
HAL Id: tel-03461099
https://hal.science/tel-03461099

Submitted on 1 Dec 2021

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

DÉCRYPTAGE DE LA DYNAMIQUE DE SYSTÈMES
BIOMOLÉCULAIRES PAR SIMULATIONS

NUMÉRIQUES
Francois Dehez

To cite this version:
Francois Dehez. DÉCRYPTAGE DE LA DYNAMIQUE DE SYSTÈMES BIOMOLÉCULAIRES PAR
SIMULATIONS NUMÉRIQUES. Chimie théorique et/ou physique. Université de Lorraine (UL),
2021. �tel-03461099�

https://hal.science/tel-03461099
https://hal.archives-ouvertes.fr


  

MÉMOIRE DÉPOSÉ EN VUE DE L’OBTENTION DU DIPLÔME DE 

HABILITATION À DIRIGER DES RECHERCHES 

par 

FRANÇOIS DEHEZ 

Université de Lorraine et CNRS  

Laboratoire de Physique et Chimie Théoriques 
 
 

 
DECIPHERING THE DYNAMICS OF BIOMOLECULAR SYSTEMS  

WITH NUMERICAL SIMULATIONS 
 

DÉCRYPTAGE DE LA DYNAMIQUE DE SYSTÈMES 

BIOMOLÉCULAIRES PAR SIMULATIONS NUMÉRIQUES 

 
 
 

Soutenue le 30 novembre 2021 à Vandœuvre-lès-Nancy  
 

Devant le jury composé de : 
 

Rapporteurs : 
Mme Annick DEJAEGERE (Université de Strasbourg & CNRS)  
Mme Nathalie REUTER (Université de Bergen)  
M. Thomas SIMONSON (Ecole Polythechnique & CNRS) 

Examinateurs : 
M. Christophe CHIPOT (Université de Lorraine & CNRS) 
M. Bruno MIROUX (INSERM) 
Mme Eva PEBAY-PEYROULA (Université Grenoble Alpes & CNRS) 
M. Benoît ROUX (Université de Chicago) 



 2 

  



 3 

Remerciements 
 
Je tiens tout d'abord à remercier les membres du jury qui ont gentiment accepté de prendre de 

leur temps pour évaluer ce travail.  Merci à Annick, Nathalie et Tom pour avoir sans hésiter 

accepté le fastidieux travail de rapporteur. Merci à Eva, Bruno, Benoît et Christophe de me faire 

l'amitié de participer à ce jury. 

Je souhaite ici adresser un immense merci à mon épouse, Nathalie, et à nos trois merveilleux 

enfants, Solal, Tybalt et Gaspard qui m'apportent tous les jours l'amour, le soutien et l'énergie qui 

me permettent de vivre sereinement et pleinement ma vie de chercheur. 

Ma carrière scientifique a été émaillée de nombreuses rencontres dont beaucoup se sont 

transformées en amitiés, l'écriture de ces quelques lignes me rappelle à quel point celles-ci ont été 

et sont toujours importantes dans la construction de ma vie scientifique en particulier et de ma 

vie en générale.   

Personne ne sera surpris de me voir commencer par faire part de la profonde affection que j'ai 

pour Christophe avec qui je chemine depuis mes premiers pas dans la recherche. Je mesure tous 

les jours ce que m'apporte cette amitié emprunte de respect, de bienveillance et de complicité. 

Je suis extrêmement reconnaissant envers Claude et Francesco avec qui j'ai beaucoup appris au 

cours de ma thèse et de mon post-doctorat et qui ont sans aucun doute façonné le socle du 

chercheur que je suis devenu. Je dois également énormément à ma rencontre avec Eva autour du 

transporteur mitochondrial de l'ADP/ATP, celle-ci a été particulièrement importante dans le 

développement de ma trajectoire scientifique et dans les rencontres que j'ai pu faire par la suite. 

J’attache énormément d'importance aux collaborations et amitiés avec Bruno, Hugues, Paul, 

Joanna, Benoît faites de respect et de confiance, je me sens extrêmement privilégié de pouvoir 

partager tant de choses avec vous. Je remercie également sincèrement les nombreuses personnes 

avec qui j'ai pu nouer des collaborations et des amitiés qui m'ont tour à tour enrichies : Mounir, 

Wensheng, Antonio, Elise, Klaus, Javier, János, Hyungjun, Edmund, Manuella, Michel, Winfried, 

Andreea, Stéphanie, Irina. Je remercie très chaleureusement tous les étudiant(e)s et post-

doctorant(e)s avec qui j’ai eu la chance de travailler : Fabien, Eva-Maria, Daniel, Joël, Axel, Jeff, 

Nicole, Hong, Flo, Zlatomir, Emma, Margaret, Elodie, Charlotte, Cécilia, Hugo. Ils sont pour 

beaucoup dans les travaux que je présente dans ce mémoire et je les en remercie très sincèrement. 

  



 4 

Préambule 
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Chapitre 1 

I. Curriculum Vitae 

Chargé de recherche au CNRS, section 13 (depuis octobre 2003),  

Né le 13 novembre 1974 à Montluçon. Marié, 3 enfants  

Adresse : Laboratoire de Physique et Chimie Théorique. 
Unité mixte de recherche CNRS/UdL No 7019, Université de Lorraine B.P. 239, 54506 
Vandœuvre-lès-Nancy Cedex  

Téléphone : 03-72-74-50-76, e-mail : Francois.Dehez@univ-lorraine.fr  

Domaine de recherche  

Après une thèse de doctorat dédiée au développement des méthodes mixtes mécanique 
quantique/mécanique moléculaire et à leur application à la simulation de la séparation des isotopes 
du lithium par des éthers-couronnes, j’ai effectué un stage postdoctoral dans le département de 
chimie de l’université de Bologne. J’ai utilisé mon savoir-faire dans le domaine des simulations 
statistiques pour rationaliser le fonctionnement de nanomachines innovantes telles que les 
interrupteurs (rotaxanes) et les moteurs moléculaires (caténanes). Après mon entrée au CNRS en 
octobre 2003, j’ai travaillé au sein de l’équipe de Dynamique des Assemblages Membranaires du 
Laboratoire Structure et Réactivité des Systèmes Moléculaires Complexes (UMR N° 7565). J’exerce 
maintenant mon activité de recherche dans le Laboratoire de Physique et Chimie Théoriques (UMR 
7019) au sein de l’axe Biophysique et Biochimie. J'ai dédié une partie de mon activité de recherche 
au développement de nouveaux modèles intermoléculaires simples et précis prenant en compte 
explicitement les effets de polarisation dans les systèmes complexes. Au centre de mes travaux se 
trouve maintenant la compréhension des phénomènes de transport au travers des membranes 
biologiques. Une des questions principales à laquelle j’essaie de répondre est comment s’effectue 
les changements de conformations au sein des protéines responsables de la communication 
cellulaire ? J’utilise également les approches théoriques pour rationaliser le sens physiologique des 
structures de protéines membranaires obtenues par cristallographie aux rayons X, par RMN ou par 
Cryo-microscopie électronique (Cryo-EM) dans des environnements natifs (nano-disques 
lipidiques) et non-natifs (détergents). Je m’intéresse particulièrement au fonctionnement des 
protéines de la membrane interne de la mitochondrie comme le transporteur de l’ADP/ATP 
(AAC), le transporteur UCP2 et le complexe I de la chaine respiratoire ainsi qu’aux canaux ioniques 
comme les canaux pentamériques activés par des ligands. Enfin une partie de mon activité est 
dédiée à l’étude des lésions complexes de l’ADN et à leur reconnaissance par des protéines de la 
machinerie cellulaire de réparation. Mon domaine d’expertise est la dynamique moléculaire et plus 
spécifiquement les simulations d’évènements rares et les calculs d’énergie libre ainsi que 
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l’électrophysiologie computationnelle, techniques que je couple aux informations structurales 
obtenues par les techniques de cristallographie aux rayons X, de RMN et microscopie électronique.  

Parcours  

2007- : CNRS – Chargé de Recherches Classe Normale  

2003-2007 : CNRS - Chargé de Recherches 2ème classe  

2002-2003 : Bourse de recherche européenne Marie Curie Training Mobility Research (F. 
Zerbetto)  
Modélisation de nano-switchs et de nano-moteurs moléculaires. Laboratoire Simulazioni e 
Modelli Molecolari, Université de Bologne, Italie  

1999-2002 : Thèse : Contrat de formation par la recherche du CEA (C. Millot) 
Modélisation de la séparation isotopique du lithium par des éthers-couronnes. Équipe de Chimie 
et Biochimie Théoriques, UMR CNRS/UHP N° 7565  

1997-1998 : Diplôme d’étude approfondie, Chimie informatique et théorique, Nancy  

Publications et Bibliométrie 

71 publications (ACL), 1 chapitre de livre, 2 articles en révision, ~30 communications, ~30 
conférences et séminaires invités

h-index : 28 ; Citations : 3,250 (source Google Scholar)  

 
II.  Responsabilités 

Responsabilités Administratives 

 
• 2006-2017 Membre nommé puis élu du conseil du laboratoire SRSMC 

• 2007-2012 Membre nommé du comité hygiène et sécurité du laboratoire SRSMC. 

• Depuis 2015. Co-responsable de la plateforme SMEC (Simulation, Modélisation et 
Extraction de connaissance) du CPER 2015-2020, programme IT2MP. 

• Depuis 2018 Membre nommé du conseil de laboratoire, membre du conseil scientifique, 
membre de la commission informatique du LPCT.  

• 2018-2020 Responsable de l’axe Biochimie et Biophysique du LPCT (4 chercheurs CNRS 
et 4 enseignant-chercheurs)  

• Depuis 2020 Membre du directoire du Mésocentre de Calcul Lorrain Explor. 

• Depuis 2020 Directeur adjoint du LPCT 
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Activités d'enseignement 

• M2 Chimie informatique et théorique Université Henri Poincaré : Mécanique 
moléculaire, Structure 3D des protéines. 15 h/an, 2004/2005 ; 2006/2007  

• 3ème année - ENSIC/ENSAIA/ENSMN (filière bioinformatique) : Dynamique 
moléculaire, Méthode Monte Carlo. 24 h/an, 2004/2005 ; 2005/2006 ; 2006/2007  

• 2ème année - Filières produits/procédés – ENSIC : Champs de Force, Introduction à la 
dynamique moléculaire. 14 h/an, 2004/2005 ; 2006/2007  

• 2ème année - Filières produits/procédés – ENSIC : Champs de Force, Introduction à la 
dynamique moléculaire. 11 h/an, 2007/2008 ; 2008/2009 ; 2009/2010 ; 2010/2011 ; 
2011/2012 Technologies de l'information et de la communication. 

• 2ème année - Filière industries alimentaires – ENSAIA : Mécanique moléculaire, 
Dynamique moléculaire. 18 h/an, 2005/2006 ; 2006/2007 ; 2007/2008  

• M2 Sciences de la Vie / Doctorat Université de Bordeaux 2 : Introduction à la 
modélisation des protéines membranaires. 15 h/an, 2009/2010 ; 2010/2011 ; 2011/2012 ; 
2012/2013 ; 2013/2014 

• L1 Biologie Université de Lorraine : Technologies de l'information et de la 
communication. 40 h/an, 2009/2010 ; 2010/2011 ; 2011/2012 ; 2013/2014 ; 2014/2015 ; 
2015/2016 

• L1 PACES Université de Lorraine : Évaluation des méthodes d’analyse appliquées aux 
sciences de la vie et de la santé. 24 h/an, 2010/2011 ; 2011/2012 ; 2012/2013 

 
III. Encadrements 

Licences 

• Sixiao Peng - L3 Nancy - Étude de l'interaction de résidus aromatiques avec des nanotubes de carbone 
2007 

• Hadil Al Tabchi - L3 Nancy - Interaction de la phospholipase A2 avec un modèle de membrane 
biologique 2008 

• Elodie Durand – L3 Biotechnologie du médicament, Nancy - Simulations de dynamique 
moléculaire de lésions complexes de l’ADN et reconnaissance par les protéines de réparation 2015 

Masters 

• Julien Schmesser – M1 Sciences-Physiques, Nancy – Simulations de dynamique moléculaire de 
photo-lésions dans l’ADN 2015 
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• Gilles Touchagues – M2 ENS de Lyon – Simulations de dynamique moléculaire de lésions tandem 
oxydatives dans l’ADN et énergies libres de liaisons ADN/photo sensibilisateurs 2014  

• Cécilia Hognon – M1 Master BioIngénierie et Médicaments, Nancy. Étude biophysique du 
complexe protéine Hbb/ADN par dynamique moléculaire 2017 

• Elodie Gonis – M1 Master Biochimie, Biologie Moléculaire et Régulations cellulaires, 
Nancy. Le comportement et le mode de reconnaissance de la protéine HU de Staphylococcus aureus vis-à-
vis de l’ADN lésé par exposition aux rayonnements ultraviolets 2017 

• Athéna Pactor – M1 - Master Sciences du Vivant - Bioingénierie et Médicaments, Nancy. 
Étude de l’interaction du peptide RGDC avec les intégrines par dynamique moléculaire 2018 

• Julien Colin – M1 Master Sciences-Physiques, Nancy. Simulations de dynamique moléculaire gros-
grains de l’ADN 2019 

• Charlotte Etienne – M2 Master Sciences du Vivant - Biotechnologies - Génie Cellulaire, 
Nancy. Effets du cholestérol sur la dynamique fonctionnelle du récepteur pentamérique 5-HT3 2019 

• Florence Szczepaniak – Stage de 4ème année ENS, Lyon – Reconnaissance synaptique 2019-2020 

• Morgane Viloria - M2 Master Sciences du Vivant - Biotechnologies - Ingénierie 
Moléculaire, Nancy. Sumoylation 2021  

Doctorants 

• Latifa Chebil (ENSAIA) – co-encadrement Juillet-Novembre 2006. Modélisation de 
flavonoïdes en milieu organique. 

• Fabien Archambault (Nancy)– co-encadrement (80 %) Octobre 2007 – Octobre 2010. 
Développement de modèles polarisables pour la simulation de systèmes d'intérêt biologique.  

• Daniel Bonhenry (Nancy) – co-encadrement (50 %) Octobre 2010 – Octobre 2013. 
Vectorisation de peptides et de fonctionnelles à visées thérapeutiques à travers les membranes cellulaires. 
Étude par modélisation moléculaire.  

• Zlatomir Todorov (Grenoble IBS) – co-encadrement (50 %) Octobre 2015 – Octobre 
2019. Modélisation de canaux ioniques KIR  

• Hong Zhang (Université de Nankai) – co-encadrement (30 %) Novembre 2018 - 
Novembre 2019. Modélisation de switchs moléculaires en interaction avec l’ADN.  

• Florence Szczepaniak (Nancy) – Cotutelle Université of Chicago (B. Roux) Depuis 
octobre 2020 – Reconnaissance synaptique  

• Margaret Blazhynska (Nancy) – co-encadrement (50 %) Depuis octobre 2020 – 
Fonctionnement des Protéases   
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Post-doctorants 

• Dr. Eva-Maria Krammer – Décembre 2008 – Septembre 2010. Étude du transporteur 
mitochondrial de l’ADP/ATP.  

• Dr. Axel Bidon-Chanal – Juillet 2010 – Juillet 2012. Étude du transporteur mitochondrial de 
l’ADP/ATP.  

• Dr. Jeffrey Comer – Janvier 2013 – Juillet 2014. Étude de la protéine découplante UCP2 

• Dr. Nicole Holzmann – Janvier 2015 – Décembre 2015. Étude de la protéine p7 du virus de 
l’hépatite C.  

• Dr. Vijayray Ramadoss – Janvier 2015 – Décembre 2015. Développement d’un outil 
automatique d’alanine scaning.  

• Dr. Joel Montalvo Acosta – Janvier 2019 - Janvier 2021. Modélisation de protéines fluorescentes 
pour la microscopie super résolution.  

• Dr. Hankuyl Lee – Juin 2019- Juin 2020. Edition génomique. Mécanismes de reconnaissance de 
séquences spécifiques d’ADN par la protéine TALE.  

IV. Participation à des jurys de thèse, comités de sélection 

Jurys de thèse 

• Membre du jury de thèse de Latifa Chebil (ENSAIA, Nancy) 2009 

• Membre du jury de thèse de Fabien Archambault (SRSMC, Grenoble) 2010 

• Membre du jury de thèse de Pankaj Panwar (IBS, Grenoble) 2012  

• Membre du jury de thèse de Daniel Bonhenry (SRSMC, Nancy) 2013  

• Membre du jury de thèse de Mathilde Piel (IBPC, Paris) 2019  

• Membre du jury de thèse de Zlatomir Todorov (IBS, Grenoble) 2019  

• Membre du jury de Thèse de Audrey Deyawe (LPCT, Nancy) 2021  

Comités de suivi de Thèse 

• Membre du comité de suivi de thèse de Pankaj Panwar (Institut de biologie structurale, 
Grenoble)  

• Membre du comité de suivi de thèse de Aleksandra Woznicka (Institut de biologie 
structurale, Grenoble)  
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• Membre du comité de suivi de thèse de Zlatomir Todorov (Institut de biologie structurale, 
Grenoble)  

• Membre du comité de suivi de thèse de Yannis Brun (LPCT, Nancy)  

• Membre du comité de suivi de thèse de Hicham Jabraoui (LPCT, Nancy)  

• Membre du comité de suivi de thèse de Tom Miclot (LCPT, Nancy / STEBICEF, Palerme) 

Comités de séléction 

• Membre de la commission de spécialistes Université Henri Poincaré, Nancy, Section 31 au 
titre de l’année 2008.  

• Membre d’une commission de spécialistes CHAIRE d’excellence Université de Strasbourg 
/ CNRS année 2010  

• Membre d’une commission de spécialistes CHAIRE d’excellence Nancy université/CNRS 
année 2010  

• Membre d’une commission de spécialistes CHAIRE d’excellence Nancy université/CNRS 
année 2011  

• Membre d’une commission de spécialistes CHAIRE d’excellence Nancy université/CNRS 
année 2012  

• Membre d’une commission de sélection Maitre de Conférence, Université de Lille année 
2017  

 
V. Principales participations à contrats 

• ANR Programme Blanc 2006-2010.  Compréhension du transport ADP/ATP dans les membranes 
mitochondriales, entre expérience et théorie (TRANS-MIT) (participant) 

• CPER Modélisations, Informations et Systèmes numériques (MISN) 2007-2013. 
Modélisation interactive de systèmes biologiques complexes en réalité virtuelle immersive (MODIS) 
(participant) 

• ANR Programme Blanc 2010–2013. Mécanismes moléculaires de transport dans les mitochondries 
(MIT- 2M) (participant) 

• ANR Programme Blanc 2010–2013. Outils pour l’électromanipulation de l’intérieur des cellules 
biologiques (INTCELL) (participant) 

• Projet PICS – France/USA 2009-2011. Simulation de systèmes biologiques avec un champ de force 
polarisable (participant) 

• Projet Egide – France/Slovénie – Proteus 2010-2011. Electroporation of Planar Lipid Bilayers; 
Experimental and Molecular Dynamics Approach (participant) 
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• Projet BQR - Postdoc Nancy université 2010-2011. Modélisation du transporteur de 
l’ADP/ATP (porteur) 

• Laboratoire International Associé – CNRS/Université d’Illinois à Urbana- Champaign 
2013-2017, 2017-2021, 2021-2025 (participant) 

• Programme PHC France-Chine Cai Yuanpei 2014-2015. New nanocarriers for anticancer 
therapies (participant) 

• Programme PEPS Bio-Math-Info du CNRS 2013-2014. Outils théoriques pour la description de 
grandes transitions conformationnelles dans les protéines membranaires (participant) 

• Projet DDRT/CPER/communauté urbaine du Grand Nancy/FEDER 2013-2015. 
Développements méthodologiques innovants pour la simulation haute performance de système biologique 
complexes (co-porteur) 

• Projet PRACE preparatory access 2014. Large scale MD simulations of supermitochodrial 
complexes (porteur) 

• Projet PRACE 9th regular call 2014-2015 (13 millions CPU hours). MitoComp: Large-Scale 
molecular-dynamics simulations of the entire Mitochondrial Complex I (porteur) 

• Projet CPER 2015-2020 – Programme Innovations Technologiques, Modélisation et 
Médecine Personnalisée. Simulation, Modélisation, Extraction de Connaissances (co-porteur) 

• ANR Programme Blanc 2019-2023 – Targeting ClpP proteases: From dynamics and function to 
allosteric modulation by drugs (participant) 

• Programme PHC STAR France-Corée 2017-2018 – Genome Editing with TALE: Insights from 
all-atom simulations (porteur) 

• Programme LUE Mirabelle+, Université de Lorraine 2018-2019 – Conception d’inhibiteur du 
transfert de résistances aux agents microbiens : bio-ingénierie assistée par des approches virtuelles et 
numériques et appliquée à une relaxase d’élément conjugatif intégratif (co-porteur) 

• Projet Fond Européen de Développement Régional (FEDER) 2018-2021 – Simulation 
numérique, bioinformatique structurale et microbiologie moléculaire en synergie pour la lutte contre la 
dissémination des résistances aux antibiotiques (co-porteur) 

• CNRS Modélisation du vivant - AAP 2021 - 2021-2022 Structural insight into bacterial 
chromatin assembly by cryo-electron microscopy/tomography and molecular modelling 
(co-porteur) 

• ANR Programme Blanc 2021-2025 – Molecular mechanism of insecticide action at pentameric 
receptorsargeting ClpP proteases: From dynamics and function to allosteric modulation by drugs 
(responsable scientifique) 
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VI. Principales collaborations externes 

• Prof. Javier Luque, Departament de Fisicoquimica, Faculta de Farmàcia, Universitat de 
Barcelona, Spain. 

• Prof. Klaus Schulten, Theoretical and Computational Biophysics Group, University of 
Illinois at Urbana- Champaign, USA. 

• Prof. Eva Pebay-Peyroula, Dr. Hugues Nury, Dr. Michel Vivaudou. Laboratoire des 
protéines membranaires, Institut de Biologie Structurale, Grenoble.  

• Dr. Bruno Miroux, Dr. Manuella Zoonens. Laboratoire de Biologie Physico-Chimique des 
Protéines Membranaire, Institut de Biologie Physico-Chimique, Paris. 

• Dr. Latifa Chebil, Prof. Mohamed Ghoul, Laboratoire d’ingénierie des biomolécules, 
Nancy Université, Vandœuvre-lès-Nancy. 

• Dr. Joanna Timmins, Institut de Biologie Structurale, Équipe Lésions et Réparation de 
l’ADN, Grenoble  

• Prof. Élise Dumont, Laboratoire de Chimie, École Normale Supérieure, Lyon 

• Dr. Paul Schanda, Institut de Biologie Structurale - Biomolecular NMR group, Grenoble 

• Dr. Winfried Weissenhorn, Institut de Biologie Structurale - Groupe Entrée et 
bourgeonnement des virus enveloppés, Grenoble 

• Dr. Edmund Kunji, Medical Research Council - Mitochondrial Biology Unit, Cambridge, 
UK 

• Dr. Nicole Zitzmann, Dr. Jason Schnell, Biochemistry Department, University of Oxford, 
UK 

• Prof. Wensheng Cai, Nankai University, Tianjin, China 

• Dr. Hyungjun Kim, Department EEWS, Korean Advanced Institute of Science and 
Technology (KAIST), Daejeon, Corée du Sud 

• Prof. Benoit Roux, Biochemistry Department, University of Chicago. 

VII. Principales mobilités 

• 2006 - Programme HPC-europa : Séjour de 1 mois dans le groupe du Prof. Zerbetto 
(département de Chimie) à l’université de Bologne (Italie). 

• 2007, 2008, 2009, 2013 – 4 séjours de 1 semaine dans le groupe du Prof. Schulten à 
l’université de l’Illinois à d’Urbana-Champaign (Illinois). 

• 2008, 2013 – 2 séjours de 1 semaine dans le groupe du Prof. Luque (Faculté de pharmacie) 
à l’université de Barcelone (Espagne). 
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• 2010 – 1 séjour de 1 semaine dans le groupe du Prof. Miklavcic (Faculty of electrical 
engineering) à l’université de Ljubljana (Slovenie). 

• 2012 – 1 séjour de 2 semaines dans le groupe du Prof. Cai (Department of Chemistry) à 
l’université de Nankai à Tianjin (Chine).  

• 2014 (x2), 2015, 2016, 2017, 2018 – 6 séjours de 1 semaine dans le groupe du Prof. Cai 
(Department of Chemistry) à l’université de Nankai à Tianjin (Chine). 

• 2015 (x2), 2016, 2017, 2018 – 5 séjours de 1 semaine dans le groupe du Prof. Hyungjun 
Kim, KAIST, Daejeon, Corée du sud.  

• 2019 – 1 séjour de 1 semaine dans le groupe du Prof. Benoit Roux, University of Chicago, 
Chicago, USA.  
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3. Fu, H., Chen, H., Blazhynska, M., Goulard Coderc De Lacam, E., Szczepaniak, F., Pavlova, 
A., Shao, X., Gumbart, J. C., Dehez, F., Roux, B., Cai, W. & Chipot, C. Accurate 
determination of protein:ligand standard binding free energies from molecular dynamics 
simulations, Nature Protocols, accepted (2021) 

4. Caillat, C., Guilligay, D., Torralba, J., Friedrich, N., Nieva, J., Trkola, A., Chipot, C., Dehez, 
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neutralizing antibodies. Elife, 10, e65005 (2021) 

5. Zarkadas, E., Zhang, H., Cai, W., Effantin, G., Perot, J., Neyton, J., Chipot, C., Schoehn, 
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complex I. J. Am. Chem. Soc., 142, 9220-9230 (2020). 
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Monari, A. Targeting G-quadruplexes with Organic Dyes: Chelerythrine–DNA Binding 
Elucidated by Combining Molecular Modeling and Optical Spectroscopy. Antioxidants, 8, 
472 (2019) 
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Rhodopsin pH-Dependent Electronic Absorption Spectrum. J. Chem. Theory Comput. 15, 
4535–4546 (2019). 
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ChemPhotoChem, 3, 1034-1041 (2019).  
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Corringer, P.-J., Neyton, J., Chipot, C., Dehez, F., Schoehn, G. & Nury, H. Conformational 
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747 (2018). 
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VIII.2. Chapitre de Livre 

74. Dehez, F. Molecular simulation: a virtual microscope in the toolbox of integrated structural 
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Pebay-Peyroula, E., Nury, H., Parcy, F., Ruigrok, R. W. H., Ziegler, C. & Cugliandolo, L. 
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VIII.3. Autres Publications 

75. Bonhenry, D., Dehez, F., Tarek, M.  
Surface d'énergie libre de transfert d'acides aminés au travers de membranes biologiques, 
Rapport Grands Challenges GENCI IDRIS 2013 

VIII.4. Logiciels 

1. OPEP : Optimally Partitioned Electric Properties (référence 59) 
Ángyán, J. G., Chipot, C., Dehez , F., Hättig, C., Jansen, G., Millot, C.  
Programme distribué sous licence GPL à l’adresse :  
http://www.edam.uhp-nancy.fr/Opep/ 

2. VMD plugins :  
ParseFEP (référence 41) : analyse de calculs FEP (Free-Energy Perturbation) 
AlaScan (référence 31) : Alanine scanning in silico automatisé 
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Contextualisation chronologique de 
mes travaux de recherches 

J'ai commencé à m'intéresser à la modélisation moléculaire lors de mon année de maîtrise de 

Sciences-Physiques à Clermont-Ferrand. C'est assez naturellement, après une discussion 

téléphonique avec Jean-Louis Rivail qui dirigeait alors le Laboratoire de Chimie Théorique à Nancy, 

que je me suis inscrit en DEA de Chimie Informatique et Théorique. Mon appétence pour les 

simulations moléculaires classiques, découvertes en maîtrise, m'a conduit à effectuer mon stage 

sous la direction de Claude Millot. Claude venait de développer un code de dynamique moléculaire 

capable de traiter des champs de force explicitement polarisables. Nous avons commencé, en 

collaboration avec Christophe Chipot et János Angyan, à développer des approches permettant de 

mettre au point des modèles simples et précis de polarisabilités distribuées à partir de calculs ab 

initio. J'ai poursuivi ce travail au cours de ma thèse avec Claude et également avec Christophe au 

cours de mes premières années de Chargé de Recherches.  

Financée par un contrat de formation par la recherche du Commissariat à l'Energie Atomique, le 

sujet principal d'étude de ma thèse était la séparation isotopique du lithium par des éthers-

couronnes greffés sur silice. J'ai utilisé les calculs quantiques et les calculs hybrides mécanique 

quantique/mécanique moléculaire (MQ/MM) pour déterminer les facteurs de séparation 

isotopique entre 7Li et 6Li.  J'ai montré que le phénomène d'enrichissement isotopique était non 

seulement lié au complexant mais également, et de manière très importante, au solvant. J'ai profité 

de cette thèse pour implémenter une méthode de somme de réseaux pour traiter les interactions 

électrostatiques à longue distance dans les méthodes MQ/MM. 

J'ai effectué par la suite un stage postdoctoral dans le groupe de Francesco Zerbetto au département 

de Chimie de l'Université de Bologne.  Je me suis impliqué sur le sujet passionnant des moteurs et 

switch moléculaires que j'ai étudié avec les simulations de dynamique moléculaire classiques. 

Francesco collaborait activement avec le groupe de David Leigh, un chimiste organicien connu 

pour avoir inventé des méthodes fondamentales de contrôle de la dynamique et de 

l’enchevêtrement d’assemblages moléculaires synthétiques. Sur la base d'architectures moléculaires 

imbriquées mécaniquement (rotaxanes et caténanes), le groupe de Dave venait de synthétiser un 

moteur moléculaire dont nous avons, grâce au calcul, démontré l'unidirectionalité, une première 

dans le domaine. 

Mon entrée au CNRS en 2003 s'est faite sur la base d'un projet biochimique, l'étude de protéines 

membranaires interfaciales, dans l'équipe de dynamique des Assemblages membranaires qui venait 
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juste d'être créée à Nancy. Les moyens de calculs massivement parallèles n'étaient pas encore très 

développés à l'échelle des laboratoires, et je me suis beaucoup investi alors dans le montage d'un 

cluster composé de nœuds de calculs "sans disque" qui a permis par la suite à l'équipe d'être plus 

performante dans la mise en œuvre de simulations de dynamique moléculaire de "gros" systèmes. 

Après m'être familiarisé avec la formidable complexité du monde biologique en général et de la 

dynamique des protéines en particulier, j'ai commencé à travailler avec Mounir Tarek sur les 

membranes en proposant une méthode d'électrophysiologie computationnelle, permettant de 

générer un potentiel transmembranaire par l'intermédiaire de deux bains de concentrations ioniques 

différentes en s'affranchissant de la périodicité du système.  Dans la lignée de ces travaux, j'ai 

également commencé à modéliser un ensemble de processus de transport membranaire (canaux 

ioniques synthétiques, perméation passive, électroporation, ...)   

Ma rencontre avec Eva Pebay-Peyroula a clairement marqué un tournant dans ma recherche non 

seulement sur le plan des systèmes auxquels je m'étais jusque-là intéressés mais aussi sur le plan des 

collaborations que j'ai pu développer par la suite. Eva travaillait depuis plusieurs années sur le 

transporteur mitochondrial de l'ADP/ATP, après en avoir résolu la structure dans sa conformation 

cytoplasmique en 2003. Très vite, le potentiel des simulations est apparu pour étudier cette protéine 

responsable des échanges en ADP et ATP dans la mitochondrie. En 2008 nous avons publié avec 

Eva et Christophe notre premier travail commun décrivant notamment l'association spontanée de 

l'ADP guidée par la signature électrostatique en forme d'entonnoir du transporteur. Ce premier 

travail a été suivi par plusieurs études décrivant le fonctionnement de ce transporteur en synergie 

avec les expériences menées à Grenoble, en particulier par Stéphanie Ravaud, Maîtresse de 

Conférences dans l'équipe d'Eva. Il a également été à l'origine de plusieurs collaborations avec un 

des spécialistes des transporteurs mitochondriaux, Edmund Kunji à Cambridge, jusqu’à la 

soumission d'un article cette année sur la dynamique de AAC dans sa conformation ouverte côté 

matriciel dont la structure a été résolue par le groupe d'Edmund en 2019 (16 ans après le travail 

d'Eva !).   

C'est par l’intermédiaire d'Eva et du GDR "Protéines Membranaires" que j'ai rencontré Bruno 

Miroux avec qui j'ai commencé très naturellement à travailler sur d'autres transporteurs 

mitochondriaux, les protéines découplantes de la chaîne respiratoire (UCP). L'idée de départ était, 

en ayant recours aux modèles par homologie, de modéliser la dynamique d'UCP comme nous 

l'avions fait pour AAC, mais la structure controversée de UCP2 publiée en 2011 par le Groupe de 

James Chou à Harvard Medical School nous amené à un tout autre développement. En 2013, nous 

avons publié un article démontrant que le détergent utilisé pour solubiliser UCP2 avait clairement 

altéré le repliement de la protéine, produisant une structure sans aucun sens physiologique. Cet 
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article a marqué le début d'un "combat" sur l'effet délétère du DPC sur les structures des protéines 

membranaires et sur le sens physiologique des structures résolues par le groupe de Chou par RMN 

(phospholamban, HCV p7, transporteur ADP/ATP, ...).  Cette aventure et son succès doivent 

beaucoup à la collaboration avec Paul Schanda dont le travail en RMN sur le comportement du 

transporteur mitochondrial AAC en DPC et la synergie avec nos travaux de simulation ont permis 

d'établir de manière formelle l'altération de la structure des protéines solubilisées par ce détergent. 

Au travers de la collaboration avec Eva, j'ai commencé à fréquenter l'Institut de Biologie Structurale 

(IBS) à Grenoble ce qui a été le point de départ d'autres interactions. J'ai commencé à travailler en 

collaboration avec Joanna Timmins sur un complexe impliqué dans la réparation homologue de 

l'ADN réparation mettant à profit les simulations de dynamique moléculaire pour rationaliser des 

données de SAXS (Small-Angle X-Ray Scattering) et proposer un modèle structural pour décrire la 

reconnaissance d'un simple brin d'ADN par le complexe de réparation. Depuis, j'ai étendu ces 

travaux à d'autres questions liées aux processus d'endommagement et de réparation de l'ADN en 

collaboration avec Joanna et également avec Antonio Monari, enseignant-chercheur au LPCT. 

Lors de mes premières visites dans le groupe d'Eva, j'avais eu la chance et le plaisir d'échanger avec 

Hugues Nury, alors étudiant en thèse travaillant à la résolution de nouvelles structures de AAC.  

Quelques années après et de brillants résultats obtenus sur la structure des canaux pentamériques, 

Hugues a été recruté à l'IBS en tant que Chargé de Recherches au CNRS.  J'ai été très vite embarqué 

dans la thématique de ces récepteurs-canaux activés par des ligands sur lesquels je travaille 

activement aujourd'hui. Sur la base des nombreuses structures résolues par le groupe de Hugues, 

j'utilise les simulations pour caractériser les états fonctionnels des différentes conformations 

capturées par cryo-microscopie électronique. Un des objectifs est de caractériser au niveau 

moléculaire la dynamique d'activation allostérique de ces canaux et sa modulation par des 

pharmacophores.  

Enfin, mon activité s'inscrit depuis plusieurs années dans Laboratoire International Associé entre 

le CNRS et l'université d'Urbana-Champaign dirigé par Christophe Chipot. Clairement ce LIA et 

les initiatives qui l'ont précédé (PICS) sont des éléments particulièrement importants dans le 

développement et la structuration de mon activité de recherche. Au-delà, des opportunités 

importantes de collaborations avec de fantastiques groupes d’expérimentateurs, j’ai pu développer 

des projets méthodologiques notamment avec le groupe de Klaus Schulten au début de l'aventure 

et maintenant avec le groupe de Benoit Roux à Chicago.  Le périmètre scientifique et humain ainsi 

que la structuration de ce laboratoire "sans mur" sont indéniablement des éléments cruciaux pour 

la réussite des projets que je développe.  
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Chapitre 2 - Développements 
méthodologiques 

I. Modèles polarisables 

La plupart des champs de force standards utilisés pour modéliser les interactions moléculaires 
reposent sur l'approximation additive de paires dans laquelle les phénomènes de polarisation sont 
pris en compte de manière moyenne par l'intermédiaire d'un potentiel effectif.1 Dans de nombreux 
systèmes, notamment biomoléculaires, les phénomènes d'induction peuvent toutefois être 
prépondérants et nécessiter l'utilisation de potentiel intermoléculaires explicitement polarisables, 
comme c'est le cas par exemple lorsque l'on veut décrire correctement les interactions π-cations.2,3 
Trois grandes familles de méthodes peuvent être citées pour traiter les effets à n-corps de manière 
explicite en mécanique moléculaire : les polarisabilités distribuées,4,5 les charges fluctuantes6,7 et les 
oscillateurs de drude.8 

Depuis plusieurs années, une partie de mon activité de recherche est dédiée au développement de 
potentiels intermoléculaires polarisables efficaces pour modéliser des systèmes d’intérêt biologique. 
Les travaux réalisés dans le passé ont permis de mettre au point une méthodologie robuste pour 
dériver des modèles de polarisabilités distribuées, pour des molécules ou des fragments, à partir 
d’une cartographie de l’énergie d’induction ab initio. Dans la pratique, une grille de points est générée 
autour de la molécule d’intérêt et l’énergie d’interaction de celle-ci avec une charge polarisante 
localisée sur l’un des vertex est évaluée.9–12 L’énergie d’induction est alors modélisée par un 
développement multipolaire de polarisabilités atomiques, tronqué à un ordre donné. L’ensemble 
des outils développés a été rassemblé dans un logiciel distribué sous licence GPL, le programme 
OPEP (Optimal Partitioning of Electric Properties).13 Un effort particulier a été réalisé pour inclure ce 
modèle dans un potentiel intermoléculaire complet avec pour objectif de disposer d’un potentiel 
précis (à longue et courte distance) tout en gardant une formulation suffisamment compacte 
permettant de maintenir des temps de calcul raisonnables. La stratégie repose sur la mise au point 
de modèles simples composés de charges atomiques reproduisant la signature électrostatique et de 
polarisabilités de flux de charges et dipolaires isotropes décrivant les propriétés de réponse d’une 
molécule donnée, stratégie que nous avons éprouvée pour modéliser des interactions π-cation par 
exemple.14,15 Par ailleurs, pour dériver le modèle d’interaction moléculaire, la théorie SAPT 
(Symmetry Adapted Perturbation Theory)16 a été utilisée comme référence permettant d’accéder aux 
diverses contributions à l’énergie intermoléculaire (équation 1) et d’assurer la robustesse de notre 
formulation empirique.  
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intracellulaire, étude qui a été complété par un travail de modélisation réalisé par le 
groupe de M. Samson à Oxford décrivant le chemin conformationnel reliant les deux 
conformations ouvertes. A la vue de ses données, la poursuite du travail de 
modélisation que j’avais engagé ne m’est plus pertinent. 
 
 

II.2.2.  Développement de potentiels intermoléculaires polarisables 
 
Depuis plusieurs années, une partie de mon activité de recherche est dédiée au 
développement de potentiels intermoléculaires polarisables efficaces pour modéliser 
des systèmes d’intérêt biologique. Les travaux réalisés dans le passé ont permis de 
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polarisabilités distribuées, pour des molécules ou des fragments, à partir d’une 
cartographie de l’énergie d’induction ab initio. Dans la pratique, une grille de points 
est générée autour de la molécule d’intérêt et l’énergie d’interaction de celle-ci avec 
une charge polarisante localisée sur l’un des vertex est évaluée. L’énergie 
d’induction est alors modélisée par un développement multipolaire de polarisabilités 
atomiques, tronqué à un ordre donné. L’ensemble des outils développés a été 
rassemblé dans un logiciel distribué sous licence GPL, le programme OPEP (Optimal 
Partitioning of Electric Properties). Au cours de ces deux dernières années, un effort 
particulier a été réalisé pour inclure ce modèle dans un potentiel intermoléculaire 
complet. L’objectif est ici de disposer d’un potentiel précis (à longue et courte 
distance) tout en gardant une formulation suffisamment compacte permettant de 
maintenir des temps de calcul raisonnables. La stratégie repose sur la mise au point 
de  modèles simples composés de charges atomiques reproduisant la signature 
électrostatique et de polarisabilités de flux de charges et dipolaires isotropes 
décrivant les propriétés de réponse d’une molécule donnée. Par ailleurs, pour dériver 
le modèle d’interaction moléculaire, la théorie SAPT (Symmetry Adapted 
Perturbation Theory) a été utilisée comme référence permettant d’accéder aux 
diverses contributions à l’énergie intermoléculaire (équation 1) et d’assurer la 
robustesse de notre formulation empirique. 
 

 

(1) 

 
Nous nous sommes intéressés dans un premier temps au cas de l’interaction d’un 
ion calcium avec différents groupements chimiques représentatifs de l’environnement 
de cet ion au site de catalyse d’une métallo-enzyme, l’eau, le formaldéhyde et l’ion 
formate (figure 7).  
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Je me suis intéressé au cas de l’interaction d’un ion calcium avec différents groupements chimiques 
représentatifs de l’environnement de cet ion au site de catalyse d’une métallo-enzyme, l’eau, le 
formaldéhyde et l’ion formate (figure 1).17 

 

Figure 1. Interaction du cation divalent Ca2+ avec (a) l’eau, (b) le formaldéhyde et (c) l’ion formate. L’approche du 
cation vers les 3 ligands est considérée le long de l’axe C2. 

Nous avons montré qu’un champ de force additif de paires était incapable de reproduire 
simultanément l’ensemble de ces interactions. En particulier le traitement identique de l’interaction 
de Ca2+ avec l’eau et avec le groupement carbonyle ne permet pas d’assurer la cohésion de la 
structure du site actif de l’enzyme sur des temps de simulations de l’ordre de quelques 
nanosecondes. Pour chacune des molécules nous avons dérivé les modèles polarisables tels que 
décrits précédemment. Nous avons ensuite calculé les énergies d’interaction pour différentes 
distances intermoléculaires. Une fonction de damping générique a été utilisée pour modéliser la 
contribution d’échange-induction et ainsi prévenir le problème de polarisation catastrophe 
rencontré aux courtes distances de séparation. Nous avons par ailleurs employé un potentiel de 
Lennard-Jones pour décrire les interactions non-électrostatiques. Ces travaux ont montré qu’il était 
inenvisageable d’injecter directement nos modèles polarisables dans un champ de force additif mais 
qu’il fallait au contraire dériver l’ensemble des paramètres restants, en particulier ceux relatifs aux 
interactions de van der Waals. Si cet ajustement est fait de manière adéquate, le potentiel résultant 
permet de reproduire simultanément toutes les énergies d’interaction moléculaires du calcium avec 
l’eau, le formaldéhyde et l’ion formate, aux distances d’équilibre (tableau 1) et au-delà.  

 

Tableau 1. Comparaison des contributions à l’énergie d’interaction au minimum de la courbe quantique obtenues par 
notre modèle et par un développement SAPT au niveau MP2/6-311++G(d,p). Toutes les valeurs sont en kcal/mol. 
Les valeurs entre parenthèses sont celles calculées en utilisant directement les paramètres de van der Waals pris dans 
le champ de force CHARMM27.18 

Ces modèles prometteurs souffrent toutefois d’une incapacité à reproduire simultanément l’énergie 
d’interaction aux distances d’équilibre et le comportement de la courbe d’interaction en deçà de ces 
distances. Pour combler cette lacune, nous avons revisité nos modèles en utilisant comme systèmes 
d’étude divers cations et anions en interaction avec une molécule d’eau et une molécule de benzène 
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Figure 7 : Interaction du cation divalent Ca2+ avec (a) l’eau, (b) le formaldéhyde et (c) l’ion 
formate. L’approche du cation vers les 3 ligands est considérée le long de l’axe C2.     
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différentes distances intermoléculaires. Une fonction de damping générique a été 
utilisée pour modéliser la contribution d’échange-induction et ainsi prévenir le 
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formate, aux distances d’équilibre (tableau 1) et au-delà.  
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courbe quantique obtenues par notre modèle et par un développement SAPT au niveau 
MP2/6-311++G(d,p). Toutes les valeurs sont en kcal/mol. Les valeurs entre parenthèses 
sont celles calculées en utilisant directement les paramètres de van der Waals  pris dans le 
champ de force Charmm27.  
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(cations uniquement) ainsi que le dimère de l’eau (figure 2).19 Pour la molécule d’eau nous avons 
développé un modèle électrostatique ou la charge initialement portée par l’oxygène est légèrement 
décalée vers les hydrogènes le long de l’axe bissecteur de la molécule (modèle 4 points). Ce choix 
permet d’améliorer très sensiblement la reproduction du potentiel électrostatique de la molécule 
d’eau ainsi que les énergies d’interaction avec les anions. Par ailleurs nous avons remplacé la 
fonction de damping générique par la fonction de Tang et Toennies20 que nous avons paramétrée 
à partir de la décomposition SAPT des énergies d’interaction.  

 

Figure 2. Interaction de l’eau avec un cation le long de l’axe C2. (b) Interaction de l’eau avec un anion le long de la 
liaison O-H. (c) Interaction de 2 molécules d’eau formant une liaison hydrogène. (d) Interaction du benzène avec un 
cation le long de l’axe C6.  

Le reste de l’énergie d’interaction a été modélisé par le potentiel de Buckingham qui à l’inverse de 
la fonction de Lennard-Jones permet de reproduire non seulement les énergies d’interaction au 
minimum de la courbe (tableau 2) mais également parfaitement l’ensemble du profil d’interaction 
quelle que soit la distance considérée (voir figure 3 pour le cas du complexe eau-sodium).  

 

Tableau 2. Énergies d’interaction (en kcal/mol) pour l’ensemble des systèmes de la figure 2 obtenues par notre modèle 
et par un calcul quantique de référence (en gras). Les valeurs sont prises au minimum de la courbe quantique. Il est à 
noter que les distances d’équilibre déterminées par notre modèle coïncident principalement avec les références 
quantiques. 

L’ensemble de ces travaux nous a permis de mettre au point un jeu de règles permettant de dériver 
des potentiels intermoléculaires complets ayant comme qualités la précision et la compacité.21  
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Ces modèles prometteurs souffrent toutefois d’une incapacité à reproduire 
simultanément l’énergie d’interaction aux distances d’équilibre et le comportement de 
la courbe d’interaction en deçà des ces distances. 
 
Pour combler cette lacune, nous avons revisité nos modèles en utilisant comme 
systèmes d’étude divers cations et anions en interaction avec une molécule d’eau et 
une molécule de benzène (cations uniquement) ainsi que le dimère de l’eau (figure 
8). Pour la molécule d’eau nous avons développé un modèle électrostatique ou la 
charge initialement portée par l’oxygène est légèrement décalée vers les hydrogènes 
le long de l’axe bissecteur de la molécule (modèle 4 points). Ce choix permet 
d’améliorer très sensiblement la reproduction du potentiel électrostatique de la 
molécule d’eau ainsi que les énergies d’interaction avec les anions. Par ailleurs nous 
avons remplacé la fonction de damping générique par la fonction de Tang et 
Toennies que nous avons paramétrée à partir de la décomposition SAPT des 
énergies d’interaction. 
 

 
 

Figure 8 : Interaction de l’eau avec un cation le long de l’axe C2. (b) Interaction de l’eau avec 
un anion le long de la liaison O-H. (c) Interaction de 2 molécules d’eau formant une liaison 
hydrogène. (d) Interaction du benzene avec un cation le long de l’axe C6. 
 

 
 
Tableau 3 : Energies d’interaction (en kcal/mol)  pour l’ensemble des systèmes de la figure 7 
obtenues par notre modèle et par un calcul quantique de référence (en gras). Les valeurs 
sont prises au minimum de la courbe quantique.  Il est à noter que les distances d’équilibre 
déterminées par notre modèle coïncident principalement avec les références quantiques. 
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le long de l’axe bissecteur de la molécule (modèle 4 points). Ce choix permet 
d’améliorer très sensiblement la reproduction du potentiel électrostatique de la 
molécule d’eau ainsi que les énergies d’interaction avec les anions. Par ailleurs nous 
avons remplacé la fonction de damping générique par la fonction de Tang et 
Toennies que nous avons paramétrée à partir de la décomposition SAPT des 
énergies d’interaction. 
 

 
 

Figure 8 : Interaction de l’eau avec un cation le long de l’axe C2. (b) Interaction de l’eau avec 
un anion le long de la liaison O-H. (c) Interaction de 2 molécules d’eau formant une liaison 
hydrogène. (d) Interaction du benzene avec un cation le long de l’axe C6. 
 

 
 
Tableau 3 : Energies d’interaction (en kcal/mol)  pour l’ensemble des systèmes de la figure 7 
obtenues par notre modèle et par un calcul quantique de référence (en gras). Les valeurs 
sont prises au minimum de la courbe quantique.  Il est à noter que les distances d’équilibre 
déterminées par notre modèle coïncident principalement avec les références quantiques. 
 
Le reste de l’énergie d’interaction a été modélisé par le potentiel de Buckingham qui 
à l’inverse de la fonction de Lennard-Jones permet de reproduire non seulement les 
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Figure 3. Courbes d’interactions pour le système sodium-eau. La référence SAPT est en trait plein. Trois modèles 
électrostatiques sont présents : un modèle 3 points, un modèle 4 points avec et sans fonction corrigeant les effets de 
pénétration. Trois modèles d’induction sont présentés utilisant soit la fonction générique de damping soit la fonction 
de Tang et Toennies, soit n’utilisant aucun damping. Trois fonctions de van der Waals (lennard-Jones, Halgren, 
Buckingham) sont utilisées pour ajuster le reste de l’énergie d’interaction auquel a été retranchée la contribution 
électrostatique du modèle 4 points sans pénétration et la contribution d’induction utilisant la fonction de Tang et 
Toennies.  

Ci-après sont reproduits 2 articles illustrant mes travaux dans le domaine des modèles 
polarisables : 

• Archambault, F., Chipot, C., Soteras, I., Luque, F. J., Schulten, K. & Dehez, F. * Polarizable Intermolecular Potentials 
for Water and Benzene Interacting with Halide and Metal Ions. J. Chem. Theory Comput. 5, 3022–3031 (2009)  

• Rupakheti, C. R., Roux, B., Dehez, F. * & Chipot, C. * Modeling induction phenomena in amino acid cation–π 
interactions. Theor. Chem. Acc. 137, 174 (2018)  
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énergies d’interaction au minimum de la courbe (tableau 3) mais également 
parfaitement l’ensemble du profil d’interaction quelle que soit la distance considérée 
(voir figure 9 pour le cas du complexe eau-sodium).  
 
L’ensemble de ces travaux nous a permis de mettre au point un jeu de règles 
permettant de dériver des potentiels intermoléculaires complets ayant comme 
qualités la précision et la compacité 
 

 
 

Figure 9 : Courbes d’interactions pour le système sodium-eau. La référence SAPT est en 
trait plein. Trois modèles électrostatiques sont présentés : un modèle 3 points, un modèle 4 
points avec et sans fonction corrigeant les effets de pénétration. Trois modèles d’induction 
sont présentés utilisant soit la fonction générique de damping soit la fonction de Tang et 
Toennies, soit n’utilisant aucun damping. Trois fonctions de van der Waals (lennard-Jones, 
Halgren, Buckingham) sont utilisées pour ajuster le reste de l’énergie d’interaction auquel a 
été retranchée la contribution électrostatique du modèle 4 points sans pénétration et la 
contribution d’induction utilisant la fonction de Tang et Toennies. 
 
 

II.2.3. Solubilité en phase organique 
 

La solubilité est une quantité physico-chimique particulièrement importante  dans le 
contexte de la formulation de nouveaux composés d’intérêt pharmaceutique. Cette 
propriété permet d’inférer la disponibilité d’une substance  pour son absorption in 
vivo ou bien encore comme substrat pour sa transformation chimique. Avec nos 
partenaires de l’Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie de Nancy, nous avons mis 
au point une stratégie permettant de prédire, à partir de la détermination 
expérimentale d’une seule solubilité, l’ensemble des solubilités d’un composé dans 
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II.  Calculs d'énergie libre 

II.1. Analyse des calculs Free Energy Perturbation (FEP)  

L’estimation précise de différences d’énergie libre associées à de nombreux processus chimiques 
(solvatation, transfert, mutation, ...) reste à bien des égards une des gageures actuelles de la 
modélisation.22 L'estimation fiable et précise d'énergies libres nécessite un échantillonnage optimal 
de l'espace configurationnel, un but difficile à atteindre pour des systèmes moléculaires complexes. 
L'augmentation de la puissance des ordinateurs et le recours par exemple aux GPU23–25 permettent 
de repousser sans cesse les échelles de temps accessibles aux simulations moléculaires sans pour 
autant parvenir à atteindre les temps caractéristiques de bon nombre de processus biologiques : 
repliement de protéines, transport, changement conformationnel, .... De nombreuses approches de 
calculs sont développées depuis plusieurs années pour permettre d’évaluer des énergies libres grâce 
aux simulations microscopiques, elles peuvent être associées aux classes suivantes : MM/PBSA,26 
perturbation thermodynamique,27 distribution de probabilités et histogrammes,28 méthodes hors-
équilibre,29 méthodes hybride Monte-Carlo/dynamique moléculaire,30 méta-dynamique,31 force de 
biais adaptif,32 ... 

Une des stratégies les plus fréquemment employée pour calculer la différence d’énergie libre 
associée à une mutation alchimique est la perturbation thermodynamique (Free Energy 
Perturbation). Dans cette approche un système chimique 0 est lentement transformé 
réversiblement en un système chimique 1 le long d’un paramètre λ. La différence d’énergie libre est 
calculée comme exp(−βΔA) = ⟨exp(−βΔU)⟩0 ou ΔU est la différence des énergies potentielles U(x,λ 
= 1) − U(x,λ =0) et⟨...⟩0 est une moyenne configurationnelle représentative de l’état de référence. 
La même différence d’énergie libre doit être estimée à partir de la transformation inverse de l’état 
1 vers l’état 0, on parle alors de transformation bidirectionnelle. La combinaison des données aller-
retour peut se faire par la méthode BAR (Bennet Acceptance Ratio)33 qui permet en pondérant 
(facteur w) les contributions des états 0 et 1 de minimiser la variance σ2 de ΔA.  

 

Un des conditions de convergence du calcul est d’échantillonner à λ donné les mêmes micro-états 
lors des transformations aller et retour. Cette condition se trouve remplie lorsque le recouvrement 
des distributions de probabilités, P0(ΔU) et P1(ΔU), représentant respectivement l’état 0 et l’état 1 
est maximal. L’analyse détaillée de ce recouvrement n’est pas directe mais est essentielle pour 
évaluer la stratégie de stratification (le découpage en λ) et d’échantillonnage et ainsi garantir la 
validité statistique du résultat. Un des autres ingrédients nécessaires à la bonne réalisation d’un 
calcul d’énergie libre et l’évaluation rigoureuse de l’erreur statistique associée, c’est à dire la variance 
du calcul d’énergie libre. 

Nous avons développé un ensemble d’outils en langage Tcl (figure 4) capable réaliser l’ensemble 
de ces analyses essentielles à la bonne conduite d’un calcul d’énergie libre. Ceux-ci ont été 
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rassemblés sous la forme d’un plugin Tcl, ParseFEP,34 distribué avec le programme VMD35 
permettant ainsi à tous les utilisateurs de la communauté de réaliser simplement ces analyses. 

 

Figure 4. Capture d’une sortie d’écran plugin ParseFEP obtenu dans le cas de la transformation de l’éthane en éthane 
à partir d’une stratification en 16 fenêtres. L’évolution en fonction du temps de l’énergie libre par fenêtre (a), des 
histogrammes des probabilités de distributions (b) et de l’énergie libre totale (c).  

II.2. In silico Alanine Scaning  

L’Alanine Scanning Mutagenesis (ASM)36,37 est une méthode souvent utilisée pour étudier le rôle 
spécifique de tel ou tel acide aminé dans le repliement et la stabilité de protéines, pour l’association 
protéine-ligand ou bien encore protéine-protéine. Plus récemment cette technique a également été 
employée pour pallier les limitations des études structurales de protéines membranaires, en mettant 
au point des mutants thermostables de protéines membranaires (en particulier les GPCRs) plus 
facilement cristallisables.38 

Les techniques d’Alanine Scaning in Silico représentent une alternative intéressante aux techniques 
expérimentales même si ces dernières peuvent aujourd’hui se faire à haut débit. En pratique, chaque 
acide aminé d’une séquence est muté en Alanine, la variation d’énergie libre associée à la mutation 
permet de caractériser le rôle de l’acide aminé muté dans la formation de complexes ou bien encore 
dans la stabilité intrinsèque des protéines. L’utilisation courante de ce genre d’approche est limitée 
par l'effort humain nécessaire à la mise en œuvre de multiples calculs d’énergie libre. Tirant parti 
des développements faits pour le plugin ParseFep, nous avons développé un plugin pour VMD 
(figure 5) qui automatise (i) les taches de préparation de setup et des fichiers d’entrée pour chaque 
mutation et (ii) l’analyse de la convergence et la présentation synthétiques des résultats, 
minimisation l'intervention manuelle.39 Cet outil fait appels aux calculs d’énergie libre de type Free 
Energy Perturbation (FEP), permettant de prédire quantitativement les variations d’énergie libre 
associées aux mutations en alanine. Grace à une interface graphique conviviale, notre plugin permet 
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d'identifier rapidement les mutations favorables. Le plugin aide également l'utilisateur final à évaluer 
la fiabilité du calcul par une inspection visuelle rapide. 

 

Figure 5. Schéma de principe du plugin AlaScan de VMD 

 

II.3. Solubilité en phase organique 

La solubilité est une quantité physico-chimique particulièrement importante dans le contexte de la 
formulation de nouveaux composés d’intérêt pharmaceutique. Cette propriété permet d’inférer la 
disponibilité d’une substance pour son absorption in vivo ou bien encore comme substrat pour sa 
transformation chimique. Avec nos partenaires de l’École Nationale Supérieure d’Agronomie de 
Nancy, nous avons mis au point une stratégie permettant de prédire, à partir de la détermination 
expérimentale d’une seule solubilité, l’ensemble des solubilités d’un composé dans divers solvants. 
Celle-ci repose essentiellement sur des calculs de type Free Energy Perturbation (FEP) employés 
ici pour prédire les énergies libres de solvatation de la quercétine. La quercétine appartient à la 
famille des flavonoïdes,40 composés connus pour leurs propriétés anti-oxydantes. Ces derniers 
intéressent particulièrement nos partenaires qui tentent de transformer ces molécules (pour les 
rendre plus solubles dans les préparations pharmaceutiques), par biocatalyse enzymatique, en phase 
organique à l’aide de lipases immobilisées. Dans ce travail nous avons considéré la quercétine dans 
une série de différents solvants : eau, acétonitrile, acétone, tert-amyl alcool (2-methyl-2-butanol) et 
chloroforme. Pour la quercétine, des jeux de charges atomiques ont été dérivées à partir du potentiel 
électrostatique créé par la molécule (évalué au niveau quantique) perturbée par les divers solvants. 
Puis nous avons réalisé des dynamiques moléculaires tout atomes au travers desquelles nous avons 
calculé les énergies libres de solvatation. Chaque transformation é été faite dans les deux sens 
(apparition et disparition) ce qui, grâce à la méthode Bennet Acceptance Ratio (BAR),33 a permis 
d’améliorer la précision statistique des résultats. Par ailleurs pour minimiser l’erreur systématique 
chaque calcul a été répété 5 fois, les résultats présentés dans le tableau 4 sont une moyenne de ces 
réalisations.  
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Figure 6. Densité de solvatation autour de la quercétine dans les différents solvants, (a) eau, (b) acétonitrile, (c) acétone, 
(d) tert-amyl alcool et (e) chloroforme.  

Les différences relatives entre les énergies libres d’hydratation et de solvatation (ΔΔGeau-solvant) 
obtenues par la simulation sont tout à fait compatibles avec les mêmes valeurs déduites des mesures 
de solubilité expérimentales. Il est à noter que pour le chloroforme la solubilité est tellement faible 
qu’elle n’a pu être mesurée. L’organisation des différents solvants autour de la quercétine, et en 
particulier des groupements hydroxyles, est tout à fait compatible avec le pouvoir solubilisant de 
ces solvants (voir figure 6). Dans le cas de l’alcool et de l’acétone, ces groupements sont très bien 
solvatés, ils le sont en revanche très mal ou pas du tout dans le cas de l’eau et du chloroforme, 
l’acétonitrile représente lui une situation intermédiaire.  

Nos résultats41 démontrent qu’à partir de calculs théoriques et d’une seule mesure expérimentale 
de solubilité, il est tout à fait possible de prédire la solubilité d’un composé dans un ensemble 
d’environnements différents. Nous avons étendu notre étude au cas du dimère de quercétine. Nos 
simulations montrent que dans l’alcool ou dans l’acétone le dimère se dissocie systématiquement, 
résultats tout à fait compatibles avec l’important pouvoir solubilisant de ces solvants pour la 
quercétine. Dans le cas de l’acétonitrile, de l’eau et du chloroforme nous avons pu estimer les 
énergies libres d’association du dimère par la méthode FEP suivant le schéma de la figure 7. Les 
résultats montrent qu’il est hasardeux de tenter de prédire la solubilité d’une espèce à partir de ces 
valeurs, en effet l’association dans le chloroforme apparait moins importante que dans l’eau alors 
que la solubilité est plus faible. Prédire la contribution du cristal à la solubilité reste une gageure qui 
ne peut être réduite à l’étude du dimère.42  
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Figure 11 : Densité de solvatation autour de la quercétine dans les différents solvants, (a) 
eau, (b) acétonitrile, (c) acétone, (d) tert-amyl alcool et (e) chloroforme.  
 
 
 
 

!
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Figure 12 : Energie libre d’association de la quercétine, ΔGbind, mesurée à partir d’un schéma 
de double annihilation, où l’interaction d’un des solutés avec son environnement et son 
homologue est progressivement éteinte, viz. ΔGbind = ΔG1

annihil. - ΔG2
annihil.. La contribution, 

ΔG1
annihil., correspond à l’énergie libre de solvatation de la quercétine telle que déterminée 

dans la figure 9. 
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Figure 7. Énergie libre d’association de la quercétine, ΔGbind, mesurée à partir d’un schéma de double annihilation, où 
l’interaction d’un des solutés avec son environnement et son homologue est progressivement éteinte, viz. ΔGbind = 

ΔG1
annihil. - ΔG2

annihil..  

 

II.4. Énergie libre d’association ADN-photo sensibilisateur 

La compréhension de l'interaction de petites molécules avec les acides nucléiques, et l'ADN, en 
particulier, a un intérêt biologique considérable. En effet, la sensibilisation de l'ADN par des 
molécules exogènes ou endogènes peut être liée à l’apparition de lésions et à la modification de 
l'ADN.43 Celles-ci peuvent à leur tour évoluer vers la mort cellulaire ou vers des modifications 
génétiques responsables de cancer.44 L’interaction de l’ADN avec des molécules sensibilisantes est 
également largement exploitées pour détruire les cellules cancéreuses en endommagant leur ADN.45 
Malgré leur utilité, l'étude des sensibilisateurs d'ADN reste difficile comme le démontre le manque 
de structures résolues expérimentalement pour les complexes non-covalents ADN-sensibilisateurs. 
La variété des motifs d’interaction, association dans le petit sillon, intercalation, insertion rendent 
difficile la rationalisation de la chimie d’endommagement consécutive à l’association de photo-
sensibilisateurs à l’ADN.  

Pour prédire de manière quantitative l’énergie libre d’association ADN/molécule, nous avons 
utilisé un protocole permettant de prendre correctement en compte la forte réorganisation 
conformationelle de l’ADN lors de la formation du complexe. Nous avons utilisé l’approche FEP 
en intégrant dans les différentes transformations alchimiques (figure 8) des restreintes 
positionnelles et orientationnelles garantissant la réversibilité du couplage de l’ADN et de son 
ligand ainsi que des restreintes conformationnelles sur l’ADN permettant de restreindre l’entropie 
configurationnelle du système et ainsi faciliter la convergence des calculs d’énergie libre. Nous 
avons appliqué cette stratégie à un sensibilisateur connu de l’ADN, la benzophénone. En suivant 
le cycle thermodynamique de la figure 8, nous avons calculé l’énergie libre d’association pour deux 
motifs possibles d’interaction : association au petit sillon et double insertion, et nous avons pu 
montrer que l’association au petit sillon était le mode d’interaction le plus probable.46  
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Figure 8. Cycle thermodynamique employé pour déterminer l’énergie libre d’association ADN/benzophénone. * 
décrit un état restreint. La contribution de chaque restreinte à l’énergie libre est prise en compte explicitement dans 
l’estimation totale.  

 La contribution de chaque restreinte à l’énergie libre est prise en compte explicitement dans l’estimation totale.  

Ci-après sont reproduits 2 articles illustrant mes travaux dans le domaine des calculs d'énergie 
libre : 

• Chebil, L. *, Chipot, C., Archambault, F., Humeau, C., Engasser, J. M., Ghoul, M. & Dehez, F. * Solubilities Inferred 
from the Combination of Experiment and Simulation. Case Study of Quercetin in a Variety of Solvents. J. Phys. 
Chem. B 114, 12308–12313 (2010). 

• Gattuso, H., Dumont, E., Chipot, C., Monari, A. & Dehez, F. * Thermodynamics of DNA: sensitizer recognition. 
Characterizing binding motifs with all-atom simulations. Phys. Chem. Chem. Phys. 18, 33180–33186 (2016). 
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Chapitre 3 - Membranes et 
Protéines membranaires  

Les protéines membranaires sont essentielles pour la communication cellulaire et les processus 
d’échanges entre compartiments cellulaires ou cellules. Elles jouent donc un rôle clef dans de 
nombreux processus biologiques. Les transporteurs représentent une classe importante de 
protéines membranaires responsables du transport d’ions, de petites molécules de toxines ou bien 
encore de protéines. Ces protéines sont des acteurs incontournables de l’accomplissement des 
cycles métaboliques et sont également présentes sur le front des agressions externes qu’elles soient 
biologiques (import de toxines) ou chimiques (import de métaux lourds). Elles jouent également 
un rôle dans la détoxification cellulaire. Il apparait donc essentiel de comprendre les mécanismes 
qui régissent le transport transmembranaire. La modélisation moléculaire, et plus précisément la 
dynamique moléculaire, est dans ce contexte un complément essentiel aux approches 
expérimentales permettant d’une part de décrire l’ensemble des processus mis en jeu au niveau 
moléculaire et d’autre part de préciser le sens physiologique des structures tridimensionnelles 
obtenus in vitro dans des environnements non-natifs potentiellement dénaturants.  

 
I. Transporteur mitochondrial de l'ADP/ATP  

Le transport de petites molécules nécessaires dans la grande majorité des cycles métaboliques de la 
mitochondrie (Figure 9) est essentiel au métabolisme eucaryote. Le passage au travers de la 
membrane interne de la mitochondrie est sélectivement contrôlé par une famille de protéines 
membranaires intégrales (la famille des transporteurs mitochondriaux : MCF) chacune transportant 
un métabolite spécifique.47 Le passage au travers de la membrane externe est pour sa part assuré 
par des porines non sélectives capables de transporter des molécules d’au plus 5000 daltons 
environ. 

 

Figure 9. (Gauche) Schéma descriptif de la membrane mitochondriale et (droite) Mécanisme putatif du transport 
membranaire de l’ADP/ATP au travers d’un transporteur AAC.  

Parmi les membres de la famille MCF, AAC joue un rôle physiologique essentiel puisqu'il régit 
l'économie énergétique des cellules eucaryotes.48 Il permet d’importer dans la matrice 
mitochondriale des molécules d’adénosine diphosphate (ADP). Celles- ci sont transformées par 
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Le passage au travers de la membrane interne de la mitochondrie est sélectivement 
contrôlé par une famille de protéines membranaires intégrales (la famille des 
transporteurs mitochondriaux : MCF) chacune transportant un métabolite spécifique. 
Le passage au travers de la membrane externe est pour sa part assuré par des porines 
non sélectives capables de transporter des molécules d’au plus 5000 daltons environ. 
 

  

 
Figure 1: (gauche) Schéma descriptif de la membrane mitochondriale et (droite) Mécanisme 
putatif du transport membranaire de l’ADP/ATP au travers d’un transporteur AAC. 
 
Parmi les membres de la famille MCF, AAC joue un rôle physiologique essentiel 
puisqu'il régit l'économie énergétique des cellules eucaryotes. Il permet d’importer 
dans la matrice mitochondriale des molécules d’adénosine diphosphate (ADP). Celles-
ci sont transformées par phosphorylation en molécules d’adénosine triphosphate 
(ATP) qui sont exportées par le même chemin vers le cytoplasme (Figure 1). Ce 
processus hautement efficace permet d’assurer les besoins de chaque être humain en 
ATP, à savoir son propre poids chaque 24 heures.  
 
La structure cristallographique du transporteur AAC bovin a été résolue à 2.2 Å en 
présence de l’inhibiteur CATR et reste à ce jour la seule structure haute résolution d’un 
MCF. Une seconde forme cristalline a été obtenue donnant des informations 
supplémentaires sur l’interaction avec les cardiolipines. La structure s’organise autour 
de 6 hélices alpha transmembranaires inclinées par rapport au plan de la membrane, 
trois d'entre-elles formant un coude au niveau d'un résidu proline. L’arrangement 
spatial des hélices détermine une large cavité ayant la forme d’un entonnoir de 30 Å 
de profondeur et de diamètre maximum de 20 Å, largement ouverte sur la face externe 
de la membrane mitochondriale. La cavité est fermée dans sa partie inférieure du fait 
de la disposition des hélices coudées. La fermeture est renforcée par la présence de 
ponts salins et aussi par l'organisation des boucles internes qui forment de courtes 
hélices enserrant l'extrémité des hélices transmembranaires sur la face interne. Ces 
interactions impliquent des résidus conservés dans les séquences des transporteurs 
mitochondriaux de métabolites et pourraient donc être une caractéristique de cette 
famille. 

Nous ne pouvons pas afficher cette image pour l’instant.
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phosphorylation en molécules d’adénosine triphosphate (ATP) qui sont exportées par le même 
chemin vers le cytoplasme (Figure 9). Ce processus hautement efficace permet d’assurer les besoins 
de chaque être humain en ATP, à savoir son propre poids chaque 24 heures.  

 

Figure 10. Carte 3D d’isopotentiel électrostatique révélant la présence d’un entonnoir électrostatique capable de guider 
rapidement les anions vers de fond de la structure (gauche). Plan de coupe du potentiel électrostatique (volts) le long 
de l’axe longitudinal de l’entonnoir (droite).  

La structure cristallographique du transporteur AAC bovin a été résolue à 2.2 A ̊ (PDB:1OKC) par 
le groupe d'Eva Pebay-Peyroula en présence de l’inhibiteur CATR49,50 et est restée pendant plusieurs 
années la seule structure haute résolution d’un MCF, capturée dans son état ouvert côté espace 
intermembranaire. En 2014, une structure d'un transporteur de levure a été résolue dans le même 
état conformationnel par le groupe d'Edmund Kunji.51 Ce même groupe a réussi, plus de 15 ans 
après la structure 1OKC,  à capturer le transporteur dans son état conformationnel ouvert côté 
matriciel.52  1OKC s’organise autour de 6 hélices alpha transmembranaires inclinées par rapport au 
plan de la membrane, trois d'entre-elles formant un coude au niveau d'un résidu proline. 
L’arrangement spatial des hélices détermine une large cavité ayant la forme d’un entonnoir de 30 
Å de profondeur et de diamètre maximum de 20 Å, largement ouverte sur la face externe de la 
membrane mitochondriale. La cavité est fermée dans sa partie inférieure du fait de la disposition 
des hélices coudées. La fermeture est renforcée par la présence de ponts salins et aussi par 
l'organisation des boucles internes qui forment de courtes hélices enserrant l'extrémité des hélices 
transmembranaires sur la face interne. Ces interactions impliquent des résidus conservés dans les 
séquences des transporteurs mitochondriaux de métabolites et pourraient donc être une 
caractéristique de cette famille.  

I.1. Propriétés dynamiques du transporteur mitochondrial AAC dans un 
environnement lipidique 

Nos simulations de dynamique moléculaire (DM) réalisées à partir de la structure cristallographique 
(code pdb 1OKC) ont permis de caractériser plusieurs propriétés intrinsèques du transporteur 
AAC. La présence de deux groupes de résidus basiques (arginines et lysines) situes sur les parois 
de la cavité interne confère à AAC une signature électrostatique très spécifique. L’analyse de cartes 
de potentiel électrostatique tridimensionnelles révèle la présence d’un entonnoir électrostatique 6 
 

l'organisation des boucles internes qui forment de courtes hélices enserrant 
l'extrémité des hélices transmembranaires sur la face interne. Ces interactions 
impliquent des résidus conservés dans les séquences des transporteurs 
mitochondriaux de métabolites et pourraient donc être une caractéristique de cette 
famille. 
 

  
 
Figure 2 : Carte 3D d’isopotentiel électrostatique révélant la présence d’un entonnoir 
électrostatique capable de guider rapidement les anions vers de fond de la structure 
(gauche). Plan de coupe du potentiel électrostatique (volts) le long de l’axe longitudinal de 
l’entonnoir (droite). 
 
– Propriétés dynamiques du transporteur mitochondrial AAC dans un environnement 
lipidique et formation du complexe avec son substrat naturel : ADP   – 
 
Nos simulations de dynamique moléculaire (DM) réalisées à partir de la structure 
cristallographique (code pdb 1OKC) ont permis de caractériser plusieurs propriétés 
intrinsèques du transporteur AAC. La présence de deux groupes de résidus basiques 
(arginines et lysines) situés sur les parois de la cavité interne confère à AAC une 
signature électrostatique très spécifique. L’analyse de cartes de potentiel 
électrostatique tridimensionnelles révèle la présence d’un entonnoir électrostatique 
pouvant potentiellement conduire des espèces chargées négativement vers le fond 
de la cavité interne de la protéine (Figure 2), i.e. dans la zone d’interconnexion des 
ponts salins. 
 
Les simulations de dynamique moléculaire ont permis d’observer l’association 
spontanée d’une molécule d’ADP3- insérée directement dans la protéine libre 
d’inhibiteur et telle qu’équilibrée dans la membrane. En quelques nanosecondes, le 
substrat, empruntant le chemin électrostatique en forme d’entonnoir, atteint le fond 
de la cavité interne de la protéine. Celui-ci converge vers une conformation stable en 
forte interaction avec les résidus chargés impliqués dans les ponts salins fermant la 
structure. Par ailleurs la descente de l’ADP3- se fait concomitamment à la 
réorganisation de ces ponts salins. En particulier, l’interaction de la lysine 32 avec 
l’acide aspartique 231, rompue dans la protéine sans substrat, se reforme à 
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pouvant potentiellement conduire des espèces chargées négativement vers le fond de la cavité 
interne de la protéine (Figure 10), i.e. dans la zone d’interconnexion des ponts salins.53  

Les simulations de dynamique moléculaire ont permis d’observer l’association spontanée d’une 
molécule d’ADP3- insérée directement dans la protéine libre d’inhibiteur et telle qu’équilibrée dans 
la membrane. En quelques nanosecondes, le substrat, empruntant le chemin électrostatique en 
forme d’entonnoir, atteint le fond de la cavité interne de la protéine. Celui-ci converge vers une 
conformation stable en forte interaction avec les résidus chargés impliqués dans les ponts salins 
fermant la structure. Par ailleurs la descente de l’ADP3- se fait concomitamment à la réorganisation 
de ces ponts salins. En particulier, l’interaction de la lysine 32 avec l’acide aspartique 231, rompue 
dans la protéine sans substrat, se reforme à l’approche de ADP3-. Le site de liaison observé 
correspond parfaitement au site de liaison suggéré par un ensemble d’expériences biochimiques 
impliquant les résidus K22, R79, R279 et Y186. La robustesse de ce processus d’association 
spontanée a été démontrée à la lumière de nombreuses simulations numériques indépendantes et 
d'une étude concurrente.54 Une molécule d’ADP3-, positionnée au-dessus de la cavité interne du 
transporteur, à différentes altitudes et dans diverses orientations, s’associe invariablement à la 
protéine. De façon tout à fait remarquable, un parcours de plus de 16 Å a pu être observé sur 
échelle de temps d’environ 40 ns, rendant compte pour la première fois du détail atomique d’un 
processus d’association spontanée d’un ligand à sa cible. L’analyse minutieuse des trajectoires de 
dynamique moléculaire rationalise les hypothèses émises à partir de la structure cristallographique 
quant aux résidus impliqués dans l’association avec l’ADP3- au cours de sa translocation. Par 
exemple l’observation du glissement du nucléotide le long d’une « échelle » composée de trois 
tyrosines vient directement illustrer le rôle putatif de ces acides aminés. Ces résultats ont par ailleurs 
été confortés par des expériences de mutagenèse dirigée.  

I.2. Effet inhibiteur des ions chlorures sur l’association de l’ADP au transporteur 
AAC 

L’AAC joue un rôle clé dans les processus métaboliques des cellules, son disfonctionnement peut 
donc être la source de troubles sévères. La fonction de l’AAC peut être altérée par la mutation de 
résidus spécifiques ou par l’association d’inhibiteurs puissants. Des expériences menées sur l’AAC 
de cœur de bœuf ont également montrées que des concentrations importantes en ions magnésiums 
ou chlorures inhibaient la fonction du transporteur.55 Mg2+ s’associe probablement au substrat qui 
sous sa forme complexée ne peut plus être transporté. Les ions chlorures en revanche semblent 
directement affecter les propriétés de AAC.  

L’étude des effets d’une forte concentration en chlore sur l’activité de transport d’AAC a été réalisée 
en combinant de manière synergique des travaux théoriques et expérimentaux. Nos collaborateurs 
grenoblois, S. Ravaud, E. Pebay-Peyroula (Institut de Biologie Structurale) et A. Frelet-Barrand 
(Laboratoire de Physiologie Cellulaire Vegetale) ont mesuré l’effet inhibiteur des ions chlorures 
grâce à des expériences de transport d’ATP radio-marqués au travers d’AAC de plante exprimé 
dans E.coli. (Figure 11A). D’un point de vue théorique les effets des ions chlorures ont été 
appréhendés au travers de simulations réalisées pour diverses concentrations en sel : faibles (0.1M 
et 0.6 M NaCl) et élevées (0.6M NaCl). 30 ns de dynamique moléculaire ont montré que pour apo-
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AAC, une concentration élevée en chlore conduit à l’écrantage de résidus chargés essentiels pour 
la fonction du transporteur.56  

 

Figure 11. L’activité du transporteur de l’ADP/ATP dépend de la concentration en chlore. (A) Les expériences de 
transport d’ATP radio-marqués au travers de l’AAC de plante, Arabidopsis thaliana exprimé dans des cellules de E. coli, 
montrent que l’import d’ATP est inhibé par une concentration enlevée en chlore. (B, C) La signature électrostatique 
de apo- AAC de cœur de bœuf est affecté par la présence d’ions chlorures comme le montrent les vues en coupe des 
cartes 3D du potentiel électrostatique pour une faible (0.1M NaCl) et une forte (0.6M NaCl) concentration en sel. (D) 
Des simulations d’association spontanée du substrat conduisent à liaison de ADP3- à la protéine seulement en l’absence 
d’une concentration enlevée en ions chlorures.  

Ceci a pour conséquence de modifier les propriétés électrostatiques de AAC (figures 11B and 11C). 
Dans ces conditions, l’entonnoir électrostatique responsable de l’acheminement d’ADP3- au fond 
de la structure ne pénètre pas la protéine aussi profondément qu’en l’absence de sels. Une série de 
simulations de dynamique moléculaire d’association protéine-ADP3- a été effectuée pour aller plus 
loin dans la rationalisation des effets des ions chlorures. Pour l’ensemble de ces tests, la liaison 
d’ADP3- a été observée seulement en présence de faibles concentrations en chlore (figure 11D). 
L’analyse de la conservation des résidus spécifiquement ciblé par les ions chlorures dans un 
ensemble de séquences d’AAC a permis d’étendre nos observations à toute la famille des 
transporteurs mitochondriaux d’ADP/ATP. L’ensemble de nos résultats montre que la 
concentration en chlore joue le rôle d’un loquet électrostatique pour la famille des AAC pouvant 
interdire à l’ADP3- de rejoindre son site de liaison.  

I.3. Effets de mutations pathogènes sur les propriétés du transporteur AAC 

Plusieurs mutations ponctuelles du transporteur mitochondrial de l’ADP et de l’ATP (AAC) sont 
associées à des pathologies humaines graves.57,58 En synergie avec l’équipe de Eva Pebay Peyroula, 
qui a démontré la relation entre la mutation pathogène et l’activité de transport de l’AAC, nous 
avons réalisés des simulations de dynamique moléculaire mettant en lumière les mécanismes 
impliqués pour les six mutations pathogènes connues A90D, L98P, D104G, A114P, A123D et 
V289M. Pour chacune de ces mutations nous avons réalisé de longues simulations de dynamique 
moléculaire qui nous ont servi à analyser la dynamique interne des mutants. Nous avons par ailleurs 
conduit de nombreuses simulations d’association spontanée pour caractériser l’effet de certaines 
mutations sur l’association de ADP. Plus spécifiquement, nous avons clairement montré que les 
mutations se traduisent au niveau moléculaire soit par une modification de la topologie du champ 
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Figure 3: L’activité du transporteur de l’ADP/ATP dépend de la concentration en chlore. (A) 
Les expériences de transport d’ATP radio-marqués au travers de l’AAC de plante, 
Arabidopsis thaliana exprimée dans des cellules de E. coli, montrent que l’import d’ATP est 
inhibé par une concentration élevée en chlore. (B, C) La signature électrostatique de apo-
AAC de cœur de bœuf est affectée par la présence d’ions chlorures comme le montrent les 
vues en coupe des cartes 3D du potentiel électrostatique pour une faible (0.1M NaCl) et une 
forte (0.6M NaCl) concentration en sel. (D) Des simulations d’association spontanée du 
substrat conduisent à liaison de ADP3- à la protéine seulement en l’absence d’une 
concentration élevée en ions chlorures. 
 
Ceci a pour conséquence de modifier les propriétés électrostatiques de AAC (figures 
3B and 3C). Dans ces conditions, l’entonnoir électrostatique responsable de 
l’acheminement d’ADP3- au fond de la structure ne pénètre pas la protéine aussi 
profondément qu’en l’absence de sels. Une série de simulations de dynamique 
moléculaire d’association protéine-ADP3- a été effectuée pour aller plus loin dans la 
rationalisation des effets des ions chlorures. Pour l’ensemble de ces tests, la liaison 
d’ADP3- a été observée seulement en présence de faibles concentrations en chlore 
(figure 3D). L’analyse de la conservation des résidus spécifiquement ciblés par les 
ions chlorures dans un ensemble de séquences d’AAC a permis d’étendre nos 
observations à toute la famille des transporteurs mitochondriaux d’ADP/ATP.  
L’ensemble de nos résultats montre que la concentration en chlore joue le rôle d’un 
loquet électrostatique pour la famille des AAC pouvant interdire à l’ADP3- de rejoindre 
son site de liaison. Ces travaux ont été choisis pour illustrer la couverture de 
Biophysical Journal (Figure 4). 
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électrique au sein de la protéine membranaire, altérant ainsi l’association spontanée du substrat à la 
protéine, soit par une diminution de la plasticité de celle-ci, modifiant la capacité de la protéine à 
changer de conformation (voir figure 12).59 

 

Figure 12. a. Distribution de la différence des facteurs B obtenus pour les atomes du squelette des mutants et de la 
protéine native (∆B-facteur e, Å2). b. Différences d’entropies configurationnelles entre la protéine native et chaque 
mutant mesurées sur les atomes du squelette (décomposes pour les hélices paires et impaires) versus le pourcentage 
d’inactivation en réponse à la mutation. c. Cartes de potentiel électrostatique pour la protéine native apo (en haut) et 
le mutant A123D apo (en bas). La signature électrostatique du mutant A123D est fortement altérée. 

I.4. Sélectivité de AAC vis-à-vis des substrats ADP3- et ATP4- 

Une des caractéristiques spécifiques du transporteur AAC et de ne transporter exclusivement que 
l’ADP et l’ATP, ni les formes protomères de ces molécules ni aucun substrat analogue tel que 
GDP, GTP, AMP, GMP ne diffusent au travers de la protéine.60 Par le biais de simulations de 
dynamique moléculaire nous avons identifié les bases moléculaires de cette haute sélectivité. Nos 
résultats, qui viennent appuyer les mesures d’activité de AAC réalisées par nos collègues de l’IBS à 
Grenoble et au MRC à Cambridge, montrent que l’ensemble des nucléotides est capable de 
s’associer spontanément à la structure de AAC ouverte coté espace intermembranaire, le 
groupement phosphate terminal des 6 nucléotides étudiés vient se fixer systématiquement aux 
mêmes résidus basiques situés dans le fond de la cavité du transporteur (figure 13). Nos simulations 
montrent en revanche, que à la suite de la fixation du groupement phosphate, seule la partie 
nucléosidique de l’ADP et l’ATP est capable de s’ancrer spécifiquement au transporteur. Pour 
l’AMP, il semble que la chaine phosphate soit trop courte pour permettre à l’adénine d’interagir 
correctement avec les résidus du site de liaison. En raison d’une plus grande polarité par rapport à 
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Figure 5 : a.  Distribution de la difference des facteurs B obtenus pour les atomes du 
squelette des mutants et de la protéine native (∆B-facteur e, Å2). b. Differences dʼentropies 
configurationnelles entre la protéine native et chaque mutant mesurées sur les atomes du 
squelette (décomposés pour les hélices paires et impaires) versus le pourcentage 
dʼinactivation en réponse à la mutation. c.  Cartes de potentiel électrostatique pour la 
protéine native apo (en haut) et le mutant A123D apo (en bas). La signature électrostatique 
du mutant A123D est fortement altérée.  
 
 

b)  Etude du transporteur de l’hydantoïne : Mhp1 
 
Ce nouvel objet d’étude s’inscrit dans le cadre plus large de l’étude des mécanismes 
mis en jeu dans les transporteurs qui restent encore largement méconnu. L’objectif 
est ici de rationaliser au niveau atomique les premières étapes de la translocation 
d’un substrat aux travers d’un transporteur membranaire. Pour cela nous avons 
utilisé des données récentes, reportant pour la première fois la structure d’un 
transporteur actif secondaire dans deux conformations distinctes : une, libre de tout 
substrat, est ouverte côté extra-celullaire, l’autre, représente une étape intermédiaire 
du transport dans laquelle la protéine se referme autour d’un ligand qui, ainsi 
encapsulé, n’est plus « visible » de l’extérieur. La protéine caractérisée est un 
transporteur bactérien de l’hydantoïne : la microbacterium hydantoin permease 
(Mhp1). C’est une protéine de type symport, elle appartient à la sous-famille NCS1 
(Nucleobase-Cation-Symport-1) et co-transporte l’hydantoïne et un ion sodium. Les 
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l’adénine, le groupement guanine présent dans GMP, GDP et GTP ne parvient pas à établir une 
interaction stable avec les résidus formant le site reconnaissance de ADP et ATP.61  

 

Figure 13. (Gauche) Expériences d’association compétitive d’ATP radio marqué avec des nucléotides analogues, seule 
la présence de ADP et ATP perturbent significativement l’import de a32P-ATP. (Droite) Vue globale des deux 
principaux motifs de liaisons de ADP et ATP au fond de la cavité de AAC dans sa conformation ouverte coté espace 
intermembranaire.  

I.5. Modulation de l’activité de transport de AAC sous l’effet du pH 

Une autre propriété de AAC est d’avoir une activité qui dépend du pH et qui présente un maximum 
aux alentours de la valeur du pH dans l’espace intermembranaire (~6.8). Cette dépendance est liée 
en partie à l’état de protonation du substrat, dont seule la forme déprotonée peut être transportée, 
mais elle semble également associée à l’état de protonation d’au moins un des résidus de la protéine.  
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native apo (en haut) et le mutant A123D apo (en bas). La signature électrostatique du mutant 
A123D est fortement altérée.  
 
Plusieurs mutations ponctuelles du transporteur mitochondrial de l’ADP et de l’ATP 
(AAC) sont associées à des pathologies humaines graves. En synergie avec nos 
collègues biologistes de Grenoble, qui ont démontré la relation entre la mutation 
pathogène et l’activité de transport de l’AAC, nous avons réalisé des simulations de 
dynamique moléculaire mettant en lumière les mécanismes impliqués pour les six 
mutations pathogènes connues A90D, L98P, D104G, A114P, A123D et V289M (figure 
2). Pour chacune de ces mutations nous avons réalisée de longues simulations de 
dynamique moléculaire qui nous ont servi à analyser la dynamique interne des 
mutants. Nous avons par ailleurs conduit de nombreuses simulations d’association 
spontanée pour caractériser l’effet de certaines mutations sur l’association de ADP.  
Plus spécifiquement, nous avons clairement montré que les mutations se traduisent 
au niveau moléculaire soit par une modification de la topologie du champ électrique 
au sein de la protéine membranaire, altérant ainsi l’association spontanée du substrat 
à la protéine, soit par une diminution de la plasticité de celle-ci, modifiant la capacité 
de la protéine à changer de conformation (voir figure 3), mouvement crucial pour le 
transport de nucléotides.  
 
- Sélectivité de AAC vis-à-vis des substrats ADP3- et ATP4- - 
 
Une des caractéristiques spécifiques du transporteur AAC et de ne transporter 
exclusivement que l’ADP et l’ATP, ni les formes protonées de ces molécules ni aucun 
substrat analogue tel que GDP, GTP, AMP, GMP ne diffusent au travers de la protéine.  

 
 
Figure 4: (Gauche) Expériences d’association compétitive d’ATP radiomarqué avec des 
nucléotides analogues, seule la présence de ADP et ATP perturbent significativement l’import 
de a32P-ATP. (Droite) Vue globale des deux principaux motifs de liaisons de ADP et ATP au 
fond de la cavité de AAC dans sa conformation ouverte côté espace intermembranaire. 
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Figure 14. (Gauche) (Haut) Distribution des valeurs de pKa de la lysine 22 pour la protéine en l’absence de substrat. 
(Bas) Variation du pKa de la lysine 22 (noir) et de l’ADP3- (bleu) au cours de l’association de l’ADP à son site de liaison. 
(Droite) Profils d’énergie libre association à la complexation par AAC de ADP3- et de ADPH2-  

Nos simulations de dynamique moléculaires combinées à des calculs prédictifs de pKa laissent 
supposer qu’un résidu lysine présent dans la cavité de AAC est impliqué dans la sensibilité au pH. 
La lysine 22 est le seul acide aminé accessible dont l’environnement induit une réduction importante 
de son pKa vers des valeurs proches de celle du pH de l’espace intermembranaire (voir figure 14). 
Des simulations d’association spontanées montrent que l’arrimage de ADP3- s’effectue beaucoup 
moins facilement lorsque ce résidu est protoné (situation a pH enlevé). Par ailleurs des profils 
d’énergie libre, associés à l’arrimage du substrat, montrent que l’association de ADPH2- (bas pH) à 
AAC est beaucoup moins forte que celle de ADP3- (situation à pH physiologique).  

Pour démontrer formellement l’implication de la lysine 22 dans la dépendance au pH de l’activité 
de AAC, nous avons considéré une mutation susceptible de conserver (au moins en partie) l’activité 
du transporteur tout en modifiant sa réponse à la variation de pH. Des simulations conduites sur 
le mutant K22R montre que ce dernier est capable de lier l’ADP et que l’arginine en position 22, à 
l’inverse de la lysine, ne présente pas de déplacement de pKa. Les tests d’activités réalisés par nos 
collègues de l’IBS sur le mutant K223 en fonction du pH sont venus finalement démontrer la 
robustesse de notre prédiction (figure 15).62  
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Par le biais de simulations de dynamique moléculaire nous avons identifié les bases 
moléculaires de cette haute sélectivité. Nos résultats, qui viennent appuyer les 
mesures d’activité de AAC réalisés par nos collègues de l’IBS à Grenoble du MRC à 
Cambridge, que l’ensemble des nucléotides est capable de s’associer spontanément 
à la structure de AAC ouverte côté espace intermembranaire, le groupement 
phosphate terminal des 6 nucléotides étudiés vient se fixer systématiquement aux 
mêmes résidus basiques situés dans le fond de la cavité du transporteur. Nos 
simulations montrent en revanche, que suite à la fixation du groupement phosphate, 
seule la partie nucléosidique de l’ADP et l’ATP est capable de s’ancrer spécifiquement 
au transporteur. Pour l’AMP, il semble que la chaine phosphate soit trop courte pour 
permettre à l’adénine d’interagir correctement avec les résidus du site de liaison. En 
raison d’une plus grande polarité par rapport à l’adénine, le groupement guanine 
présent dans GMP, GDP et GTP ne parvient pas à établir une interaction stable avec 
les résidus formant le site reconnaissance de ADP et ATP.   
 
- Modulation de l’activité de transport de AAC sous l’effet du pH - 
 
Une autre propriété de AAC est d’avoir une activité qui dépend du pH et qui présente 
un maximum aux alentours de la valeur du pH dans l’espace intermembranaire (~6.8). 
Cette dépendance est liée en partie à l’état de protonation du substrat, dont seule la 
forme déprotonée peut être transportée, mais elle semble également associée à l’état 
de protonation d’au moins un des résidus de la protéine.  
 

 

 

 
Figure 5: (Gauche) (Haut) Distribution des valeurs de pKa de la lysine 22 pour la protéine en 
l’absence de substrat. (Bas) Variation du pKa de la lysine 22 (noir) et de l’ADP3- (bleu) au cours 
de l’association de l’ADP à son site de liaison. (Droite) Profils d’énergie libre association à la 
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Figure 15. (Haut gauche) Dépendance au pH de l’import de [α-32P]-ATP par le transporteur AAC humain exprimé 
dans E. coli. (Haut droit) Dépendance au pH de l’import de [α-32P]-ATP par le mutant K22R du transporteur AAC 
humain exprimé dans E. coli. (Bas gauche) Activité de transport des mutants K22R and K22Q mutants en comparaison 
de la protéine native. (Bas droit). Illustration schématique de l’échange ADP3-/ATP4- au travers de AAC. 

Ci-après sont reproduits 3 articles illustrant mes travaux dédiés au transporteur de l'ADP/ATP: 

• Dehez, F., Pebay-Peyroula, E. & Chipot, C. Binding of ADP in the Mitochondrial ADP/ATP Carrier Is Driven by 
an Electrostatic Funnel. J. Am. Chem. Soc. 130, 12725–12733 (2008). 

• Mifsud, J., Ravaud, S., Krammer, E.-M., Chipot, C., Kunji, E. R. S. *, Pebay-Peyroula, E. & Dehez, F. * The substrate 
specificity of the human ADP/ATP carrier AAC1. Mol. Membr. Biol. 30, 160–168 (2013). 

• Bidon-Chanal, A., Krammer, E.-M., Blot, D., Pebay-Peyroula, E., Chipot, C., Ravaud, S. * & Dehez, F. * How Do 
Membrane Transporters Sense pH? The Case of the Mitochondrial ADP–ATP Carrier. J. Phys. Chem. Lett. 4, 3787–
3791 (2013) 
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complexation par AAC de ADP3- et de ADPH2-. 

 
Nos simulations de dynamique moléculaires combinées à des calculs prédictifs de pKa 
laissent supposer qu’un résidu lysine présent dans la cavité de AAC est impliqué dans 
la sensibilité au pH. La lysine 22 est le seul acide aminé accessible dont 
l’environnement induit une réduction importante de son pKa vers des valeurs proches 
de celle du pH de l’espace intermembranaire (voir figure 5). Des simulations 
d’association spontanées montrent que l’arrimage de ADP3- s’effectue beaucoup 
moins facilement lorsque ce résidu est protoné (situation a pH élevé). Par ailleurs des 
profils d’énergie libre, associés à l’arrimage du substrat, montrent que l’association de 
ADPH2- (bas pH) à AAC est beaucoup moins forte que celle de ADP3- (situation à pH 
physiologique). 
 
Pour démontrer formellement l’implication de la lysine 22 dans la dépendance au pH 
de l’activité de AAC, nous avons considéré une mutation susceptible de conserver (au 
moins en partie) l’activité du transporteur tout en modifiant sa réponse à la variation 
de pH. Des simulations conduites sur le mutant K22R montre que ce dernier est 
capable de lier l’ADP et que l’arginine en position 22, à l’inverse de la lysine, ne 
présente pas de déplacement de pKa. Les tests d’activités réalisés par nos collègues 
de l’IBS sur le mutant K223 en fonction du pH sont venus finalement démontrer la 
robustesse de notre prédication (figure 6). 
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II.  Effets de détergents sur les structures des protéines 
membranaires 

Les protéines membranaires sont la porte d’entrée vers l’intérieur de la cellule. Malgré leur 
implication dans de nombreuses fonctions cellulaires majeures, la compréhension de leurs 
mécanismes de fonctionnement reste extrêmement limitée, en raison notamment de la difficulté 
d’accéder à des structures tridimensionnelles haute résolution. Outre la difficulté de produire les 
protéines membranaires dans des quantités suffisantes, celles-ci doivent généralement être extraites 
de leur environnement de membrane natif puis purifiées, et éventuellement reconstituées dans un 
environnement approprié. Les détergents jouent un rôle central dans toutes ces étapes. L'écrasante 
majorité des structures de protéines membranaires actuellement connues, déterminées par 
cristallographie aux rayons X, spectroscopie RMN en solution et Cryo-microscopie électronique a 
été obtenue à partir de protéines solubilisées en détergent. Les détergents à base de phoscholine 
zwitterionique (PC) sont parmi les plus utilisés dans les structures obtenues par RMN.63 Une partie 
de mon activité de recherche consiste à étudier les effets des phoscholines sur les structures des 
protéines membranaires pour éprouver le sens physiologique de ces dernières. 
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II.1. Étude du transporteur mitochondrial UCP2 (UnCoupling Protein) 

 En 2011 est venu s’ajouter à la seule structure haute résolution connue d’un transporteur 
mitochondrial une structure basse résolution du transporteur UCP2.64 Berardi et al. ont combiné 
des données RMN (Residual Dipolar Coupling et Paramagnetic Relaxation Enhancement) à une 
méthode de remplacement de fragment pour déterminer la position des atomes du squelette de la 
protéine. Comme nous l’avions fait pour AAC nous avons construit un modèle de UCP2 immergé 
dans une membrane POPC totalement hydratée (figure 16). Nous avons ensuite réalisé des 
simulations de dynamique moléculaire sur des échelles allant jusqu’à 400 à 500 ns pour équilibrer 
le système construit. Plusieurs protocoles ont été envisagés en incluant ou non une molécule de 
GDP, inhibiteur de UCP, présent dans les expériences de RMN. Les atomes du squelette ont dans 
un premier temps été restreints à leur position d’origine par un potentiel harmonique. Dans ces 
conditions nos simulations montrent que la structure d’UCP2 telle que résolue par Berardi et al. se 
comporte comme un large pore traversé par un flux massif de molécule d’eau (figure 16). Cette 
situation n’est bien sûr pas compatible avec le maintien d’un gradient proton de part et d’autre de 
la membrane interne de la mitochondrie, condition sine qua none à la survie de l’organelle.65  

 

Figure 16. Plans de coupe de UCP2 et AAC inséré dans une bicouche de POPC (a) UCP2- GDP3-. Les atomes du 
squelette sont contraints aux positions observées dans la structure RMN. Un flux d’eau massif connecte les deux côtés 
de la membrane (b) AAC -ADP3-. Le transporteur est complètement occlus coté matriciel (c) UCP2-GDP3- après 
relaxation de la structure de la protéine. La structure secondaire de la protéine s’effondre, conduisant à une structure 
beaucoup plus compacte que la structure RMN de référence  

Les restreintes ont ensuite été diminuées progressivement jusqu’à leur annulation laissant le système 
s’équilibrer librement. Lorsque les restreintes sur les positions atomiques sont enlevées, la structure 
de UCP2 évolue de manière importante vers un état beaucoup plus compact, pratiquement 
imperméable et fermé côté espace intermembranaire (figure 16). Sur le côté matriciel, les hélices 
interfaciales se réorganisent également de manière importante conduisant à un RMSD stable mais 
important de l’ordre de 7 Å. Ce comportement est observé systématiquement quel que soit le 
protocole d’équilibration et quelle que soit la présence de GDP ou non. Ces résultats questionnent 
évidemment le sens de la structure résolue par RMN et démontrent que celle-ci n’est pas 
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Figure 6: (Haut gauche) Dépendance au pH de l’import de [α-32P]-ATP par le transporteur 
AAC humain exprimé dans E. coli. (Haut droit) Dépendance au pH de l’import de [α-32P]-ATP 
par le mutant K22R du transporteur AAC humain exprimé dans E. coli. (Bas gauche) Activité 
de transport des mutants K22R and K22Q mutants en comparaison de la protéine native. (Bas 
droit). Illustration schématique de l’échange ADP3-/ATP4- au travers de AAC. 
 

b) Etude du transporteur mitochondrial UCP2 (UnCoupling Protein). 
 
En 2011 est venu s’ajouter à la seule structure haute résolution connue dʼun 
transporteur mitochondrial une structure basse résolution du transporteur UCP2 
(Berardi et al., Nature 2011). Berardi et al. ont combiné des données RMN (Residual 
Dipolar Coupling et Paramagnetic Relaxation Enhancement) à une méthode de 
remplacement de fragment pour déterminer la position des atomes du squelette de la 
protéine. Comme nous lʼavions fait pour AAC nous avons construit un modèle de UCP2 
immergé dans une membrane POPC totalement hydratée (figure 1). Nous avons 
ensuite réalisé des simulations de dynamique moléculaire sur des échelles allant 
jusquʼà 400 à 500 ns pour équilibrer le système construit. Plusieurs protocoles ont été 
envisagés en incluant ou une molécule de GDP, inhibiteur de UCP, présent dans les 
expériences de RMN. Les atomes du squelette ont dans un premier temps été 
restreints à leur position d’origine par un potentiel harmonique. Dans ces conditions 
nos simulations montrent que la structure d’UCP2 telle que résolue par Berardi et al. 
Se comporte comme un large pore traversé par un flux massif de molécule d’eau 
(figure 7). Cette situation n’est bien sûr pas compatible avec le maintien d’un gradient 
proton de part et d’autre de la membrane interne de la mitochondrie, condition sine 
qua none à la survie de l’organelle. 
 

(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

Figure 7 : Plans de coupe de UCP2 et AAC inséré dans une bicouche de POPC (a) UCP2-
GDP3-. Les atomes du squelette sont contraints aux positions observées dans la structure 
RMN. Un flux d’eau massif connecte les deux côtés de la membrane (b) AAC -ADP3-. Le 
transporteur est complètement occlus côté matriciel (c) UCP2-GDP3- après relaxation de la 
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compatible avec un environnement membranaire. Dans un premier temps nous avons pensé qu’à 
un jeu de contraintes RDC et de PRE pouvait correspondre plusieurs structures. Nous avons 
calculé ces contraintes à partir de notre structure relaxée. Les valeurs, sensiblement différentes de 
celle mesurées, ne sont pas particulièrement sensibles à l’évolution de la conformation au cours de 
la trajectoire. Nous avons donc fait l’hypothèse que, plus qu’une dégénérescence liée à la procédure 
de mise au point de la structure, le problème vient des conditions dénaturantes (DPC) dans 
lesquelles les expériences de Berardi et al. ont été faites.  

 

Figure 17. UCP2-GDP3- inséré dans des micelles de DPC micelles après relaxation complète de la protéine. Les 
molécules de détergent forment une bouée autour du cœur hydrophobe de la protéine. Deux micelles s’auto assemblent 
sur les interfaces côté matrice et espace intermembranaire, autour de zones amphiphiles. La cavité interne reste 
complètement ouverte telle que dans la structure obtenue par RMN et modélisation. (Gauche) Vue de dessus, pour 
plus de clarté la micelle côté espace intermembranaire n’est pas représentée. (Droite) plan de coupe du complexe 
UCP2/DPC.  

Nous avons réalisé de multiples simulations de dynamique moléculaires gros-grains et tout atome 
pour étudier l’association de molécules de DPC à UCP2 à des concentrations similaires à celles 
employées dans les expériences de Berardi et al. Nos travaux démontrent que dans la structure 
RMN, les espaces entre hélices sont suffisants pour permettre aux molécules de DPC de s’insérer 
profondément dans la protéine. Par ailleurs les molécules de DPC s’auto-assemblent et tapissent 
les résidus hydrophobes situés en surface d’UCP2 (figure 17). Nos simulations de dynamique 
moléculaire sans restreintes, réalisées sur le complexe UCP2/DPC, montrent qu’en présence de 
détergent la structure prédite par RMN est stable (figure 17). Associé aux expériences de nos 
collègues de l’IBPC montrant l’inactivation de UCP2 par le DPC, nos simulations démontrent que 
la structure publiée par Berardi et al. est fortement altérée par les conditions d’extraction.65  
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structure de la protéine. La structure secondaire de la protéine s’effondre, conduisant à une 
structure beaucoup plus compacte que la structure RMN de référence. 

  
Les restreintes ont ensuite été diminuées progressivement jusqu’à leur annulation 
laissant le système s’équilibrer librement. Lorsque les restreintes sur les positions 
atomiques sont enlevées, la structure de UCP2 évolue de manière importante vers un 
état beaucoup plus compact, pratiquement imperméable et fermé côté espace 
intermembranaire (figure 7). Sur le côté matriciel, les hélices interfaciales se 
réorganisent également de manière importante conduisant à un RMSD stable mais 
important de l’ordre de 7 Å. Ce comportement est observé systématiquement quel que 
soit le protocole d’équilibration et quelle que soit la présence de GDP ou non. Ces 
résultats questionnent évidemment le sens de la structure résolue par RMN et 
démontrent que celle-ci n’est pas compatible avec un environnement membranaire. 
Dans un premier temps nous avons pensé qu’à un jeu de contraintes RDC et de PRE 
pouvait correspondre plusieurs structures. Nous avons calculé ces contraintes à partir 
de notre structure relaxée. Les valeurs, sensiblement différentes de celle mesurées, 
ne sont pas particulièrement sensibles à l’évolution de la conformation au cours de la 
trajectoire. Nous avons donc fait l’hypothèse que, plus qu’une dégénérescence liée à 
la procédure de mise au point de la structure, le problème vient des conditions 
dénaturantes (DPC) dans lesquelles les expériences de Berardi et al. ont été faites.  

 
 
 
 
  
  

 
Figure 8: (a) UCP2-GDP3- inséré dans des micelles de DPC micelles après relaxation 
complète de la protéine. Les molécules de détergent forment une bouée autour du cœur 
hydrophobe de la protéine. Deux micelles s’auto assemblent sur les interfaces côté matrice et 
espace intermembranaire, autour de zones amphiphiles. La cavité interne reste complètement 
ouverte telle que dans la structure obtenue par RMN et modélisation. (Gauche) Vue de dessus, 



 97 

Nos travaux, objet d’un highlight66 dans la revue Journal of American Chemical Society, ont 
démontré que les simulations peuvent être employées non seulement pour étudier la dynamique 
des protéines membranaires au voisinage de leur structure d’équilibre mais également pour 
éprouver le sens physiologique de structure obtenues dans des environnements non natifs.  

II.2. Effet du DPC sur la structure du transporteur de l’ADP/ATP 

Grace à l’utilisation de variables collectives, j’ai intégré dans les simulations de dynamique 
moléculaire de l’AAC des contraintes de structure secondaires déduites de mesures RMN obtenues 
en DPC. Le programme TALOS+67 a permis de prédire les angles de torsions associés au squelette 
des protéines à partir des déplacements chimiques mesures sur des échantillons de protéines en 
présence de DPC. Les mesures de déplacements chimiques faites chez nos collaborateurs à 
Grenoble (P. Schanda, IBS) sur des échantillons du transporteur ADP/ATP de levure nous ont 
permis de quantifier la déformation structurale asymétrique subit par la protéine en présence du 
détergent comme l’illustre la figure 18. Ces résultats nous ont permis de conclure que la dynamique 
μs-ms observée par RMN68 n’était pas associée à la fonction mais était la conséquence de la 
déformation structurale, des expériences ont d’ailleurs montrées que cette dynamique non-
spécifique perdurait en présence d’inhibiteur. 69,70  

 

Figure 18. (A) Déplacement quadratique moyen des positions atomiques associée au transporteur AAC de levure 
(yAAC) au cours d’une trajectoire de dynamique moléculaire avant, pendant et après l’activation de restreintes déduites 
des déplacements chimiques mesures par RMN (prédiction TALOS+). (B,C,D) Agrégation de molécule de détergent 
(DPC) autour de yAAC après 1 μs de dynamique moléculaire, vues de côté (A), de dessus (B) et de coupe (D).  

S’opposant à nos conclusions, le groupe de J. Chou a publié une étude suggérant que le DPC 
n’altérait pas la capacité du transporteur AAC à se lier de manière spécifique aux cardiolipines (des 
phospholipides essentiels au fonctionnement de AAC) et qu’en conséquence ce détergent était tout 
à fait adapté aux études structurales de cette famille de protéines.71 Nous avons réalisé des 
dynamiques moléculaires en présence de 3 cardiolipines (CLs) placées à leurs sites de liaisons (tels 
qu’observées en cristallographie aux rayons X). Nos trajectoires montrent que les têtes polaires des 
CLs restent parfaitement ancrées à leurs sites de liaison là où les chaines grasses de ces mêmes 
lipides sont très flexibles et très mobiles (Figure 19 (A, B)). Dans les spectres NOE obtenus en 
DPC, les signaux montrent également l’ancrage des têtes polaires mais reflètent une association 
très spécifique des extrémités des chaines grasses au côté cytoplasmique de la protéine (à l’opposé 
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DPC, menées notamment par le groupe de James Chou à Harvard Medical School, montraient 
elles au contraire des signaux compatibles avec des structures protéiques repliées et interprétées 
comme natives (transporteurs mitochondriaux : UCP2, Berardi et al. Nature 2011 ; AAC, 
Bruschweiler et al. Nature Struct Mol Biol 2015 ; Sounier et al.  Angewandte Chemie 2015. 
Protéine p7 du virus de l’hépatite C : Ouyang et al. Nature 2013). Nous nous sommes associés 
à des spécialistes de la RMN (P. Schanda, Grenoble et J. Schnell, Oxford) pour lever cette 
controverse. Publier nos résultats invalidant les structures publiées par le groupe de J. Chou 
s’est fait non sans énormément de difficultés, mais notre travail fait maintenant consensus 
(Chipot, Dehez et al. Chem. Rev. 2018) et a permis notamment de discuter du sens 
physiologique d’autres structures de cibles membranaires majeures (gp41, calcium uniporter, 
…) et d’imposer une vigilance particulière pour toute publication de structures obtenues en 
DPC dans des journaux à très fort impact.  
 

a) Le transporteur mitochondrial de l’ADP/ATP (AAC). 
 
Le transport de petites molécules nécessaires dans la grande majorité des cycles métaboliques 
de la mitochondrie est essentiel au métabolisme eucaryote. Le passage au travers de la 
membrane interne de la mitochondrie est sélectivement contrôlé par une famille de protéines 
membranaires intégrales (la famille des transporteurs mitochondriaux : MCF) chacune 
transportant un métabolite spécifique. Parmi les membres de la famille MCF, AAC joue un rôle 
physiologique essentiel puisqu'il régit l'économie énergétique des cellules eucaryotes. Il permet 
d’importer dans la matrice mitochondriale des molécules d’adénosine diphosphate (ADP) qui 
sont transformées par phosphorylation en molécules d’adénosine triphosphate (ATP) et 
exportées par le même chemin vers le cytoplasme. 

Grâce à l’utilisation de variables collectives, j’ai intégré dans les simulations de dynamique 
moléculaire des contraintes de structure secondaires déduites de mesures RMN. Le programme 
TALOS+ (Shen et al, J. Biolmol. NMR 2007) a permis de prédire les angles de torsions (F,Y) 
associés au squelette des protéines à partir des déplacements chimiques mesurés sur des 
échantillons de protéines en présence de DPC. Les mesures de déplacements chimiques faites 
chez nos collaborateurs à Grenoble (P. Schanda, IBS) sur des échantillons du transporteur 
ADP/ATP de levure nous ont permis de quantifier la déformation structurale asymétrique subit 
par la protéine en présence du détergent comme l’illustre la figure 1.  Ces résultats nous ont 
permis de conclure que la dynamique µs-ms observée par RMN n’était pas associée à la 
fonction mais était la conséquence de la déformation structurale, des expériences ont d’ailleurs 
montrées que cette dynamique non-spécifique perdurait en présence d’inhibiteur. 

 

 

 

Figure 1 : (A) Déplacement quadratique moyen des positions atomiques associée au transporteur AAC 
de levure (yAAC) au cours d’une trajectoire de dynamique moléculaire avant, pendant et après 
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des sites des fixations des têtes polaires côté matriciel). La comparaison de nos trajectoires aux 
spectres NOE déterminés en DPC démontrent que pour être compatible, la structure de la protéine 
doit être déformée (Figure 19 (C)).  

 

Figure 19. Snapshot de yAAC3 après ∼150 ns d’une simulation de 200 ns. (A,B) Vue de côté et de dessus de la 
dynamique conformationnelle des cardiolipines (les structures des cardiolipines observées à des intervalles de temps 
réguliers sont superposées les unes aux autres). (C) Représentation des sites pour lesquels des crosspeaks NOE sont 
observés en DPC (I14, I100, G118, G127, F220, L282, S292, Q298, M299, et I300). Les distances entre les extrémités 
des chaines acyles et la protéine dans sa forme native en membrane sont clairement incompatible avec les signaux 
NOE mesurés en DPC.   

II.3. Effet du DPC sur protéine p7 de l’appareil de réplication du virus 
HCV 

La protéine p7 appartient à l’appareil de réplication du virus de l'hépatite C (HCV).72 Celle-ci s’auto-
assemble pour former des viroporines, canaux multimériques, assurant un transport ionique à 
travers la membrane du réticulum endoplasmique. A ce titre, p7 est une cible privilégiée pour le 
développement de médicaments capable d’endiguer la réplication du virus HCV. Les 
caractéristiques structurelles du monomère p7 ne sont toutefois pas complètement comprises et 
restent l’objet de nombreuses discussions. En particulier, l'étude structurale de p7 n'a été réalisée 
que dans des environnements détergents, rendant l'interprétation des résultats expérimentaux 
difficile. Dans la littérature deux modèles s’affrontent, un dans lequel le monomère de p7 est décrit 
comme une épingle à cheveux beta,73 et l’autre dans lequel p7 a une conformation ouverte très 
inhabituelle.74 Nous avons utilisé les simulations de dynamique pour étudier la structure et la 
dynamique des différentes conformations de p7 (formes monomériques et hexamèrique) avec 
l’objectif de caractériser leur sens physiologique respectif (figure 20). Pour cela nous avons dans un 
premier temps étudié les monomères en bicouche phospholipidique et en micelles de DPC 
(dodecylphosphocoline), le détergent utilisé par Ouyang et Chou74 pour résoudre la structure 
ouverte de p7 par RMN/modélisation. Nos résultats montrent que la DPC favorise les structures 
ouvertes de p7, là où la conformation en épingle à cheveux est stabilisée par un environnement 
membranaire.75 En collaboration avec le groupe de RMN de J. Schnell à Oxford nous avons 
finalement démontré que la structure hexamèrique du canal construite avec la forme ouverte de p7 
était le résultat d’une deutération incomplète de l’échantillon utilisé pour les analyses RMN.76,77  
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l’activation de restreintes déduites des déplacements chimiques mesurés par RMN (prédiction 
TALOS+). (B,C,D) Agrégation de molécule de détergent (DPC) autour de yAAC après 1 µs de 
dynamique moléculaire, vues de côté (A), de dessus (B) et de coupe (D).  
 
S’opposant à nos conclusions, le groupe de J. Chou a publié une étude suggérant que le DPC 
n’altérait pas la capacité du transporteur AAC à se lier de manière spécifique aux cardiolipines 
(des phospholipides essentiels au fonctionnement de AAC) et qu’en conséquence ce détergent 
était tout à fait adapté aux études structurales de cette famille de protéines.  Nous avons réalisé 
des dynamiques moléculaires en présence de 3 cardiolipines (CLs) placées à leurs sites de 
liaisons (tels qu’observés en cristallographie aux rayons X). Nos trajectoires montrent que les 
têtes polaires des CLs restent parfaitement ancrées à leur site de liaison là où les chaines grasses 
de ces mêmes lipides sont très flexibles et très mobiles (Figure 2 (A,B)). Dans les spectres NOE 
obtenus en DPC, les signaux montrent également l’ancrage des têtes polaires mais reflètent une 
association très spécifique des extrémités des chaines grasses au côté cytoplasmique de la 
protéine (à l’opposé des sites des fixations des têtes polaires côte matriciel). La comparaison de 
nos trajectoires aux spectres NOE déterminés en DPC démontrent que pour être compatible, la 
structure de la protéine doit être déformée (Figure 2 (C)).  
 
 

C  
 

Figure 2: Snapshot de yAAC3 arpès ∼150 ns d’une simulation de 200 ns. (A,B) Vue de côté et de 
dessus de la dynamique conformationnelle des cardiolipines (les structures des cardiolipines observées 
à des intervalles de temps réguliers sont superposées les unes aux autres). (C) Représentation des sites 
pour lesquels des crosspeaks NOE sont observés en DPC (I14, I100, G118, G127, F220, L282, S292, 
Q298, M299, et I300). Les distances entre les extrémités des chaines acyles et la protéine dans sa forme 
native en membrane sont clairement incompatible avec les signaux NOE mesurés en DPC. 

 
b) Etude de la protéine p7 de l’appareil de réplication du virus HCV. 

 
La protéine p7 appartient à l’appareil de réplication du virus de l'hépatite C (HCV). Celle-ci 
s’auto-assemble pour former des viroporines, canaux multimériques, assurant un transport 
ionique à travers la membrane du réticulum endoplasmique. A ce titre, p7 est une cible 
privilégiée pour le développement de médicaments capable d’endiguer la réplication du virus 
HCV. Les caractéristiques structurelles du monomère p7 ne sont toutefois pas complètement 
comprises et restent l’objet de nombreuses discussions. En particulier, l'étude structurale de p7 
n'a été réalisée que dans des environnements détergents, rendant l'interprétation des résultats 
expérimentaux difficile. Dans la littérature deux modèles s’affrontent, un dans lequel le 
monomère de p7 est décrit comme une épingle à cheveux bêta, et l’autre dans lequel p7 a une 
conformation ouverte très inhabituelle. Nous avons utilisé les simulations de dynamique pour 
étudier la structure et la dynamique des différentes conformations de p7 (formes monomérique 
et hexamèrique) avec l’objectif de caractériser leur sens physiologique respectif (figure 9). Pour 
cela nous avons dans un premier temps étudié les monomères en bicouche phospholipidique et 
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Figure 20. (a, b) Défauts d’insertion de la forme hexamèrique de p7 proposes par le groupe de J. Chou dans une 
bicouche lipidique. Prédiction d’insertion par le serveur MEMPROTMD dans une bicouche de DDPC (a). Structure 
de p7 insérée dans une bicouche de POPC obtenue après une trajectoire de 100 ns. (b). D’importantes déformations 
de la membrane peuvent être observées conduisant à la présence de nombreuses molécules d’eau dans la partie 
hydrophobe de la bicouche. (c-e) Simulations du monomère de p7 dans 300 mM de DPC (ratio protéine : détergent = 
1). Deux simulations indépendantes de la forme entendue de p7 montrent que ~170 (c) and ~120 DPC (d) molécules 
de DPC complexent la protéine (c et e), contre ~100 molécules de DPC complexant la structure consensuelle en 
hairpine (e) (en accord avec les expériences de SEC-MALS (Size Exclusion Chomatography - Multi-Angle Light 
Scattering).  

Ci-après sont reproduits 4 articles illustrant mes travaux dédiés aux effets de détergents sur les 
structures des protéines membranaires : 

• Zoonens, M., Comer, J., Masscheleyn, S., Pebay-Peyroula, E., Chipot, C., Miroux, B. * & Dehez, F. * Dangerous 
Liaisons between Detergents and Membrane Proteins. The Case of Mitochondrial Uncoupling Protein 2. J. Am. 
Chem. Soc. 135, 15174–15182 (2013) 

• Holzmann, N., Chipot, C., Penin, F. & Dehez, F. * Assessing the physiological relevance of alternate architectures of 
the p7 protein of hepatitis C virus in different environments. Bioorg. Med. Chem. 24, 4920–4927 (2016). 

• Dehez, F., Schanda, P., King, M. S., Kunji, E. R. S. & Chipot, C. Mitochondrial ADP/ATP Carrier in 
Dodecylphosphocholine Binds Cardiolipins with Non-native Affinity. Biophys. J. 113, 2311–2315 (2017). 

• Kurauskas, V., Hessel, A., Ma, P., Lunetti, P., Weinhäupl, K., Imbert, L., Brutscher, B., King, M. S., Sounier, R., 
Dolce, V., Kunji, E. R. S., Capobianco, L., Chipot, C., Dehez, F., * Bersch, B. * & Schanda, P. * How Detergent 
Impacts Membrane Proteins: Atomic-Level Views of Mitochondrial Carriers in Dodecylphosphocholine. J. Phys. 
Chem. Lett. 9, 933–938 (2018). 
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L'ensemble des travaux de simulations présentés dans cette partie a permis d'établir de manière 
claire l'effet délétère du DPC sur les protéines membranaires composées d'hélices alpha et a permis 
de discriminer les structures non physiologiques de certaines protéines membranaires présentes 
dans la PDB. Un article de revue discutant de l'ensemble de cette problématique a été publié dans 
Chemical Review. 
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III. Les récepteurs canaux pentamériques activés par des ligands 

Le récepteur de la sérotonine 5-HT3 est un canal ionique pentamérique activé par un ligand 
(pLGIC).78 Il appartient à la grande famille de récepteurs qui fonctionnent comme des 
transducteurs de signal allostériques au travers de la membrane plasmique suite à la liaison de 
molécules neurotransmettrices aux sites extracellulaires.79 Ces récepteurs subissent des transitions 
conformationnelles complexes qui se traduisent par une ouverture transitoire d'un pore perméable 
aux ions.80,81 Les récepteurs 5-HT3 sont des cibles thérapeutiques pour les vomissements et les 
nausées, le syndrome du côlon irritable et la dépression.82 Les récepteurs 5-HT3 sont 
structurellement et fonctionnellement distincts des six autres classes de récepteurs 5-HT, qui 
appartiennent tous à la famille des récepteurs activés par les protéines G.83 En dépit de plusieurs 
structures pLGIC publiées dans la littérature, une vision d’ensemble claire des transitions 
conformationnelles impliquées dans la synchronisation du canal manque cruellement. Le groupe 
de Hugues Nury à l’IBS à grâce à la Cryo-microscopie électronique a résolu un ensemble de 4 
structures du récepteur complet de souris 5-HT3 en complexe avec le tropisétron (un antiémétique) 
avec la sérotonine, et avec la sérotonine et un modulateur allostérique positif, à des résolutions 
allant de 3.2 à 4.5 A ̊ (Figure 21). La structure liée au tropisétron ressemble à celles obtenues en 
présence d’un inhibiteur (nanobody) ou sans ligand. Les autres structures comprennent un état « 
ouvert » et deux états « intermédiaires » liés à un ligand. Grâce aux simulations numériques, nous 
avons pu accéder à des informations sur la dynamique de ces structures. Nous avons notamment 
établi les profils d'hydratation des pores et les profils d'énergie libre associés au passage d’ions, ce 
qui a conduit à la caractérisation des mouvements au niveau de la porte du canal et l'accessibilité 
des cations dans les pores. Ces résultats ont permis d’établir à un niveau de détail inédit les 
mécanismes d’activation des pLGIC ainsi que la topologie du site de liaison du ligand (Figure 22).84 

 

Figure 21. Structures représentant différents états conformationnels du récepteur 5-HT3 le long de son chemin 
d’activation, obtenues par Cryo-microscopie électronique. Une structure inhibée par le tropisétron (T), une structure « 
ouverte » par la sérotonine (ligand naturel de 5-HT3) (F) et deux structures intermédiaires (I1 et I2) observées en 
présence de sérotonine et d’un mélange sérotonine/TMPPAA (modulateur allostérique).  
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Figure 4: Structures représentant différents états conformationels du récepteur 5-HT3 le long de son 
chemin d’activation , obtenues par cryo-microscopie électronique. Une structure inhibée par le 
tropisétron (T), une structure « ouverte » par la sérotonine (ligand naturel de 5-HT3) (F) et deux 
structures intermédiaires (I1 et I2) observées en présence de sérotonine et d’un mélange 
sérotonine/TMPPAA (modulateur allostérique). 
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Figure 22. Caractérisation par dynamique moléculaire des différentes structures de 5-HT3 observées par Cryo-
microscopie électronique. (a) Profils de pores transmembranaires (HOLE) pour les trajectoires à partir de I1, F et I2. 
Dans chaque graphique, le profil de la structure Cryo-EM est représenté en noir, le profil moyen pendant la partie 
restreinte dans la couleur plus claire et le profil moyen au cours de la partie non restreinte (60-1 000 ns) de couleur 
plus foncée. (b) Potentiels de force moyenne associes à la translocation des ions K+ le long de l'axe des pores. L'encart 
représente le paysage 2D d'énergie libre en fonction de la position le long de l'axe des pores et de la direction radiale, 
orthogonale à celui-ci. Le profil d'énergie libre représenté a été moyenné sur 2,16 μs pour la structure I1 et sur 3,04 μs 
pour la structure F. (c) Instantanés représentatifs de l’hydratation des pores lors de la première partie restreinte (30 à 
60 ns) des simulations. Un pore déshydraté est observé pour les trajectoires T et I1, un pore complètement hydraté 
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pour la trajectoire F, alors que pour la trajectoire I2 est observé une alternance d’hydratation/déshydratation. (d) 
Instantané prélevé au cours de la trajectoire I2 montrant l’hydratation à l’extérieur du pore (représentation en surface 
(gauche) et en hélice (droite)) corrélée à l’hydratation à l’intérieur du canal.  

Ci-après sont reproduits 2 articles illustrant mes travaux dédiés aux canaux pentamériques : 
 
• Polovinkin, L., Hassaine, G., Perot, J., Neumann, E., Jensen, A. A., Lefebvre, S. N., Corringer, P.-J., Neyton, J., 

Chipot, C., Dehez, F., Schoehn, G. & Nury, H. Conformational transitions of the serotonin 5-HT 3 receptor. Nature 
563, 275–279 (2018). 

• Zarkadas, E., Zhang, H., Cai, W., Effantin, G., Perot, J., Neyton, J., Chipot, C., Schoehn, G., Dehez, F. * & Nury, 
H. * The binding of palonosetron and other antiemetic drugs to the serotonin 5-HT3 receptor. Structure, 28, 1131-
1140 (2020) 
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IV. Vectorisation Membranaire 

Un autre aspect essentiel du transport membranaire est la vectorisation de principes actifs au sein 
des cellules dans le but d’agir sur telle ou telle cible protéique.85 Les mécanismes d’association, de 
permutation de relargage à l’intérieur de la cellule restent à élucider.86 La diffusion de composés 
soit sous forme libre, soit attachés à des nanovecteurs à travers la membrane dépend de leurs 
propriétés physicochimiques, mais également de leur état de protonation. Ce dernier évolue en 
fonction de l’environnement immédiat du composé, et est largement méconnu dans le cas d’acides 
aminés approchant la membrane.  

 

Figure 23. Cycle thermodynamique utilisé pour déterminer le pKa d’un analogue de lysine à différentes profondeurs 
d’insertion dans la membrane. Les chemins horizontaux correspondent aux transformations alchimiques d’un analogue 
de lysine chargée en sa forme neutre. Les chemins verticaux correspondent à la diffusion de la forme chargée ou neutre 
le long de la normale à la bicouche.  

Nous avons grâce à des calculs d’énergie libre (potentiels de force moyenne et transformations 
alchimiques) prédit la probabilité de transfert d’analogues d’acides aminés en fonction de leur état 
de protonation (figure 23). Nous avons également caractérisé l’influence la nature de la membrane 
(effet des têtes polaires et des chaines grasses) sur le pKA des substrats et déterminé à quelle 
distance du centre de la membrane peut se produire la déprotonation d’un substrat donné. Nous 
avons ainsi pu proposer schéma complet qui permet de comprendre sous quelles conditions 
certaines fonctions chargées peuvent traverser des milieux hydrophobes tels que les membranes 
biologiques. L’étude thermodynamique a été complétée par une étude cinétique qui a permis de 
montrer que le transfert d’espèces comme les analogues de lysine bien que rare était un évènement 
rapide.87,88  

Ci-après est reproduit 1 article illustrant mes travaux dédiés à la vectorisation: 
 
• Bonhenry, D., Tarek, M. * & Dehez, F. * Effects of Phospholipid Composition on the Transfer of a Small Cationic 

Peptide Across a Model Biological Membrane. J. Chem. Theory Comput. 9, 5675–5684 (2013). 
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V. Champs électriques et membranes 

V.1. Modélisation d’une membrane biologique dans des « conditions 
physiologiques » 

L’objectif est de modéliser une membrane biologique sous l’effet d’un champ électrique généré par 
des fluctuations locales de concentrations ioniques, reproduisant ainsi un potentiel 
transmembranaire tel que ressenti par les membranes des cellules.89–91 Les quelques études publiées 
sur ce sujet utilisent en particulier un système de double bicouche permettant de casser la périodicité 
du système par la présence de bains séparés par les deux bicouches, et ainsi créer un défaut de 
charge dans un bain par rapport à l’autre.92 Une des faiblesses de cette approche est notamment de 
générer deux champs électriques de sens opposés agissant respectivement sur chacune des deux 
doubles couches. De plus, celle-ci nécessite l’utilisation de cellules de modélisation de tailles 
importantes couteuses en temps de calcul. Nous avons choisi de développer une approche plus 
séduisante pour modéliser ce type d’effet permettant notamment de s’affranchir de la présence de 
deux bicouches.93  

Nous avons dans un premier temps cassé la périodicité du système par l’introduction de « murs » 
de potentiel parallèles à la bicouche, perméables à l’eau mais pas aux ions, et situés à une distance 
égale de part et d’autre de la bicouche. De cette manière, la création de deux zones distinctes permet 
de générer deux bains où la répartition des charges peut être différente. Le potentiel 
transmembranaire (V) créé doit alors dépendre de la différence de charge nette (Q) entre les deux 
bains exprimés par unité de surface et de la capacitance (C) de la membrane étudiée : V = Q/C. 
Cette stratégie, bien qu’au départ prometteuse, s’est finalement avérée inefficace, le bain d’eau 
contenu en dehors de la zone des ions jouant le rôle de court-circuit et interdisant de fait à la 
membrane de se comporter comme un condensateur. La solution a été d’isoler les deux bains d’ions 
de part et d’autre de la membrane en introduisant une lame d’air suffisamment grande pour séparer 
les deux milieux. Un tel système permet de repartir les charges différemment de part et d’autre de 
la membrane sans qu’il y ait d’échange possible et sans que le « condensateur » - membrane ne soit 
court-circuité (figure 24). 

Nous avons ainsi construit plusieurs systèmes de ce type en faisant varier la concentration en ions 
(sodium et chlore) de part et d’autre de la membrane ainsi que la différence de charge nette entre 
les deux bains, la charge totale du système restant quant à elle nulle. Plusieurs dynamiques 
moléculaires de quelques nanosecondes chacune ont été réalisées. L’analyse des résultats montre 
que le potentiel transmembranaire calculé à partir des trajectoires est en accord avec celui prédit 
par la formule V = Q/C. Une des caractéristiques intéressantes des systèmes est la formation de 
couches parallèles à la membrane pour lesquelles les répartitions en ions sont très spécifiques. Cette 
méthodologie également appliquée à un système composé d’un nanotube de peptide cyclique inséré 
dans une membrane a permis d’observer un flux d’ions au travers du pore sans aucune application 
d’une force externe.93  
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Figure 24. Les ions au voisinage de la bicouche sont contenus par des « murs » de potentiels imperméables aux ions. 
(b) Carte de potentiel électrostatique générée pour un système dans lequel, les deux bains ioniques, portant une charge 
nette différente, sont séparés par une lame d’air.  

V.2. Électroporation 

L'électroporation, l'application de champs électriques pour modifier la perméabilité des membranes 
biologiques, est récemment devenu un outil clinique pour le traitement de divers cancers.94 La 
théorie actuelle d'électroporation suppose que la membrane est perméabilisée par la formation de 
pores hydrophiles conducteurs, stabilisées par un réarrangement de groupes de tête lipidiques.95 
Nous avons effectué des simulations de dynamique moléculaire de bicouches lipidiques chargées 
négativement soumis à des tensions enlevées transmembranaires. Nos données révèlent un 
processus d'électroporation jusque-là inconnu dans lequel de grandes colonnes d'eau conductrices 
d’ions sont formées au travers de membranes sans qu’elles ne soient stabilisées par des groupes de 
tête lipidiques à l'intérieur du noyau hydrophobe de la bicouche (figure 25).96 Bien que les étapes 
initiales de l'électroporation soient les mêmes pour des pores hydrophiles et hydrophobes, les 
seconds présentent un seuil d’électroporation plus élevé et une durée de vie réduite. L'existence de 
ces pores hydrophobes conteste la description théorique standard décrivant la création de pores 
dans les membranes lipidiques. Nos résultats montrent que le processus d'électroporation est 
modulé par la nature de la membrane ; celle-ci devant être prise en compte pour calibrer les 
protocoles médicaux reposant sur l’électroporation.  
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(a)   (b)     
 
 Figure 5: (a) Les ions au voisinage de la bicouche sont contenus par des « murs » 
de potentiels  imperméables aux ions. (b) Carte de potentiel électrostatique générée 
pour un système dans lequel,  les deux bains ioniques, portant une charge nette 
différente, sont séparés par une lame d’air. 

 
Nous avons ainsi construit plusieurs systèmes de ce type en faisant varier la 

concentration en ions (sodium et chlore) de part et d’autre de la membrane  ainsi que 
le différence de charge nette entre les deux bains, la charge totale du système 
restant quand à elle nulle. Plusieurs dynamiques moléculaires de quelques 



 152 

 

Figure 25. Vues instantanées de la formation de pores hydrophiles et hydrophobes sous l’effet 
d’un potentiel transmembranaire dans respectivement (gauche) une membrane de POPC (lipides 
zwitterioniques) et (droite) une membrane de POPS (lipides chargés négativement).  

Ci-après est reproduit 1 article illustrant mes travaux dédiés aux effets des champs électrique sur 
les membranes : 
 
• Dehez, F. *,  Delemotte, L., Kramar, P., Miklavčič, D. & Tarek, M. * Evidence of Conducting Hydrophobic 

Nanopores Across Membranes in Response to an Electric Field. J. Phys. Chem. C 118, 6752–6757 (2014). 
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Figure 12. Vues instantanées de la formation de pores hydrophiles et hydrophobes sous l’effet 
d’un potentiel transmembranaire dans respectivement (gauche) une membrane de POPC 
(lipides zwitterioniques) et (droite) une membrane de POPS (lipides chargés négativement).  

 
II.2.2. Calculs d’énergie libre. 

 
a) Analyse des calculs Free Energy Perturbation (FEP) 

 
L’estimation précise de différences d’énergie libre associées à de nombreux processus 
chimiques (solvatation, transfert, mutation, …) reste à bien des égards une des 
gageures actuelles de la modélisation. Une des stratégies les plus fréquemment 
employées pour calculer la différence d’énergie libre associée à une mutation 
alchimique est la perturbation thermodynamique (Free Energy Perturbation). Dans 
cette approche un système chimique 0 est lentement transformé réversiblement en un 
système chimique 1 le long d’un paramètre l à l’instar de ce qui a été dans le cadre 
du travail sur la solubilité. La différence d’énergie libre est calculée comme exp(−βΔA) 
= ⟨exp(−βΔU)⟩0 ou ΔU est la différence des énergies potentielles U(x,λ = 1) − U(x,λ =0) 
et⟨…⟩0 est une moyenne configurationnelle représentative de l’état de référence. La 
même différence d’énergie libre doit être estimée à partir de la transformation inverse 
de l’état 1 vers l’état 0, on parle alors de transformation bidirectionnelle. La 
combinaison des données aller-retour peut se faire par la méthode BAR (Bennet 
Acceptance Ratio) qui permet en pondérant (facteur w) les contributions des états 0 et 
1 de minimiser la variance σ2 de ΔÂ. 

 
Un des conditions de convergence du calcul est d’échantillonner à  λ donné les mêmes 
micro-états lors des transformations aller et retour. Cette condition se trouve remplie 
lorsque le recouvrement des distributions de probabilités, P0(ΔU) et P1(ΔU), 
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Chapitre 4 - Lésions et 
réparation de l'ADN 

Maintenir l'intégrité du génome des organismes vivants est fondamental pour assurer le bon 
fonctionnement des cellules. Cependant, l'ADN est constamment exposé à des menaces externes, 
telles que la lumière UV, les rayonnements ionisants, le stress oxydatif ou l’exposition à des agents 
chimiques externes qui peuvent générer une variété de lésions complexes de l’ADN, y compris la 
dimérisation de bases, l'oxydation ou les ruptures de brin. L'accumulation de lésions d'ADN dans 
les cellules peut in fine être responsable de la mort cellulaire et du développement de cancers ou 
encore de maladies associées au vieillissement. Les cellules ont développé des systèmes de 
réparation spécifiques qui reconnaissent la présence d'une lésion dans un grand bassin de 
nucléobases intactes et ensuite catalysent le processus de réparation. Il existe divers mécanismes de 
réparation sophistiques, comme la voie de réparation de l'excision nucléotidique (NER), adaptée à 
l'élimination des lésions complexes et volumineuses. Comparé aux mécanismes de réparation de 
l'excision de base (BER), le NER qui implique des complexes multiprotéiques est beaucoup moins 
caractérisé.  

I. Recombinaison homologue 

La réparation de l'ADN est essentielle pour la survie des cellules et le maintien de l'intégrité du 
génome.97 La recombinaison homologue est responsable de la réparation dans les cellules des 
cassures des double-brins d’ADN.98 Dans les bactéries, cette voie de réparation peut être effectuée 
par l'un ou l'autre des systèmes protéiques RecBCD et RecFOR.99 Un des complexes régulateurs 
important de la voie RecFOR est le complexe RecOR qui aide au recrutement de l’ADN par la 
protéine RecA, une protéine qui catalyse l’hybridation d’ADN simple brin avec de l’ADN double 
brin.100  En 2007 Timmins et al. ont résolu en l’absence d’ADN, la structure hexamèrique de RecOR 
de Deinococcus radiodurans.101 Toutefois, l’architecture compacte du complexe cristallisé ne 
permettait pas de faire d’hypothèse quant au mode d’association de l’ADN simple brin à la 
structure. Récemment les mêmes auteurs ont isolé dans des conditions de cristallisation identique 
une conformation « ouverte » de RecOR (figure 26). Grace à des simulations de dynamique, nous 
avons pu montrer qu’un simple brin d’ADN pouvait s’ancrer de manière robuste à l’intérieur de 
cette structure ouverte. Sur la base des simulations nous avons pu décrire le site de liaison de l’ADN 
et proposer une série des mutants dont la réalisation expérimentale a démontré la robustesse de 
notre prédiction. En l’absence d’ADN dans la structure nos résultats montrent que le complexe « 
respire » en passant spontanément de la forme « ouverte » à une forme de la structure « fermée ».101 
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Figure 26. Conformation (gauche) « fermée » et « ouverte » (droite) du complexe RecOR. Contrairement à la forme 
fermée, la forme ouverte peut aisément accueillir un simple brin d’ADN. Les deux protéines RecO sont représentées 
en sphères de van der Waals. Seulement deux des protéines constituant l’homotetramère de RecR sont représentées 
(surface transparente).  

II.  Lésions complexes de l'ADN 

Les lésions cluster de type apurinique/apyrimidinique (AP ; abasiques) de l’ADN produites par des 
radiations ionisantes sont de loin beaucoup plus cytotoxiques que ne le sont les lésions AP 
isolées.102 Des études expérimentales menées in vitro montrent pour des petits oligonucléotides 
que l’efficacité de réparation par les endonucléases du système BER (Base Excision Repair) varie 
fortement selon les positions relatives des sites abasiques sur les doubles brins d’ADN. Par ailleurs 
les protéines bactérienne (Nfo) (qui n’interagit que par l’intermédiaire d’un simple contact avec le 
site abasique de l’ADN) et humaine (APE1) (qui reconnait le site abasique de façon spécifique par 
l’intermédiaire d’une pince, et présente une interface d’interaction entendue avec l’ADN composés 
de résidus basiques) ont également un comportement très différent vis-à-vis des lésions AP (Figure 
27).103,104 

Pour rationaliser les efficacités de réparation des différentes lésions clusters, nous avons modélisé 
de façon systématique toutes les lésions étudiées expérimentalement. Nous avons réalisé des 
simulations de dynamique moléculaire non-biaisées, pour l’ensemble des brins doublement lésés, 
isoles dans un premier temps et en présence de la protéine APE1 dans un second temps. Pour les 
brins isoles nos résultats montrent que la déformation de l’ADN en réponse aux lésions cluster 
varie de faible à importante selon la position relative des deux sites abasiques. Pour seq-3, seq-1 et 
seq0, les simulations mettent en évidence des déformations importantes du double brin qui 
corrèlent parfaitement avec la faible réparation de ces lésions clusters observées expérimentalement 
(figure 27).105 
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En 2007 Timmins et al. ont résolu en l’absence d’ADN, la structure hexamèrique de 
RecOR de Deinococcus radiodurans. Toutefois, l’architecture compacte du complexe 
cristallisé ne permettait pas de faire d’hypothèse quant au mode d’association de 
l’ADN simple brin à la structure. Récemment les mêmes auteurs ont isolé dans des 
conditions de cristallisation identique une conformation « ouverte » de RecOR (figure 
12). Grace à des simulations de dynamique, nous avons pu montrer qu’un simple brin 
d’ADN pouvait s’ancrer de manière robuste à l’intérieur de cette structure ouverte. Sur 
la base des simulations nous avons pu décrire le site de liaison de l’ADN et proposer 
une série des mutants dont la réalisation expérimentale a démontré la robustesse de 
notre prédiction. En l’absence d’ADN dans la structure nos résultats montrent que le 
complexe « respire » en passant spontanément de la forme « ouverte » à une forme 
de la structure « fermée ».  

  
Figure 12: Conformation (gauche) « fermée » et « ouverte » (droite) du complexe RecOR. 
Contrairement à la forme fermée, la forme ouverte peut aisément accueillir un simple brin 
d’ADN. Les deux protéines RecO sont représentées en sphères de van der Waals. Seulement 
deux des protéines constituant l’homotetramère de RecR sont représentées (surface 
transparente). 
 

b) Lésions complexes de l’ADN. 
 
Les lésions cluster de type apurinique/apyrimidinique (AP ; abasiques) de l’ADN 
produites par des radiations ionisantes sont de loin beaucoup plus cytotoxiques que 
ne le sont les lésions AP isolées. Des études expérimentales menées in vitro montrent 
pour des petits oligonucleotides que l’efficacité de réparation par les endonucléases 
du système BER (Base Excision Repair) varie fortement selon les positions relatives 
des sites abasiques sur les doubles brins d’ADN. Par ailleurs les protéines bactérienne 
(Nfo) (qui n’interagit que par l’intermédiaire d’un simple contact avec le site abasique 
de l’ADN) et humaine (APE1) (qui reconnaît le site abasique de façon spécifique par 
l’intermédiaire d’une pince, et présente une interface d’interaction étendue avec l’ADN 
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Figure 27. Taux de réparation de lésions cluster composées de deux sites abasiques par les protéines de réparation 
bactérienne (Nfo) et eukaryote (APE1). Seq-5, seq-3, ... repèrent les différentes positions relatives des sites abasiques.  

Pour la protéine humaine, le comportement est sensiblement différent et seule la séquence +3 est 
mal réparée. Les simulations de dynamique moléculaire des complexes impliquant la protéine APE1 
et les différentes lésions clusters nous ont permis de comprendre la différence de comportement 
avec Nfo. Pour toutes les lésions clusters, sauf seq+3, la protéine APE1 en raison son interface 
spécifique avec l’ADN est capable de prévenir la déformation du double brin et de le maintenir 
dans une conformation adéquate pour la réparation. Dans le cas de seq+3, la position de la 
deuxième lésion induit une déstabilisation de la protéine qui se traduit par une ouverture de la pince 
reconnaissant le site abasique (figure 28) et une déstabilisation globale du complexe. 

 

Figure 28. Évolution temporelle de l’ouverture de la pince de la protéine APE1 en réponse à la lésion cluster seq+3, 
illustrant la déformation partielle de la protéine et la perte d’interactions stabilisantes.  
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III. Déformations structurales de l'ADN en réponse aux lésions 

Au niveau structural, la présence de lésions peut entrainer des modifications de la structure en 
double brins de l’ADN, modifications dont l’importance dépend fortement du type de lésion.106 
Dans ce contexte nous nous sommes intéresses à deux photolésions (une classe particulièrement 
délétère de défauts moléculaires) responsables de l'apparition d'une grande majorité de tumeurs 
malignes de la peau : le dimère de cyclobutane pyrimidine (CPD) résultant de la dimérisation de 
deux thymines ou cytosines adjacentes et la pyrimidine (6-4) pyrimidone (64-PP).107 CPD est une 
lésion bien plus abondante que 64-PP mais elle est dans le même temps beaucoup moins bien 
réparée par le NER, connu pour prendre en charge les lésions très déformantes. 64-PP dont la 
réparation est efficace est en revanche source d’erreurs de réplications. Les deux lésions entant 
toutes les deux très génotoxiques.  

Nous avons réalisé de longues simulations de dynamique moléculaire (~2 μs) en utilisant un 
protocole d’échange de répliques (parallel tempering)108 pour échantillonner la structure d’un brin de 
16 paires de base d’ADN en présence des deux lésions CPD et 64-PP. En particulier, nous avons 
mis en évidence une déformation structurelle très limitée induite par CPD, alors que 64- PP est 
caractérisée par un polymorphisme structurel complexe (Figure 29).109 Nos simulations permettent 
d’unifier les résultats structuraux expérimentaux ambigus obtenus par résonance magnétique 
nucléaire ou méthode de transfert d’énergie par résonance de Fo ̈rster110 pour les deux types de 
lésions et de rationaliser la résistance à la réparation de CPD d’un côté et les erreurs de réplication 
liée à 64-PP.  

 

Figure 29. Représentation de cinq conformations représentatives observées le long de la trajectoire de 2 μs d’un brin 
d’ADN en présence de la lésion 64-PP. La représentation schématique des d'interactions est donnée dans les figures 
du bas pour chaque conformation significative du polymorphisme conformationnel engendré par cette lésion (les cases 
vertes représentent les interactions π-stacking et les lignes bleues les liaisons hydrogènes). La valeur de l'angle de 
bending pour chaque conformère est indiquée entre parenthèses.  

Ci-après sont reproduits 2 articles illustrant mes travaux dédiés aux effets des champs électrique 
sur les membranes : 
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• Gattuso, H., Durand, E., Bignon, E., Morell, C., Georgakilas, A. G., Dumont, E., Chipot, C., Dehez*, F. & Monari*, 
A. Repair Rate of Clustered Abasic DNA Lesions by Human Endonuclease: Molecular Bases of Sequence Specificity. 
J. Phys. Chem. Lett. 7, 3760–3765 (2016). 

• Dehez, F.*, Gattuso, H., Bignon, E., Morell, C., Dumont, E. * & Monari, A. * Conformational polymorphism or 
structural invariance in DNA photoinduced lesions: implications for repair rates. Nucleic Acids Res. 45, 3654–3662 
(2017). 
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Chapitre 5 - Projets de 
recherche 

I. Dynamique conformationnelle de la protéase ClpP 

Les protéases caséinolytiques (ClpP) sont de grandes protéases cylindriques à sérines (environ 300 
kDa) présentes dans les bactéries et la plupart des eucaryotes.111 Bien que les ClpP soient capables 
de dégrader de petits peptides par elles-mêmes, une association avec leurs chaperones énergie 
dépendante (AAA+) est nécessaire pour dégrader des peptides et des protéines plus gros.112 Les 
ClpP jouent un rôle actif dans la survie et la virulence des bactéries pathogènes. Par conséquent, le 
développement de médicaments ciblant les ClpPs constitue une stratégie prometteuse pour lutter 
contre les bactéries multirésistantes.113–115 En outre, des indications selon lesquelles l'expression de 
ClpP mitochondriale est induite en réponse à un stress cellulaire, par exemple en conséquence de 
la genèse tumorale, souligne l’importance des protéases ClpP dans l’homéostasie des protéines 
eucaryotes. 

Dans son état fonctionnel, ClpP forme une structure complexe composée de deux anneaux 
heptamériques empilés face à face (Fig. 31).116 La libération des produits de dégradation se produit 
par l’ouverture dynamique de pores latéraux (Fig. 1a). Deux principaux états structuraux de ClpP 
ont été observés dans les structures cristallographiques117 : (i) un état comprimé dans lequel les deux 
cycles sont proches et la triade catalytique est dans un état de faible activité et (ii) une conformation 
active avec une triade catalytique idéalement positionnée. Cependant, plusieurs questions clés 
restent ouvertes concernant ces états et les transitions entre eux. (i) Les protéines non repliées 
entrent dans la chambre ClpP par la "région de déclenchement" N-terminale du domaine apical. 

set of biochemical/biophysical characterizations of functional catalytically active Thermus thermophilus ClpP; electron

microscopy (Fig 1e) shows the homogeneity of the protein. Furthermore, very encouraging MAS-ssNMR experiments (Fig. 1

d), demonstrate the feasibility to obtain atom-resolved information about dynamics and interactions. 

The ultimate goal of my work will be to study, with resolution of individual residues, the dynamics of ClpP in different states,

interacting with different effector molecules (ADEP, ACP) and inhibitors and thereby understand how allosteric

communication works in ClpP. To this goal, my first task is the assignment of NMR signals to residues; I have strong

experience with this work from my former research. I will produce adequately isotope-labeled samples, collect NMR data (to

complete the existing experiments), and if required iteratively produce more specifically labeled samples to obtain a most

complete and unambiguous assignment (see table for estimated timing). MAS-ssNMR dynamics experiments developed in

the host lab8 will be used to elucidate dynamics of ClpP-apo, in particular methods detecting μs-ms time scale motion and

allowing to study transient alternative states on the functionally relevant millisecond time scale, and dipolar order parameters,

I will perform different MAS-ssNMR experiments on TClpP at different stages in its functional cycle: (a) in the free form, (b)

using increasing concentrations (via titration) of antibiotic ADEP1 and ACP-compounds9 to gradually induce the open state of

ClpP; in the presence of (c) a non-hydrolyzable peptide analog and (d) diisopropyl fluorophosphate, an inhibitor that binds

specifically and covalently to ClpP active site's serine residue. I will be able to probe for the first time the N-terminal gate

dynamics hen these different activators/inhibitors bind (i.e. communication from the binding site to the remote gate).

Furthermore an “N-domain-less version” of ClpP will be constructed, and equivalent MAS-ssNMR experiments will unravel

the reverse path of communication between domains of ClpP and spatially distant parts. In addition to the atomic information

provided by NMR, EM will be used to obtain lower-resolution information of the envelope, which is more difficult to obtain

by NMR.

The proposed project will not only push the frontiers of NMR methodology (ClpP will represent one of the largest objects for

which atomic-resolution MAS-ssNMR dynamics data will be available), I also expect that the outcome to provide new insight

into the function of large enzyme assemblies, for which inter-domain communication is a key to their concerted action.

Figure 1: Schematic view of ClpP and feasibility data. (a) Side-view of the double-ring ClpP structure; four subunits are

shown as cartoons, the rest as smoothed surface. The flexible N-ter gate residues are not shown, because they are invisible in

the crystal structure. Top view of ClpP in the closed (b) and open, ADEP-bound (c) states. Note the distance between ADEP

binding site and affected pore region. (d) High-resolution MAS-ssNMR resonance assignment experiments of ClpP, providing

the basis for atom-resolved studies of dynamics. Top: Five different 3D correlation experiments required for assignment,

shown as 2D projections. Bottom: Comparison of N-CA spectra uniform (black) and residue-specific (red) labeling. (e)

Negative staining electron micrographs showing the integrity and homogeneity of ClpP samples (obtained in-house at IBS).

Form to be filled and transmitted via CEA Eurotalents website (applicant personal access), Page 2 / 5
Letter from the Foreign Host Laboratory to be scanned and sent, by e-mail, to eurotalents@cea.fr

Figure 30. Vue schématique des données ClpP et de faisabilité. Vues de côté (a) et de dessus (b) de la structure ClpP 
à double anneau dans les états fermé (b) et ouvert lié à ADEP (c). 
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La liaison d'une chaperone régulatrice chargé de substrat (c'est-à-dire d'une protéine à dégrader) à 
ClpP entraîne un changement de conformation de la région de déclenchement en une 
conformation ouverte. Récemment, il a été démontré que de petites molécules qui déclenchent 
l'ouverture de ClpP éradiquent les bactéries résistantes à d'autres traitements antibactériens, 
ouvrant ainsi la voie à une nouvelle génération d'antibiotiques. Bien qu'il existe des informations 
structurelles sur la liaison de l'ADEP à ClpP, on ne sait pas comment la transduction du signal 
allostérique des sites de liaison à la région de porte N-terminale se propage. Ces sites de liaison 
correspondent à ceux des co-chaperones, de sorte que la compréhension des effets allostériques 
induits par le médicament fournira également un aperçu mécaniste du fonctionnement de la 
machinerie biologique chaperone / protéase. (ii) Un autre processus allostérique intéressant mais 
insaisissable concerne la communication entre différents sites actifs. Lorsque le petit médicament 
bortezomib,118 qui se lie au site actif de ClpP, est ajouté en quantités sous-stœchiométriques, de 
sorte que seules quelques sous-unités de ClpP sont liées à un inhibiteur, les autres sites actifs de la 
structure du tétradécamère deviennent plus actifs, ce qui suggère un couplage allostérique les sous-
unités voisines de la protéase, par un mécanisme encore insaisissable.  
L’objectif est d’élucider les bases structurelles et dynamiques des divers états fonctionnels des 
protéases de ClpP, y compris le rôle de la transduction du signal allostérique lors de la liaison 
d'activateurs et d'inhibiteurs. Nous nous servirons des structures obtenues par Cryo-microscopie 
électronique de ClpP en complexe avec sa chaperone ClpX qui viennent juste d’être publiées.119,120 
Pour accéder aux transitions conformationnelles µs à ms, échelles de temps inaccessibles aux 
simulations standard tout-atome, nous utiliserons les algorithmes d'échantillonnage d'importance 
(par exemple, force de biais adaptative (ABF), échantillonnage général ou métadynamique). 
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I. Proposal’s context, positioning and objective(s) 
a. Objectives and scientific hypotheses 
 

Numerous processes in the cell depend on large molecular assemblies, which perform tasks 

as diverse as protein synthesis, protein degradation and chaperoning and enzymatic turnover 

of small metabolites. These “nano-machines” often rely on the orchestrated action of different 

subunits or different proteins forming a large entity. The long-range communications 

connecting distant parts to a functional unit are among the most intriguing and challenging 

phenomena of molecular-level biological systems. The central aim of this project is to provide 

insight into such long-range allosteric communications, combining state-of-the-art biophysical 

and structural approaches, with advanced in silico methods in a closely integrated manner.  
 

This project deals with the ClpP machinery, a protein that is part of the cellular “protein quality 

control” system, which ensures protein homeostasis in the cell, and comprises chaperones, 

unfoldases, proteases and peptidases.
1
 Molecular chaperones bind, protect and refold or 

unfold misfolded proteins, thus preventing their aggregation; proteins which need to be 

eliminated are processed by proteases and peptidases, often in concert with co-chaperones 

which unfold and deliver substrate proteins to the protease machineries. 
 

The caseinolytic protease (Clp) system is a paradigmatic case of a protease machinery, 

present in bacteria and most eukaryotes. Clp plays an active role in survival and virulence of 

pathogenic bacteria. Therefore, the development of drugs targeting ClpPs has recently 

emerged as a promising strategy to address multi-resistant bacteria.
2–7

 Furthermore, 

indications that mitochondrial ClpP expression is induced in response to cellular stress, e.g. 

as a consequence of tumor genesis, stresses the importance of ClpP proteases in eukaryotic 

protein homeostasis.
8,9

 

 

Figure 1: Schematic view of allosteric 

transitions in ClpP. Side view (A) of ClpP in 

its holo/active (top, 3MT6) and apo/inactive 

(bottom, 3QWD) conformations. Top view 

of the apo/inactive conformation (B). Addi-

tion of acydepsipeptide (ADEP, in red) 

resul-ting in conformations with ordered 

and disordered N-terminal loops, as obser-

ved in two independent crystal structures 

(C, 3MT6 and 3KTI, respectively).  

 

 

 
 

The Clp system comprises a protease enzyme unit (ClpP) associated with an auxiliary AAA+ 

chaperone
10

 (such as ClpX, ClpA and ClpC). The latter forms a hexameric ring-structure and 

is capable of unfolding proteins in an ATP-dependent manner by threading the polypeptide 

chain through its central pore.
11

 ClpPs are large cylindrical serine proteases formed by two 

head-to-head stacked heptameric rings with a total molecular weight of ca. 300 kDa for the 

14-mer (Figure 1). The tetradecameric structure forms a ca. 50 Å wide lumen with 14 active 

sites. The two adjacent rings are connected by the central a-helix E and a �b-strand, forming 

inter-ring interactions. The Ser-His-Asp catalytic triad active sites are harbored in the barrel’s 

inner lumen, in the vicinity of the central α-helix E. Different conformations of ClpP have been 

observed in crystal structures, including an extended conformation, in which the active site 

catalytic triad is optimally positioned for enzymatic activity, and compressed states, with 

misaligned catalytic triads. Thus, control of the activity can be achieved by a shift of the 

conformational state (extended vs. compressed).
12

 Proteins to be degraded can gain access 

to the catalytic chamber only through the axial pores, located at the poles of the tetradecameric 

barrel structure, but in the resting state these pores are occluded by the N-terminal loops of 

the protease (Figure 1B,C). By itself, ClpP has, thus, only limited peptidase activity, and is 
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capable of digesting only small peptides which enter the secluded proteolytic chamber via 
residual openings in the axial pores. This self-compartmentalized structure is a feature often 
encountered in the protein quality control machinery, providing the systems essentially 
“molecular sieve” properties, protecting the cell from uncontrolled protease activity. For 
processing larger polypeptides, the AAA+ chaperones are strictly required. Although no 
structural data at atomic resolution are available to date, a mechanism of this complex has 
been deduced from biochemical data. Furthermore, EM initially showed that hexameric ClpX 
rings stack coaxially onto one or both ends of the ClpP barrel to form singly- or doubly-capped 
structures.13–15 The physical interaction between the double-heptameric ClpP barrel with the 
hexameric chaperone is thought to result in an opening of the axial pores. Furthermore, binding 
is thought to trigger the rearrangement of ClpP from an inactive compressed state to an active 
extended state, which has a longer axial dimension and places the catalytic triad in an ideal 
geometry for catalysis. Thus, polypeptides are transferred through the unfoldase and the open 
axial pores into the lumen of the active protease for digestion. Transiently opening lateral pores 
have been proposed as exit routes of the produced amino acid degradation products.16 Thus, 
chaperone binding causes major conformational changes both in the axial pore and in the 
interface between the rings, transforming ClpP from its resting state to an active machinery. 
Intriguingly, binding of the chaperone at the distal axial binding sites appears to have a direct 
impact on the active site, and is capable of leading to the displacement of inhibitors bound to 
the active site.17 The mechanistic basis of these long-range communications, connecting 
chaperone-binding sites to the protease’s entry gate and active sites over distances of >20 Å 
remains unresolved. 
 

Dysregulation of the Clp system can cause major physiological defects in bacteria. In 
particular, acyldepsipeptide (ADEP), a natural peptide-based compound, has been shown to 
activate ClpP, converting it from a highly-regulated peptidase that can degrade proteins only 
with the aid of its partner AAA+ to an independent and unregulated protease. ADEP treatment 
was shown successful to be effective antibiotics for bacteria resistant to other treatments.2,5 
This finding placed ClpP among the promising new targets for antibiotic therapy and triggered 
intense research targeted towards deciphering the mode of action of these potential drugs. 
The binding sites of ADEP coincide with the putative interaction regions of the AAA+ 
chaperone, and drug binding thereby prevents the physiological interaction of the protease 
with its AAA+ chaperones. Furthermore, biochemical measurements show that binding 
induces an opening of the entry gates and increases the activity, thus mimicking the effects of 
chaperone-binding on the protease.14 Conflicting views of the structural arrangement of the 
gate region have been reported. However, the structure of the gate in the ADEP bound state 
has not been resolved unambiguously, and it remains unclear how this long-range 
communication is achieved between distant parts of the protein. Partner 2 has recently 
obtained further intriguing evidence for long-range communication in the ClpP protease. 
Binding of an inhibitor (bortezomib) to the active site of the protease at non-saturating 
concentrations leads to activation of the protease through (i) opening of the axial pores and 
(ii) enhanced catalytic efficiency at the unbound catalytic sites of neighboring ClpP subunits 
through promotion of the active extended conformation of the barrel (further outlined in section 
I.b). 
 

The main aim of this project is to understand the structural, dynamical and mechanistic basis 
of long-range communications in ClpP proteases. To this end, we integrate a wide panel of 
data, ranging from biochemical activity measurements through crystallographic and electron-
microscopy (EM) structures to atomic-resolution NMR data of dynamics and interactions, 
overall long-range structural views in solution provided by small-angle X-ray scattering 
(SAXS), and advanced in silico modelling through MD simulations. We will address the severe 
challenges associated with the study of such a large and dynamic protein assembly by novel 
developments of both experimental and computational approaches. We anticipate that this 
project will generate key new insights into long-range communications in large protein 
machineries. Through the mechanistic understanding of the action of ClpP activators and 
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II. Dynamique fonctionnelle des canaux pentameriques 

II.1. Les récepteurs 5-HT3 

L'intérêt pour la pharmacologie des récepteurs 5-HT3 est apparu conjointement à l’utilisation des 
chimiothérapies (par exemple, le cisplatine approuvé en 1978 pour les cancers de l'ovaire et du 
testicule). La dissection des caractéristiques du récepteur 5-HT3 et la découverte de ligands 
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communication is achieved between distant parts of the protein. Partner 2 has recently 
obtained further intriguing evidence for long-range communication in the ClpP protease. 
Binding of an inhibitor (bortezomib) to the active site of the protease at non-saturating 
concentrations leads to activation of the protease through (i) opening of the axial pores and 
(ii) enhanced catalytic efficiency at the unbound catalytic sites of neighboring ClpP subunits 
through promotion of the active extended conformation of the barrel (further outlined in section 
I.b). 
 

The main aim of this project is to understand the structural, dynamical and mechanistic basis 
of long-range communications in ClpP proteases. To this end, we integrate a wide panel of 
data, ranging from biochemical activity measurements through crystallographic and electron-
microscopy (EM) structures to atomic-resolution NMR data of dynamics and interactions, 
overall long-range structural views in solution provided by small-angle X-ray scattering 
(SAXS), and advanced in silico modelling through MD simulations. We will address the severe 
challenges associated with the study of such a large and dynamic protein assembly by novel 
developments of both experimental and computational approaches. We anticipate that this 
project will generate key new insights into long-range communications in large protein 
machineries. Through the mechanistic understanding of the action of ClpP activators and 
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inhibitors, the foundations laid out by this project may enable the development of future 
antibiotic drugs that integrate the structural and dynamic properties of this machinery. 
 

The aims of the ProteaseInAction are: 
 

- To gain new insight into allosteric transitions in proteases, integrating structural biology with 
computational biophysics. 

- To characterize the modulation of such allosteric transitions by drugs. 
- To unravel the three-dimensional organization of proteases with their chaperones.   
- To push beyond the current state of the art experimental and theoretical methods for the 

investigation of large, highly dynamic protein complexes.  
 

b. Originality and relevance in relation to the state of the art 
 

The Clp protease system is among the interesting antibacterial drug targets to emerge in the 
past decade2,3,5,6,18 and a paradigmatic case of a self-compartmentalized oligomeric enzymatic 
assembly. It has been extensively characterized from a functional and structural point of 
view.19 Activity measurements with the Clp protease system are readily performed by 
degradation assays of chromophore/fluorophore-labeled substrate protein (Figure 2A), and 
such biochemical data have provided functional insights early on.20–22 Such measurements 
have revealed that ClpP, the protease unit, is in isolation a very ineffective enzyme, able to 
digest only very small peptides, while cleaving unstructured polypeptides larger than 20–30 
residues very slowly,23 which, as known since the first crystal structure24, is due to the axial 
pore architecture. Only in conjunction with the cognate AAA+ co-chaperone larger substrates 
can be digested. Early studies have established that the peptidase activity of ClpP was 
inhibited by diisopropylfluorophosphate,22 which covalently binds to the serine in the active 
site.19,20 Additionally, as outlined above, the protease activity is dramatically enhanced by 
acyldepsipeptide (ADEP), but also by the unrelated ACP (activator of cylindrical proteases) 
compounds.25 While studies of ClpP have been reported by many groups, much less is known 
about its cognate co-chaperones (ClpX, ClpA, ClpC). The production of these proteins tends 
to be more challenging. Crystallization of oligomeric AAA+ proteins is hindered by 
conformational heterogeneity of the individual AAA+ domains, as exemplified by the presence 
of only two atomic structure of a complete hexameric AAA+ protein that of p9726  and the 
ClpC/MecA complex.27 The situation is additionally complicated by the fact that the AAA+ 
chaperones can also exist in a “resting” state, as shown very recently.28 Partner 2 has been 
able to produce M. tuberculosis ClpC, and found indeed the presence of large oligomeric 
structures, resembling the resting state.29 To date, the ClpP/AAA+ complex has not been 
observed structurally. 
 

In contrast to the co-chaperone, the protease unit, ClpP has been studied extensively by X-
ray crystallography, with over forty crystal structures deposited to date. The available 
structures all show the two stacked rings but the length of the barrel varies: the available 
structures adopt either an active extended conformation with intact Ser-His-Asp catalytic triad 
or in compressed state, which is ca. 20 Å shorter in the axial dimension and a disrupted 
catalytic triad. While X-ray crystallographic structures have been of central importance to the 
understanding of the architectural principles of ClpP and the structural changes between the 
different active/inactive states. However, the case of the N-terminal gating region is still subject 
to debate, and shows the limitations of studying proteins in a crystalline environment, as 
outlined by a few recent structures of apo and ADEP-bound states. Functional activity 
measurements have unambiguously shown that in the apo state the gate regions are closed, 
but their structure at the atomic level is less clear. In an E. coli ClpP structure by Bewley et 
al.,30 one ring had seven nearly completely resolved loops in various orientations that 
essentially closed off the axial channel, while the opposite ring of the ClpP particle in the same 
crystal had disordered N-terminal loops. Other crystal structures showed an N-terminal hairpin 
structure often with an unresolved loop connecting the two β-strands. The diversity of loop 
conformations is likely associated with the exposed location of the poles of the barrel, which 
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spécifiques ont ensuite progressé parallèlement. Au moment de leur découverte dans les années 
1980, les premiers antagonistes compétitifs étaient décrits comme «les médicaments les plus 
puissants de toutes les classes pharmacologiques décrites à ce jour» et moins de dix ans plus tard, 
la recherche antiémétique121,122 sur 5-HT3 était aboutie pour l’industrie pharmaceutique avec la mise 
sur le marché de nombreux médicaments à succès cliniques (famille des -sétrons). 

Le mode d'action moléculaire des antiémétiques a été étudié de manière approfondie par des études 
de liaison et d'électrophysiologie, tandis que des études structurales sur des protéines modèles 
solubles ont proposé des poses approximatives pour les médicaments liés. Récemment, les 
structures Cryo-EM du récepteur 5-HT3 ont révélé les conformations de l'état apo, de l'inhibition 
liée au tropisétron et de deux états liés à la sérotonine.84 Cependant, la résolution limitée de la 
structure du tropisétron a empêché une analyse approfondie du site de liaison. Sur la base de 
nouvelles structures obtenus par nos collaborateurs Grenoblois, nous avons étudié de manière 
systématique l’association des -sétrons au récepteur 5-HT3 par dynamique moléculaire pour établir 
les bases moléculaires de l’effet de ces médicaments et caractériser les différences dans les modes 
d’actions.123  Par la suite, je souhaite poursuivre le travail entrepris sur les interactions 
médicaments/récepteur  5-HT3 en m'intéressant à une autre molécule, la vortioxetine , utilisée 
pour traitres les 5-HT3 épisodes dépressifs caractérisés.124 Cet antidépresseur a été très récemment 
autorisé sur le marché (2018 pour les USA, 2020 pour la France). A l'inverse des inhibiteurs de la 
recapture de la sérotonine, la vortioxetine (VTX) une activité multimodale ciblant les récepteurs 5-
HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT3, 5-HT7 et le transporteur de la sérotonine. Le VTX est un ligand 
atypique avec des effets à la fois agonistes et antagonistes. Plus précisément, la liaison au VTX 
induit une activité initiale suivie d'une inhibition apparemment persistante et insurmontable de la 
stimulation agoniste ultérieure,125–127 faisant ainsi agir le VTX comme un antagoniste fonctionnel 
dans des conditions d'équilibre. Cet effet inhibiteur a été supposé refléter que le VTX induit et 
stabilise un état désensibilisé non conducteur du récepteur humain. Un autre aspect énigmatique 
du VTX est que ses effets diffèrent nettement entre les récepteurs 5-HT3A d'espèces étroitement 
apparentées. Plus précisément, l'activité agoniste observée au niveau du récepteur 5-HT3A humain 
est absente pour le récepteur 5-HT3A du rat. 

 

 

Figure 31. Structure des -sétrons, chaque conformation accessibles est représentée par son un code couleur différent. 

Distribution of dihedral 

Distribution of dihedral 
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La dynamique du récepteur 5-HT3 est régie par les sous-unités qui le composent, la nature du ligand, 
le site de liaison considéré, ou encore la composition ionique de l’environnement, elle peut 
également être influencée par la composition lipidique de la membrane plasmique qui conditionne 
ses propriétés physiques, notamment sa fluidité. En effet, les proportions des différents lipides qui 
la composent varient suivant les tissus. Le cholestérol est un lipide connu pour avoir une influence 
sur la rigidité de la membrane plasmique, ainsi que pour sa capacité à se lier directement à certains 
récepteurs pour en moduler l’activité. En particulier des récepteurs comme le récepteur à 
l’acétylcholine ou au GABA, des récepteurs ionotropes qui possèdent une architecture 
pentamérique relativement proche du 5-HT3R, sont également affectés par les modifications du 
taux de cholestérol membranaire, ce qui suggère que cela pourrait également être le cas avec cet 
objet d’étude. Nous souhaitons caractériser l’association spécifique de molécules de cholestérol au 
canal 5-HT3 par le biais de simulation de dynamique moléculaire tout-atome mais également en 
utilisant des modèles gros-grains, qui grâce aux échelles de temps plus longues qu’ils permettent 
d’atteindre, devrait nous permettre d’identifier les éventuels acides aminés de la surface du 
récepteur capables de liés spécifiquement le cholestérol. 

Enfin, fort de la connaissance des structures représentants différents états conformationnels le long 
du chemin d’activation de 5-HT3, nous envisageons de mettre en œuvre des algorithmes 
d’échantillonnage préférentiel pour décrire au niveau atomique les chemins de transition 
conformationnelle et révéler le réseau de communication allostérique sous-jacent à la fonction de 
cette protéine. 

II.2. Les récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine 

Les récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine (nAChR) assurent une communication synaptique 
rapide au niveau des synapses neuronales et des jonctions neuromusculaires. Ils sont impliqués 
dans de nombreux troubles neurologiques allant des syndromes myasthéniques à la maladie 
d'Alzheimer, et jouent un rôle central dans la dépendance à la nicotine. Le Torpedo nAChR est le 
membre prototypique de la superfamille de canaux ioniques pentamériques ligand-dépendants 
(pLGIC) qui comprend à la fois les nAChR musculaires et neuronaux, ainsi que les récepteurs de 
la sérotonine (5-HT3), du GABAA et de la glycine. Depuis 2015, les progrès rapides de la cryo-
EM ont conduit à une croissance explosive de notre connaissance structurale des pLGICs révélant 
des détails fins concernant la liaison des médicaments 128, etc., ainsi que divers instantanés dans le 
paysage conformationnel.84,129,130 Les nAChR neuronaux 𝛼4𝛽2 et 𝛼3𝛽4 ont été résolus dans des 
états liés aux agonistes.131,132 Au cours de la dernière année, trois conformations du nAChR 𝛼7133 et 
un état inhibé du nAChR Torpedo134 ont également été publiés. L'explosion de nouvelles structures, 
cependant, n'a pas encore livré une image unificatrice de la façon dont la liaison d'un agoniste 
engendre la transition d'un pLGIC dans son état de repos vers des conformations ouvertes et 
finalement désensibilisées. Un facteur qui entrave notre compréhension du mécanisme de 
fonctionnement de pLGIC est la difficulté d'attribuer à une structure donnée un état physiologique. 
Par exemple, on ne sait toujours pas comment la plus faible constriction des pores au niveau d'un 
résidu chargé négativement observée dans le nAChR lié à agoniste désensibilisant, altère la 
perméation des ions.135 
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Pour aider à caractériser les différents états conformationnels des récepteurs nAChR, nous avons 
commencé à étudier par dynamique moléculaire l'ensemble des structures disponibles dans des 
environnements membranaires. Nous nous sommes concentrées sur les conformations présentées 
comme désensibilisées. Des simulations à l'équilibre ont dans un premier temps pu établir que des 
structures de divers récepteurs, pourtant extrêmement similaires, avaient un comportement très 
différent stables au cours du temps, certaines restant table, d'autres étant marquées par un collapse 
du pore hydrophobe.  Nous avons réussi à montrer que ce collapse pouvait être prévenu par 
l'incorporations de lipides au niveau du pore, un modèle supporté par les traces de densité 
observées au niveau du pore par les cartes de densité électronique obtenues par cryo-EM (Figure 
32). 

 
Figure 32. Conformations et hydrataion du pore. a. Vues latérales des hélices M2 de nAChRapo (les deux sous-
unités de premier plan sont supprimées) avec des résidus face aux pores représentés sous forme de sphères (jaune 
hydrophobe, vert polaire, bleu chargé négativement). Le diamètre du pore accessible aux ions et aux molécules d'eau 
(calculée par CHAP) est indiquée par un contour noir. b. Superposition des diamètres du pore nAChRapo (bleu) et 
nAChRcarb (vert). La superposition montre la nette différence au niveau de la porte supérieure et la similitude au 
niveau -1'. c. Vues latérales des hélices M2 de nAChRcarb, avec vues de face tronquée au niveau de la constriction 
inférieure des pores. d. Vue latérale de la carte nAChRcarb (la densité autour des deux sous-unités de premier plan 
est supprimée) avec la densité observée à l'intérieur du pore en gris e. Instantané des hélices M2, pris lors d'une 
simulation MD de nAChRcarb avec 3 molécules POPC dans le pore. La densité moyenne des molécules POPC est 
indiquée. f. Vue latérale des hélices M2, prises lors d'une simulation MD de nAChRcarb, à 50 ns où les contraintes 
aux structures expérimentales sont toujours appliquées (à gauche) et à 600 ns après relaxation (à droite). Les 
molécules d'eau sont représentées par des sphères. g. Profils de densité d'eau, d'ions sodium et de POPC le long de 
l'axe du canal, lors d'une simulation MD de nAChRcarb seul (en haut, la ligne pointillée indique la libération de 
contraintes sur le pore) et lorsque 3 molécules de POPC sont ajoutées dans le pore (en bas).  

Nous sommes en train de mettre en œuvre de simulations d'électrophysiologie computationnelle 
et des potentiels de force moyenne pour caractériser l'état de conductance des conformations dites 
désensibilisées, a priori non-conductrice. 
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II.1. Les canaux pentamériques d'insectes 
Projet ANR 2021-2025  
Molecular mechanism of insecticide action at pentameric receptors 

 

I. Context, positioning and objectives

a. Context and objectives

Insecticides in the anthropocene
Pest control is a central component of agriculture. Neonicotinoids (neonic), for instance, are hugely
successful insecticides: they kill insects efficiently, have good systemic activity and relatively low toxicity
in mammals1. Imidacloprid was the first neonic to be marketed, in 1990. And for a while, things appeared
to go well. A 2008 review entitled “Neonicotinoids – from zero to hero”2 , cited over 700 times, never
mentioned the words ‘bee’ or ‘pollinator’ or ‘beneficial’, reflecting that environmental concerns were
far from central a decade ago. The section on resistance conveyed an optimistic tone, as exemplified
by “Imidacloprid has proved remarkably resilient to resistance development, and cases that have
been reported are still relatively manageable“. Things changed, however. In a recent review, the
same author acknowledges that resistance to insecticides has become an “extremely serious problem
requiring a proactive approach”3 (see figure). The impact on ecosystems is also daunting: insecticides
play a role in the decline in global insect populations4. Regulations were taken in Europe to ban
pesticides deemed too poisonous for the environment, including some neonics. Yet, bans have been
challenged—and in somes cases reversed, as for the sugar beet culture in France in 2020. In a time
when agricultural yields should improve by 50% to feed the world population by 2050, the limited
understanding of the molecular
mechanism of operation of insecticides
hampers the development of less toxic,
more specific compounds.
Left: illustration of the decline of insects
(National Geographic cover of the work of
Hallmann et al.). Right cumulative increase in
the number of: species resistant to insecticides
(blue) insecticides (purple) or GMO traits (red)
for which resistance has been reported 5.

Few molecular targets correspond to a large share of insecticides
Clinical drugs targeting human ion channels represent only a low 10% of all
drugs (and much less in value share). In stark contrast, insect ion channels,
which are key players of the central nervous system and of muscle
excitability, are the main molecular targets of neurotoxic insecticides,
reaching up to ~70% of insecticide market value1. Moreover, only a
restricted number of channels are targets. The worldwide insecticide sales
market is currently dominated by products that target just five ion channels

(green and blue on the diagram from3), two of them being at the core of the proposed research: the
nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) and the type A ɣ-aminobutyric acid receptors (GABAARs).
Compounds targeting nAChRs are largely dominated by neonics, which are competitive modulators
(market share of ~25% out of the 29% share for all compounds targeting nAChRs, which corresponds to
~5 billion USD in 2019), but also comprise newer fluorinated antagonists, allosteric modulators, and even
the first commercial peptidic insecticide. GABAARs also possess a rich pharmacology of older and newer
insecticides involving a distinct molecular mechanism6: fipronil (banned for agricultural use, albeit
authorized for veterinary use) is a non-competitive antagonist, whereas fluralaner and broflanilide (the
latter authorized in Australia and Canada in 2020) are two allosteric modulators targeting different
sites1,3,6). While resistance to older insecticides targeting GABAARs has been linked to mutations in
residues of the pore, resistance to neonicotinoids is more commonly due to overexpression of metabolic
enzymes than to nAChRs mutants or variants.
GABAARs and nAChRs represent only a small sample of insect synaptic channels (e.g., the bee genome
contains 103 genes encoding ion channel subunits) that also include channels known to be either
targets for medicine in humans (e.g., CaV channels) or targets of venoms. However, those ion channels
have been little studied in insects, and their genetic or pharmacological profiles have not been

Page 2
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thoroughly characterized (except in Drosophila). We, therefore, focus the proposed research on
GABAARs and nAChRs both because they are important targets of insecticides, and because their genes
and subunits are sufficiently characterized.

Pentameric ligand-gated ion channels
GABA and acetylcholine are, respectively, the major inhibitory and excitatory
neurotransmitters in the invertebrate nervous systems. Together they influence
locomotion, olfactory learning, control of sleep, aggression and memory formation.
GABAA and nACh receptors belong to the pentameric ligand-gated ion channel family
(pLGIC). The main RDL subunit of GABAARs can form homopentamers and is generally
encoded by one or a few genes (1 in the bee, 4 in the Varroa destructor, see example
in the figure). nAChRs are most often heteropentamers containing 3 or more different
subunits (there are 10 subunit genes in the Drosophila, 11 in the bee). pLGICs function
as  allosteric signal transducers7 across the plasma membrane: upon binding of
neurotransmitter molecules, the receptors undergo complex conformational transitions,
which result in transient opening of an intrinsic transmembrane channel8. In mammals,
the mechanistic details of these processes have been investigated over decades of

pharmacology, electrophysiology9,
mutagenesis and recently in multi-state
structural studies10,11 (including work of P1 and P3). By
contrast, no structure of any insect receptor is available,
and insect nAChRs carried the reputation of being
impossible to express only a year ago. Not even the
subunit composition of native nAChR pentamers is known!

The Pesti-Penta project aims to understand, in molecular terms, how insect GABAA and nACh
receptors (two major insecticide targets) operate and how they respond to insecticides. To establish
this understanding, Pesti-Penta will combine cryoelectron microscopy (cryoEM) , molecular dynamics
(MD) and electrophysiology to:

● Functionally characterize representative insecticides using electrophysiology, at the
whole-cell and single-channel level, and including mutants in the binding pockets;

● Express, purify and image by cryoEM a few receptors in complex with representative
insecticides;

● Characterize the dynamics of insecticide recognition using MD simulations and decipher the
allosteric transition underlying receptor activation.

Page 3

c. Methodology and risk management

In order to understand how insect GABAA and nACh receptors operate at the molecular level, we
propose a work program consisting of four interdependent tasks. These tasks will be undertaken for
several target receptors, with various levels of gain/risk ratios, to maximise the chances of success. For a
given receptor, we will:

● Characterize the functional activity of insecticides
● Express, purify and image it by cryoEM in different conformations
● Model ligand binding dynamics and the allosteric transition underlying receptor activation
● Perform proof-of-concept screening of biologics on the purified receptor

Below, we describe each task in detail, insisting on what we think makes them feasible and what pitfalls
and alternatives may exist.

A realistic but diverse set of target receptors
In a structure-function-dynamics project like ours, the choice of targets is a critical parameter. Too few
targets, and the risk is that none will prove amenable to structure resolution. Too many, and the risk is to
advance none of them enough, or that the project is deemed overly ambitious with respect to time and
funding. Targets are listed in the following table.

Receptors Examples of insecticides

GABAARs Apis mellifera RDL
Acyrthosiphon pisum RDL1
Varroa destructor RDL1
Varroa destructor RDL2
Varroa destructor RDL3

Dieldrin, Fipronil, Fluralaner
Lotilaner, Broflanilide, ...

nAChRs Apis mellifera 𝛼5 + chaperones
Apis mellifera 𝛼7 + chaperones
Apis mellifera 𝛼1, 𝛼2, 𝛽1, 𝛽2 + chaperones
Bumblebee 𝛼1, 𝛼2, 𝛽1, 𝛽2 + chaperones
Drosophila 𝛼1, 𝛼2, 𝛽1, 𝛽2 + chaperones

Imidaclopride, Triflumezopyrim,
𝜔/𝜅-hexatoxin-Hv1a , ...

Targets were selected using multiple criteria: biological and ecological relevance, balance between
pest and beneficial species, balance between gain and risk, existence of preliminary characterization.
For instance, P2 has established that homomeric 𝛼5 and 𝛼7 nAChRs are functional (see figure page 4)
and we include them in the list as targets of intermediate difficulty, between homomeric GABAARs and
heteromeric nAChRs. Including both GABAARs and nAChRs, belonging to two different pLGIC
subfamilies, is rather an advantage. It permits us to balance our target list between less risky homomers
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replacing—the intracellular domain of the 5-HT3 receptor (e.g fluorescent proteins, BRIL). Such fusions
could also be transferred to insect receptors, and used to break the symmetry, with the possible addition
of a binder targeting them, as demonstrated on the α4β2 nAChR fused to BRIL33

Task 3 - Modeling and Simulations

3.1 Corpus of 3D structures of GABAARs and nAChRs.
The main thrust of this work package is to establish a corpus of three-dimensional structures of both
GABAARs and nAChRs for the targets detailed in section c.Methodology and risk management. Our goal
is to build for each receptor a set of structures for both beneficial and pest insects (e.g., apis melifera,
varroa destructor, and bumblebee) representative of different conformational states along the
activation pathways bound or not to insecticides (e.g., Dielhdrin, Fipronil, Fluralaner, Broflanilide for
GABAARs and Imidaclopride, 𝜔/𝜅-hexatoxin-Hv1a for nAChRs). We will resort to a hybrid strategy that, on
the one hand, will incorporate to our corpus any 3D structure produced in the course of the project, and
on the other hand, will rely on model structures built by homology for targets identified as good
candidates for structure-dynamics-function studies in Tasks 1 and 2. It is clear that resolving 3D structures
of insect receptors will bring our ensemble of structures to a level of precision way above modeling
studies published so far, allowing us to study the allosteric transition underlying the activation of these
channels at an unprecedented level of detail. The risk of lacking specific structural data for insect
receptors is, however, counterbalanced by all known 3D structures of homologous receptors (GluCl,
GlyR, human GABAAR with sequence identity ~40-50 %), whose number has grown significantly over the
past 2-3 years.
In practice, we will resort to a multiple-target homology approach as implemented in the MODELER
package. We will first consider GABAA RDL receptors from beneficial and pest species from which P2 has
preliminary functional data11,12 and pursue with nAChR and for GABAAR that will exhibit good expression,
pentameric state after purification, reproducible currents, etc... along Tasks 1 and 2. The series of
insecticides considered in our project will be systematically docked (through a flexible docking
procedure as available in AutoDock) at the orthosteric binding sites (well-conserved among homologs)
and at the allosteric binding sites (less-conserved and requiring probably structural information of Task
2.3). The ensemble of structures will evolve dynamically and incorporate any new structural data
produced in the course of the project (improving homology models and/or replacing them whenever
possible).

3.2 Multi-µs equilibrium MD simulations
The main objective pursued in this task is to provide at the molecular level an in-depth analysis of the
dynamics of the different insect receptors considered herein in a
physiologically meaningful environment. More specifically we will
supplement the static structural corpus established in the previous
task by means of a series of multi-µs all-atom MD simulations for all
receptors embedded in a model lipid bilayer. All together,
molecular-assays encompassing the pentameric channels, lipids,
cholesterol, water, ions and neurotransmitters amount to ~240,00
atoms (see figure of a prototypical pentameric channel (here
Torpedo fish nAChR in 3:1:1 POPC:POPA:Cholesterol bilayer with
150mM NaCl) for which we can produce up to 100 ns/day on one
GPU (last generation) with the new version of NAMD34. It will allow
establishing further the relevance of the corresponding structures in a
proper environment at physiological temperature and pressure. MD
trajectories of receptors in complex with inhibitors and allosteric
modulators will provide a strong asset toward deciphering insecticide
binding interfaces. Residues identified as crucial for the association
will be systematically mutated and their effect on the receptor
function characterized by means of electrophysiology experiments in
Task 1. Such a synergetic theory-experimental work is anticipated to
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III. Compaction et reconnaissance de l’ADN lésé 

Maintenir l'intégrité du génome des organismes vivants est fondamental pour assurer le bon 
fonctionnement des cellules. Cependant, l'ADN est constamment exposé à des menaces externes, 
telles que la lumière UV, les rayonnements ionisants et le stress oxydatif, qui peuvent générer une 
variété de lésions complexes d'ADN, y compris la dimérisation de bases (figure 33), l'oxydation ou 
les ruptures de brin.136 L'accumulation de lésions d'ADN dans les cellules peut in fine être 
responsable de la mort cellulaire et du développement de cancers ou encore de maladies associées 
au vieillissement.44 Les cellules ont développé des systèmes de réparation spécifiques qui 
reconnaissent la présence d'une lésion dans un grand bassin de nucléobases intactes et ensuite 
catalysent le processus de réparation. Il existe divers mécanismes de réparation sophistiqués, 
137comme la voie de réparation de l'excision nucléotidique (NER), adaptée à l'élimination des lésions 
complexes et volumineuses. Comparé aux mécanismes de réparation de l'excision de base (BER), 
le NER qui implique des complexes multiprotéiques est beaucoup moins caractérisé. Chez les 
procaryotes, le NER repose sur les protéines Uvr.138 UvrA (figure 34 d), agissant sous forme de 
dimère, avec UvrB, est responsable de la reconnaissance des dommages à l'ADN. Après la 
reconnaissance des dommages, UvrA se dissocie de l'ADN et UvrB forme un complexe pré-

Smoluchowski equation43. We will parametrize this equation by means of a potential of mean force
(PMF) calculation, supplemented by the determination of the diffusivity and the boundary ion density
value at a given voltage, which is required to evaluate the position-dependent current of ions in the
steady state 44 . Computation of the PMF will benefit from recent developments in our group, whereby
the adaptive biasing force (ABF) algorithm is combined with well-tempered metadynamics to map with
utmost efficiency the rugged free-energy landscape that underlies ion permeation through the
membrane protein. The resulting importance-sampling scheme, coined WT-meta-eABF45, can be utilized
in conjunction with a multiple-walker strategy to enhance ergodic sampling (MW-WT-meta-eABF)46.

3.5 Conformational transition associated with agonist binding
The overarching goal of the theoretical part of this project is to provide a full atomic-picture of the
allosteric transition underlying the activation of insect pentameric receptors upon binding of
neurotransmitters. Such a strategy has been applied successfully to reveal the minimum free-energy
gating pathways of the proton-activated bacterial GLIC channel, together with a number of
intermediate states that could serve as a basis for identifying new drug prockets47. Armed with at least
two structures of a given target receptor in both its resting/closed and active/open states, ideally
resolved in the course of the project or built by homology and properly validated in previous tasks, we
propose to model the reaction coordinate (RC) underlying the complex transitions that connect the
open and closed conformations by means of a path-finding approach coined the string method with
swarms of trajectories (SMwST) 48, which refines a trial transition pathway in multi-dimensional space
coarse-grained to a set of collective variables (CVs) on the basis of their average dynamic drift.
Machine-learning (ML) techniques will be utilized to efficiently explore the ensemble of high-dimensional
functions of the positions of the atoms and find the best coarse-graining map. Among the available
unsupervised ML schemes to achieve this task, auto-encoders are one of the most promising avenues49.
They use a neural network, which, from the input layer, encodes through successive layers with fewer
and fewer neurons up to a bottleneck with only a few neurons, and prior to decoding through
successive layers with more and more neurons up to the last layer, which has exactly the same
dimension as the input layer. Our objective is to approximate the identity map using the large amount of
data generated by an MD trajectory of the conformational states of the protein. Finally, the free energy
underlying the conformational transition will be determined along the path variable using the
WT-meta-eABF approach 45. This task, which is clearly high-risk, could possibly reveal new intermediate
conformations along the activation pathways, providing a basis for identifying new druggable pockets
for insect pentameric receptors.

Task 4 - High-affinity binder screening
Purified receptors reconstituted in lipid nanodiscs will be used for binder selection (nanobodies,
sybodies, possibly Fabs or cyclic peptides), either in collaboration or by outsourcing to an external
facility. Because pLGICs possess a large extracellular domain, we are confident that nanomolar binders
will be identified; such binders have, indeed, been successfully produced for mammalian nAChR,
GABAA and (our work) 5-HT3 receptors16,50,51. The resulting high-affinity candidates (typically 10-20 clones,
validated by ELISA) will be characterized at P1 for their binding properties (labeling of receptor
expressing cells by cytometry, affinity determination by surface plasmon resonance, co-elution on SEC)
and at P2 for their potential functional properties. Cross-species check will be performed. An ideal
outcome would be, for instance, the selection of an active binder with nanomolar affinity for a Varroa
GABAA RDL receptor, but only little affinity for the homologous bee receptor. Potential biopesticides
selective of a pest species could stem from such affinity binders.
Ideally, peptide libraries or venoms will be screened (see below, in section III, the paragraph on
commercial peptidic insecticide). We have no prior expertise in peptide screening, and would either
rely on custom commercial libraries, or establish new collaborations to test fractionated venoms.
Possible assays might include modulation of neurotransmitter response on cell expressing a given
receptor (typically with FLIPR technology in 96-well plate), screening on receptors expressed in oocytes
using the automated Hi-Clamp robotized system (TEVC in 96-well plates, present in P2 lab), or a
lower-throughput assay with pure protein (e.g. surface plasmon resonance).
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incision stable avec l'ADN endommagé et recrute UvrC pour inciser l'ADN de chaque côté de la 
lésion. La spécificité et l'efficacité de la reconnaissance moléculaire est un processus très complexe, 
découlant de la formation de complexes macromoléculaires dynamiques aux sites de dommages à 
l'ADN. Les mécanismes moléculaires détaillés sous-jacents à la reconnaissance des dommages par 
UvrA et la nature et les caractéristiques communes des lésions d'ADN qui sont traitées par NER 
sont encore très mal compris.  

 

Figure 33. Formules moléculaires des deux photo-lésions CPD (a) et 634-PP (b). Sur le double brin (c) composé de 
16 paires de bases, les deux thymines en position 8 et 9 sont celles qui dimérisent pour former la photo-lésion. 

La présence de lésions clusters (plusieurs lésions qui se distribue consécutivement sur la double 
hélice d’ADN, figure 34 a) peut induire des effets coopératifs forts qui peuvent conduire à une 
structure et une évolution dynamique totalement différentes de qui est observé pour les lésions 
isolées, ce qui aura un impact sur l'efficacité de reconnaissance et de réparation. Par ailleurs dans la 
cellule, l'ADN n'est pas étendu mais plutôt condensé en structures compactes appelées 
chromatine139 au moyen de protéines dédiées, les histones140 (figure 34 b) chez les eucaryotes ou les 
protéines semblables à des histones telles que HU141 (figure 34 c) chez les procaryotes. Il a été 
suggéré récemment que la réponse de l'ADN condensé à des lésions peut être, en grande partie, 
différente de ce qui a été appris jusqu'ici par des études in vitro d'ADN isolé. Par exemple, la 
présence d'histones peut faciliter la formation de ADN-protéine, ce qui peut à son tour affecter 
l'architecture nucléosomale. Comment l’ADN compacté se comporte sous l’effet de lésions reste 
une question largement inexplorée bien que fondamentale pour comprendre les mécanismes de 
réparation (et leurs éventuels) défauts in cellulo. 

Je souhaite maintenant continuer le travail entrepris pour mieux comprendre les conséquences 
dynamique et structurale des lésions de l’ADN. A l’instar de ce qui a été fait pour les lésions clusters 
de sites abasiques, je m’intéresserais aux photo-lésions comme les dimères de thymines. J’étendrais 
les études de lésions simples et complexes réalisées sur des doubles brins étendues à des modèles 
ou ces lésions prennent place sur de l’ADN compacté en complexes avec des protéines histone ou 
histone-like (figure 34 a,b). Pour compléter la compréhension des mécanismes de réparation je 
modéliserais l’interaction de brins d’ADN lésés dans différentes conformations avec la protéine de 
reconnaissance du NER UvrA. L’objectif global de mon travail est de pouvoir, dans un premier, 
décrire précisément les effets d’un ensemble de lésions simples et complexes sur la structuration 
de l’ADN dans un contexte cellulaire, puis, dans un second temps, rationaliser les mécanismes de 

28 
 

 
Figure 17:  Formules moléculaires des deux photo-lésions CPD (a) et 64-PP (b). Sur le double 
brin (c) composés de 16 paires de bases, les deux thymines en position 8 et 9 sont celles qui 
dimérisent pour former la photo-lésion. 
 
La présence de lésions clusters (plusieurs lésions qui se distribue consécutivement 
sur la double hélice d’ADN, figure 18a) peut induire des effets coopératifs forts qui 
peuvent conduire à une structure et une évolution dynamique totalement différentes 
de qui est observé pour les lésions isolées, ce qui aura un impact sur l'efficacité de 
reconnaissance et de réparation. Par ailleurs dans la cellule, l'ADN n'est pas étendu 
mais plutôt condensé en structures compactes appelées chromatine au moyen de 
protéines dédiées, les histones (figure 18b) chez les eucaryotes ou les protéines 
semblables à des histones telles que HU (figure 18c) chez les procaryotes. Il a été 
suggéré récemment que la réponse de l'ADN condensé à des lésions peut être, en 
grande partie, différente de ce qui a été appris jusqu'ici par des études in vitro d'ADN 
isolé. Par exemple, la présence d'histones peut faciliter la formation de ADN-protéine, 
ce qui peut à son tour affecter l'architecture nucléosomale. Comment l’ADN compacté 
se comporte sous l’effet de lésions reste une question largement inexplorée bien que 
fondamentale pour comprendre les mécanismes de réparation (et leurs éventuels) 
défauts in cellulo. 
 
 
Dans le prochain contrat je continuerais le travail entrepris pour mieux comprendre les 
conséquences dynamique et structurale des lésions de l’ADN. A l’instar de ce qui a 
été fait pour les lésions clusters de sites abasiques, je m’intéresserais aux photo-
lésions comme les dimères de thymines (figure 17). J’étendrais les études de lésions 
simples et complexes réalisées sur des doubles brins étendues à des modèles ou ces 
lésions prennent place sur de l’ADN compacté en complexes avec des protéines 
histone ou histone-like (figure 18a,b). Pour compléter notre compréhension des 
mécanismes de réparation je modéliserais l’interaction de brins d’ADN lésés dans 
différentes conformations avec la protéine de reconnaissance du NER UvrA. L’objectif 
global de mon travail est de pouvoir, dans un premier, décrire précisément les effets 
d’un ensemble de lésions simples et complexes sur la structuration de l’ADN dans un 
contexte cellulaire, puis, dans un second temps, rationaliser les mécanismes de 
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ABSTRACT

DNA photolesions constitute a particularly deleterious class

of molecular defects responsible for the insurgence of a

vast majority of skin malignant tumors. Dimerization of

two adjacent thymines or cytosines mostly gives rise to

cyclobutane pyrimidine dimers (CPD) and pyrimidine(6-

4)pyrimidone 6-4PP as the most common defects. We

perform all-atom classical simulations, up to 2 µs, of

CPD and 6-4PP embedded in a 16-bp duplex, which

reveal the constrasted behavior of the two lesions. In

particular we evidence a very limited structural deformation

induced by CPD while 64-PP is characterized by a complex

structural polymorphism. Our simulations also allow unify

the contrasting experimental structural results obtained

by NMR or Förster Resonant Energy Transfer method,

showing that both low and high bent structures are indeed

accessible. These contrasting behaviors can also explain

repair resistance or the di�erent replication obstruction, and

hence the genotoxicity of these two photolesions.

INTRODUCTION

DNA is well renown for its photostability, (1, 2, 3) which

is a key feature to ensure genome stability and avoid

mutations or carcinogenesis (4, 5). Nucleobases and nucleic

acids absorb in the UV spectrum, mostly in the UVB and

slightly in the UVA region due to excitonic coupling. In

spite of the existence of efficient photophysical channels

(6) allowing non-reactive relaxation, UV absorption opens

photochemical pathways leading to nucleobase modification

(7). The most common DNA damages produced upon direct

UV absorption are characterized by the dimerization of two

adjacent, �-stacked pyrimidine rings in B-DNA (see Figure

1) (8, 9, 10). Ultimately, photoinduced DNA lesions may

induce harmful effects at the cellular level that, in the case

of eukaryotic organisms, may be translated into mutation,

skin aging, and carcinogenesis (11). Indeed, UV absorption,

⇤
To whom correspondence should be addressed. francois.dehez@univ-lorraine.fr elise.dumont@ens-lyon.fr antonio.monari@univ-lorraine.fr

and unprotected sun exposure, are nowadays recognized as

the main causes of malignant skin tumors. From a molecular

point of view, tumor insurgence is mostly associated with

the presence of cyclobutane pyrimidine dimers (CPD) and/or

pyrimidine(6-4)pyrimidone 64-PP (8), both lesions being

mutagenic and possibly inducing genome instability with

differential biological effects (12, 13).
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Figure 1. Molecular formula of CPD (a) and 64-PP (b). The 16 base pairs

DNA double strand is also schematically reported with the bases’ numbering

(c). The two adjacent thymines at positions 8 and 9 (boldfaced in red) are

the ones dimerizing to form the photolesions. In the case of 6-4PP, the ninth

nucleobase (T9) will be denoted Pyo9, being transformed into a pyrimidone

unit.

UVB irradiation of cells (245 nm) generates CPD as the

most abundant photolesions while 64-PP, resulting from the

excitation to higher lying electronic states (14), accounts for

�20% of the defects formed (15, 16). Processing efficiency
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reconnaissances de ces lésions par les protéines de réparation de la machinerie cellulaire. J’utiliserais 
ici les simulations de dynamique moléculaire non biaisés ou faisant appel à des techniques 
d’échantillonnages avancées (parallel tempering, Adaptive Biasing Force, …) ainsi qu’aux calculs 
d’énergie libre. J’envisage de faire appel à des champs de force atomique mais également à des 
champs de force de type gros-grains. 

  

a)		 b)		 c)		 d)		

Figure 34. Structures tridimensionnelles de (a) un double brin d’ADN déformée par une lésion cluster formées de 
deux sites abasiques, (b) un nucléosome, entité de base de la chromatine, (c) une protéine bactérienne de type histone 
(protéine HU) liée à un double brin d’ADN et (d) un dimère d’UvrA, une protéine de la machinerie de réparation 
cellulaire du NER de Deinoccocus Radiodurans.                                       
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