méca-
niqgue moléculaire ont été réalisées a ce jour sur les
prtéines G. Pourtant, ces protéines, dont les premiéres
structures cristallographiques ont été publiées dans les
années 1990 [15], sont bien les premieres actrices intra-
cellulaires des messages médiés par les RCPG. Nous
avons été les premiers a réaliser des simulations de
dynamique moléculaire de ces protéines, ancrées a la
membrane, dans leur état conformationnel dit « inactif »,
c’est-a-dire dans leur état ofy+GDP [16]. Si le choix
d’orientation de ces protéines a la surface interne de
la membrane peut apparaitre délicat au premier abord
(figure 4A), il en va de méme de leurs mouvements intrin-
seques, peu importants, observés lors de simulations
de dynamique moléculaire (figure 4B). Des calculs
de modes normaux similaires a ceux réalisés sur les
RCPG nous ont permis de proposer des mouvements
réalistes de ces protéines a proximité de la bicouche
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Figure 4 - Orientation (A) et mouvements intrinseques (B) de la protéine G,
ancrée alamembrane lors de simulations de dynamiques moléculaires (pour

de phospholipides. Nous avons en particulier montré ;s de détails, voir[16)). (C) Sortie forcée du GDP (en orange) hors de la sous-
que la sortie du GDP hors de la sous-unité o (figure 4C) unité o de la protéine G (en bleu) et mouvements globaux de la protéine
nécessitait un mouvement inter-domaine, en bon accord  induits par cette sortie (D) (d’apres [17]).
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Figure 5 - Etapes de séparation de la protéine G, en deux blocs ancrés a la membrane, comme observées en dynamique moléculaire dirigée.
Cette séparation fait suite a la réorientation de chaines latérales de résidus chargés (résidus en vert sur les étapes A et B), provoquant des réarrangements plus
importants a I'interface o:f (étapes C et D). Une fois ces réarrangements effectués, les deux chaines o et § se séparent sur des échelles de temps plus longues

de I'ordre de la centaine de nanosecondes (E). Pour plus de détails, voir [18].

Le complexe
ligand+récepteur+protéine G:laclé ?

De plus en plus de données récentes de la littérature
suggeérent que les complexes RCPG:protéines G pourraient
étre pré-assemblés a la membrane, expliquant une réponse
trés rapide a leurs stimuli. Aussi, le mouvement de couplage
de ces récepteurs, capturé par la cristallographie, ne
reflete peut-étre pas, comme on a pu le croire un moment,
leur mouvement d’activation. Dans cette perspective,
I’étude des mouvements existants dans le complexe
RCPG:protéine G apparait comme le point clé de la
compréhension de I'activation de ces gros complexes
protéine:protéine a proximité de la membrane. La encore, la
taille importante de ces systemes moléculaires encourage
I’'utilisation de méthodes adaptées, en particulier des calculs
de modes normaux et des modéles « gros grains » [19], 1a ou
la dynamique moléculaire classique trouve ses limites. Nous
avons montré récemment que la dynamique des partenaires
récepteur+protéine G liés n’était pas du tout la méme que
celle des partenaires isolés [20]. Ces résultats sont tres
encourageants car ils sembleraient indiquer que le couplage
protéine:protéine aurait pour but ultime de sélectionner un
ou plusieurs mouvements fonctionnels du récepteur. Des
calculs en cours visent désormais a comprendre comment la
nature méme du ligand lié dans la poche du récepteur
pourrait affecter cette dynamique conformationnelle.

Des perspectives passionnantes
de multidisciplinarité

L’étude des complexes RCPG:protéine G n’a pas encore
révélé tous ses mysteres. Pour comprendre comment
la nature du ligand lié peut affecter la dynamique conforma-
tionnelle de ces gros complexes protéine:protéine, le déve-
loppement de nouvelles méthodes combinant dynamique
moléculaire et calculs de modes normaux va jouer un role

primordial. Un autre aspect particulierement intéressant
réside dans la prédiction in silico du mode de liaison d’un
ligand a son récepteur. Inspirés par les travaux effectués
récemment sur le récepteur $-adrénergique [21], nous effec-
tuons actuellement de tels calculs pour prédire, sans aucune
contrainte appliquée, les interactions peptides:récepteurs
a I'échelle moléculaire. Dans cette optique, I'utilisation de
méthodes quantitatives comme la métadynamique jouera un
role clé. La littérature biochimique, biophysique et structu-
rale montre que les RCPG peuvent également former des
complexes plus gros (dimeres, oligomeres), gouvernant leur
mode d’activation et leurs interactions avec leurs partenaires
[22]. Dans ce contexte, les études par mécanique molécu-
laire des RCPG ont encore de belles années devant elles,
surtout lorsque les hypothéses issues des calculs peuvent
étre vérifiees expérimentalement, comme c’est le cas au
sein de I'IBMM.
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