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RÉSUMÉ

Les fibrilles amyloïcles sont associées à pius d’une vingtaine de maladies collec

tivement nommées amyloïdoses. Ces structures sont morphologiquement similaires,

malgré l’absence de propriété commttne au niveau de la séquence ou de la structure

native des protéines qui les composent. La nature des fibrilles a considérablement

nui à leur caractérisation. Toutefois, des études ont révélé que les peptides les

composant s’organisent selon un motif de feuillets en croix. Aussi, un grand

nombre d’observations suggère que la toxicité observée dans les amyloïdoses n’est

pas liée aux fibrilles, mais aux oligomères solubles formés plus tôt dans la, fi

brillogénèse. Les oligomères sont donc des cibles thérapeutiques potentielles et la

compréhension de leurs mécanismes d’agrégation devient primordiale pour lutter

contrer les amyloïdoses. Cependant, leur caractérisation expérimentale est com

plexe d’où l’attrait de complémenter les efforts expérimentaux en utilisant des

méthodes d’analyse in sitico. Par contre, les méthodes numériques classiques ne

peuvent être utilisées efficacement pour étudier la formation des oligomères, car

leur temps d’agrégation est considérable et hors de la portée de ces méthodes. Des

méthodes numériques alternatives doivent donc être utilisées.

Dans le cadre de ce mémoire, j’ai étudié de façon détaillée les mécanismes

d’agrégation de peptides amyloïdes en utilisant la, technique d’activation-relaxation

(ART) couplée à un potentiel d’énergie simplifié (OPEP). Cette combinaison a

été utilisée avec succès par le passé. J’ai donc utilisé cette méthode pour étudier

l’assemblage d’un tétramère du peptide KFfE, petit pepticle capable de former

des fibrilles in vitro, et pour étudier la formation d’un tétramère d’un fragment

constitué des résidus 11 à 25 du peptide /3-amyloïde, peptide associé à la maladie

d’Alzheimer.

iVIots-clés amyloïde, agrégation, oligomères, fibrilles, simulation, technique

d’ activation-relaxation



ABSTRACT

Insoluble amyloid blinis are found in several diseases such as Alzheimer’s di

sease. Aithougli the ftbnillae observed in these diseases are histologically similar,

the normally soluble proteins implied in their formation do not have, a priori, any

common properties. The insoluble polymeric nature of the fibril has limited the

amount of high resolution data available. However, X-ray diffraction of the fiber

revealed a cross-beta slieet motif within the fibriis. Mounting evidences suggest that

the toxicity observed in these diseases is not related to the fibrillae themselves, but

to soluble intermediate oligomers formed earlier in the process of fibrillogenesis. It

is therefore of great interest to study and understand the mechanisrns of oligomers

formation. However, the experimental and detailed charactenization of intermectiate

oligomers is compïex. Considening this obstacle, in sitico methods provide an inter

esting alternative approach that eau complement efficiently experimental efforts.

In particular, computer simulations should be able to provide reliable insights on

the general properties associated with the aggregation mechanisms. Even for small

peptidic chains with an implicit solvent description the aggregation process eau

take a time beyond the reach of standard simulation techniques such as molecular

dynamics (IVID), and alternative techniques must be used.

Using the activation-relaxation technique (ART) and an approximate free energy

model (OPEP), we study in details the mechanisms of aggregation of some amy

loid and amyloid-like pepticles. ART-OPEP has been tested extensively on a beta

liairpin as well as a dimer and trimer of A316_00, producing realistic folding or

aggregation trajectories in agreement with experiments anci standard simulations.

In this work, we have useci ART-OPEP to stud the aggregation in tetramer of the

smail peptide KFFE, the smallest known to form in vitro fibniis that are similar to

those observed in the varions diseases, and of n sub-fragment composed of residues

11 to 25 of the bigger -amyloid peptide (associated with Alzheimer’s disease).

Key words : amyloid, aggregation, oligomer, fibril, simulation, activation-relaxation

technique
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INTRODUCTION

Depuis un demi-siècle, la place qu’occupe l’informatique dans nos vies n’a cessé

de croître. Les nombreux progrès réalisés dans ce domaine, touchant principale-

nient la capacité de stockage de données et la puissance des processeurs, ne sont

pas étrangers à ce phénomène. Grâce aux ressources aujourd’hui disponibles, il est

possible d’utiliser l’informatique pour étudier des problèmes qui étaient jusqu’alors

hors de portée des méthodes numériques. Par exemple, le problème du replie

ment des protéines eu biochimie est difficilement étudiable en laboratoire. Quoique

de nombreux progrès aient été accomplis depuis ans, les efforts expérimentaux

n’ont pas perniis d’élucider complètement les mécanismes par lesquels les protéines

adoptent leur forme tri-dimensionnelle. Toutefois, depuis quelques amiées, les nou

velles ressources informatiques disponibles ont apporté de nouveaux outils et beau

coup de groupes de recherche ont décidé d’aborder numériquement le problème

du repliement des protéines pour compléiuenter l’effort expérimental. Les résultats

obtenus jusqu’à présent sont très prometteurs.

Les protéines sont construites à partir de vingt éléments de hase, les acides

aminés (on résidus). Chaque acide aminé a des propriétés physico-chimiques qui lui

sont propres. Les protéines sont d’abord fabriquées sous foriue de chaînes d’acides

anunés et se replient ensuite dans l’espace pour adopter une conformation (struc

ture) bien définie. Leur structure finale, aussi appelée native, est intimement liée à

leur fonction.

Les règles précises encadrant le repliement des protéines ne sont pas connues,

niais on fait l’hypothèse que les protéines se replient en minimisant leur énergie

et que la structure native correspond à la structure de plus faible énergie qu’elles

puissent adopter.

Gomme la fonction protéique dépend de la structure, une erreur de repliement

peut avoir des conséquences désastreuses au niveau de la cellule.

Dans le présent mémoire, nous avons étudié la façon dont certaines protéines

uial repliées ou dépliées s’assemblent pour former des structures filamenteuses très
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stables appelées fibrilles ou fibres amyloïdes.

Plusieurs groupes de recherche se sont intéressés à ces fibres au cours des

dernières années. Cet intérêt n’est pas étranger à la découverte d’un lien entre ces

structures et une vingtaine de maladies dont fout partie les maladies d’Alzheirner

et de Parkinson, le diabète de type II et les encéphalopathies spongiformes telles

que la maladie de la vache folle chez le bovin et la maladie de Creutzfeld-Jakob

chez l’humain. On désigne l’ensemble de ces maladies par le terme amyloïdose.

I\/Ialgré l’importance médicale évidente des fibrilles amyloïdes, les connaissances

actuellement disponibles les concernant sont limitées. En effet, ces structures sont

insolubles ce qui les rend résistantes aux méthodes biochimiques classiques et ce

qui complique leur étude.

Certaines méthodes ont tout de même permis d’établir qu’un motif de feuillets

en croix (“ cross-,8 sheet”) est commun à l’organisation de toutes les fibres amyloïdes[461

Cependant, le détail de l’arrangement des peptides à l’intérieur du motif n’est pas

connu.

On a longtemps crtt que les fibrilles étaient les principales et les seules respon

sables de la toxicité observée dans les pathologies. Cependant, l’absence de relation

entre la quantité de fibres retrouvée dans les tissus et la gravité de la maladie chez

les patients atteints d’une amyloïdose [13] ajoutée à un nombre croissant d’obser

vations in vitro ont mené à une autre hypothèse. Les oligomères, petites structures

intermédiaires instables, formés dans les premières étapes de la formation des fibres,

seraient particulièrement toxiques pour les cellules, peut-être même plus que les fi-

brilles elle—mêmes.

Cette hypothèse a orienté les recherches dans une nouvelle direction en souli

gnant l’importance de s’intéresser aux premiers instants du mécanisme de forma

tion des fibrilles amyloïcles tmécanisme aussi appelé fibrillogenèse). En effet si, tel

qu’on le croit, les oligomères sont les réels responsables de la toxicité observée, ils

deviennent des cibles thérapeutiques importantes pour vaincre les amyloïdoses.

Cependant, la caractérisation expérimentale des oligomères est, elle aussi, diffi

cile en raison de leur courte durée de vie et de leur présence sous un grand nombre
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de conformations et de degrés d’agrégation différents.

Compte tenu de ces difficultés, les méthodes d’analyse in sitico constituent une

approche alternative intéressante pour complémenter les efforts expérimentaux.

Elles peuvent fournir des indices indispensables concernant les propriétés associées

aux mécanismes d’assemblage des oligomères (oligomérisation) en pltts de permettre

une caractérisation atomique de ces derniers.

Toutefois, les méthodes de simulation numérique classiques ne peuvent être

utilisées efficacement ici, car le processus d’agrégation dépasse les limites de temps

d’étude permises par ces méthodes. En effet, le temps nécessaire à la formation

de fibrilles, même formées de peptides très courts, est trop important pour que le

phénomène puisse être directement étudié par les méthodes couramment utilisées

comme la dynamique moléculaire (Dlvi). Des méthodes numériques alternatives

doivent donc être développées et utilisées.

Dans le présent mémoire, nous avons effectué une étude détaillée des mécanismes

d’assemblage de peptides amyloïdes en utilisant une méthode alternative développée

par Normand IVlousseau et ses collaborateurs, appelée la technique d’activation-

relaxation (ART). Cette méthode a l’avantage de ne pas être limitée par une échelle

de temps. Pour notre étude, ART a été couplée à un potentiel d’énergie simplifié

nommé OPEP37. La combinaison ART-OPEP a été utilisée efficacement par le

passé par des membres du groupe du Dr. lvlousseau pour étudier le repliement

et l’agrégation de protéines[38_40424354]. Elle s’avère donc un moyen efficace pour

étudier la formation des oligomères.

Description des chapitres

Suite à cette brève introduction, nous aborderons plus en détails les notions

de protéines et de fibrilles amyloïdes au chapitre 1. Le chapitre 2 exposera les

principales méthodes numériques utilisées pour étudier les problèmes de repliement

et d’agrégation des protéines. Nous expliquerons dans ce chapitre le détail de la

technique d’activation-relaxation qui a été utilisée dans ce mémoire. Nous verrons

enstiite, au chapitre 3, les atitres aspects de la méthodologie que nous avons choisi
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d’utiliser au cours de uotre projet. Les chapitres 4 et 5 préseuteront les résultats

obteuus au cours de l’étude du peptide KFFE et du peptide A/31125 respectivement.

Nous conclurons eusuite ce mémoire en résumaut ce que nos travaux out permis

d’apprendre et eu exposaut les perspectives à loug terme du projet.

Il faut meutiouuer que ce projet a été réalisé eu collaboration avec le groupe de

Phuippe Derreumaux, de l’Institut de Biologie Physico-Chimique de Paris.



CHAPITRE 1

INTRODUCTION BIOCHIMIQUE

1.1 Les protéines

Chaque organisme vivant contient des milliers de protéines aux fonctions variées.

Ces macromolécules sont indispensables au bon fonctionnement des cellules. Que

leur rôle soit au niveau dti maintien de la structure, du transport, de la défense/

protection, du stockage, du contrôle/régulation, du métabolisme ou dti mouvement,

la fonction de chaque protéine est intimement liée à sa structure d’où tout l’intérêt

porté à cette dernière.

Les protéines sont construites à partir d’acides aminés (ott résidus). Elles peuvent

être constituées d’une (protéine monomérique) ou de phisieurs (protéine multirnéri

que) chaînes polypeptidiques une chaîne polypeptidique étant un enchaînement

d’acides aminés. Seulement vingt acides aminés, aux propriétés physico-chimiques

particulières entrent dans la fabrication des protéines. On peut regrouper les résidus

en catégories selon qu’ils sont hydrophobes, polaires ou chargés (voir tableau 1.1)(521.

TAn. 1.1 — Classement des acides aminés selon leurs caractéristiques physico-chimiques
hydrophobes, polaires ou chargés à pH physiologique.

Hydrophobes Alanine, valine, leucine, isoleucine, glycine
phénylalanine, proline, méthionine, tryptophane

Polaires Sérine, thréonine, glutamine, cystéine, tyrosine, asparagine
Chargés Lysine, arginine, acide aspartique, acide glutamique, histidine

Tous les acides aminés (exceptée la glycine) ont en commun un groupement

carboxyle COOH, un groupement aminé NH2 et un carbone chiral dénoté C. Ils

se différencient, les uns par rapport aux autres, par l’identité de la chaîne latérale

liée au carbone (C). L’enchaînement des acides aminés d’une chaîne polypep

tidique, appelé la séquence, est encodé dans l’ADN. Cet enchaînement contient
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toute l’information nécessaire à la chaîne pour se replier et adopter une structure

tri-dimensionnelle fonctionnelle. Toutefois, dans les cellules vivantes, il arrive que

des protéines spécifiques, appelées chaperonnes, interagissent avec les chaînes po

lypeptidiques pour les aider à se replier correctement.

On distingue quatre niveaux d’organisation lorsque l’on s’intéresse aux struc

tures protéiques. Ces différents niveaux, plus précisément la structure primaire,

secondaire, tertiaire et quaternaire, sont représentés à la figure 1.1.

ta) Structure primaire (b) Structure secondaire

—Ala—Gtti—Val —Thr—Asp—Pru—Gly—
.. /

‘?helice alpha

feuillet heta

(e) Structure tertiaire (d) Structure Iuatcmaire

‘j

‘ ‘\

- (_,—. - L. *

L f
*-.,, .*-_1, ‘. \

FIG. 1.1 — Les quatre niveaux d’organisation structurale chez les protéines. a) La struc
ture primaire est la séquence en acides aminés, b) La structure secondaire désigne l’en
semble des sous-structures régulières comme l’hélice c et le feuillet . e) La structure
tertiaire correspond à la structure finale adoptée par la chaîne polypeptidique d) La
structure quaternaire désigne l’assemblage des chaînes polypeptidiques repliées (sous
unités) dans le cas d’une protéine multimérique. L’image a été modifiée et provient du
livre de Horton et ai.[481.

Nous avons déjà traité du premier niveau d’organisation en s’attardant à la
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notion de séquence. En effet, la structure primaire est l’enchaînement linéaire des

résidus. Les acides aminés se succédant sont joints par un lien covalent appelé

liaison peptidique. Cette liaison est en fait une liaison amide entre le groupement

aminé d’un résidu et le groupement carboxyle du résidu suivant. Elle possède des

propriétés de double liaison ce qui restreint toute rotation autour du lieu -NH-CO

Cela contribue à la création d’une unité peptidique plane constituée de six atomes

telle qu’on peut le voir à la figure 1.2. À cause des propriétés particulières de la

liaison peptidique, l’angle w (omega) qui lui est associé a une valeur constante de

‘$00.

/

FIG. 1.2 — Représentation d’une chaîne polypeptidique. On peut voir sur la chaîne les
différents degrés de liberté (, , w) ainsi que les deux plans peptidiques liés à un même
Ca. Chaque plan peptidique est composé de six atomes incluant les C. L’image a été
modifiée et provient de l’article de Ho et al. [51j

Toutefois, les rotations autour des liaisons -C-CO- et -NH-C- sont possibles.

Les angles respectifs liés à ces liaisons, soient l’angle i/ (psi) et l’angle (phi),

n’ont pas de valeurs fixes. On considère que ces angles se rapportent aux rotations

que peuvent effectuer les deux plans peptidiques se trouvant de part et d’autre

d’un même Ca. Cependant, toutes les combinaisons d’angles (, ) ne sont pas

permises. Un grand nombre de combinaisons mène à un encombrement stérique et

à des répulsions électrostatiques entre les atomes des deux plans peptidiques ou

entre les atomes d’un plan peptidique et ceux de la chaîne latérale liée au Ca. En

1968, Ramachandran [601 a effectué une analyse conformationnelle de tripeptides et

a rapporté dans un graphe, présentant les valeurs de en abscisse et les valeurs de

en ordonnée, les paires (, ‘) qui donnaient lieu aux conformations les plus stables.

Il a remarqué que ces paires d’angles étaient regroupées dans des zones distinctes du
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diagramme que l’on qualifie souvent de régions permises. Les résultats théoriques

de son étude ont été maintes fois confirmés par les résultats expérimentaux.

tXO

FeuiHer antiparaflèle

Feudiet I
( pataude 7
N itelice CL

Ilefl-handed)

V t)

)——1tlce3,

lielice CL (iïUi( hIUdLd)

istr

t)

FIG. 1.3 Diagramme de Ramachandran[60l. L’axe des x correspond aux valeurs de
l’angle (CT_1-N-Ca1p!-La-C) tandis que l’axe des y correspond aux valeurs de l’angle ,L’
(NCatpi,aCNn+i). Les différentes zones correspondant aux structures secondaires (hélice
et feuillet ) sont indiquées en foncé. L’image a été modifiée et provient du livre de Horton
et

Le graphe de Ramachandran, présenté à la figure 1.3, s’applique à tous les acides

aminés à l’exception de la glycine (qui est moins contrainte que les autres résidus

puisque sa chaîne latérale est un hydrogène) et de la proline (qui est plus contrainte

que les autres étant donné sa structure).

Lorsque plusieurs résidus arborent successivement des paire d’angles d’une même

région permise, il y a formation de structures régulières dont les plus communes

sont l’hélice a et le feuillet . Ces sous-structures régulières constituent le deuxième

niveau d’organisation des structures protéiques soit la structure secondaire. Elles

sont majoritairement stabilisées par des liaisons hydrogène (nous aborderons la

notion de liaisons hydrogène à la prochaine section).

Quant à la structure tertiaire, elle concerne l’arrangement des divers éléments

de structure secondaire en une structure finale (ou native) cfui sera adoptée par
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une chaîne polypeptidique. Il est important de rappeler qu’une protéine peut être

constituée d’une seule ou de plttsieurs chaînes polypeptidiques. Lorsque plusieurs

chaînes polypeptidiques s’assemblent pour permettre à une protéine d’accomplir

sa fonction, on s’y réfère en parlant de sous-unités. L’arrangement des sous-unités

entre elles constitue la structure quaternaire.

1.2 Repliement

Des milliards d’années seraient nécessaires à une protéine de cent acides aminés

pour essayer aléatoirement toutes les structures qui lui sont accessibles (paradoxe de

Levinthal). On peut donc supposer qu’il existe des règles précises ayant pour but de

“guider” le processus de repliement puisque, dans la cellule, les protéines adoptent

généralement leur structure native (structure tertiaire) en des temps beaucoup

plus raisonnables (de l’ordre de la seconde). Cela permet de considérer le problème

de repliement comme un problème de minimisation où la protéine se replie afin

d’adopter une conformation finale qui lui permettra de minimiser son énergie.

Une relation mathématique existe entre la structure d’une macromolécule et son

énergie. La surface d’énergie’ se définit comme la relation entre la conformation

d’ulle chaîne polypeptidique et son énergie interne. Elle contient aussi de l’informa

tion associée aux règles déterminant quelles configurations sont accessibles à partir

d’une configuration donnée. De plus, elle est associée à la façon dont la protéine

peut se déplacer entre ces configurationst24l. La surface, qui est continue, se décrit

par un ensemble de minima, de maxima et de barrières énergétiques (points de

selle) plus ou moins élevées.

Plusieurs forces covalentes et non-covalentes déterminent la structure des protéi

nes. Parmi elles, notons les interactions de Van der Waals entre atomes adjacents,

l’effet hydrophobe, les forces électrostatiques et les liaisons hydrogène. Les intera.c

tions de Van der Waals sont le résultat de l’attraction du noyau d’un atome par les

‘Pour plus de détails sur la surface d’énergie des protéines voir les articles de Bryngelson et
al.1491 et de Plotkin et al.11.
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électrons d’un autre atome de façon non covalente. Ces interactions, plutôt faibles,

se produisent à de courtes distances (de 3 à 4 À ). L’effet hydrophobe est associé

à la présence de chaînes latérales hydrophobes en solution aqueuse. Ce phénomène

mène à une organisation des molécules d’eau du solvant et, par conséquent, à une

baisse d’entropie non favorable dans le système. Ceci pousse les chaînes hydro

phobes à se regrouper au centre de la structure afin de minimiser leur contact

avec le solvant. On dit alors qu’il y a formation d’un “coettr hydrophobe”. Quant

aux forces électrostatiques, elles proviennent de l’attraction de chaînes latérales

de charges opposées. Les ponts salins ainsi formés stabilisent les structures secon

daires et tertiaires. finalement, les liaisons hydrogène se forment lorsqu’une paire

d’atomes nucléophiles2 partage un hydrogène entre eux. Typiquement, l’oxygène et

l’azote de la chaîne principale sont de bons partenaires. Les structures secondaires

FIG. 1.4 — Représentation de la surface d’énergie en entonnoir[l. En partant de plusieurs
conformations initiales dénaturées, plusieurs trajectoires convergent vers l’état natif de
la protéine.

2Les atomes doivent se trouver à une distance se situant entre à 2,6 et 3,2 À et l’angle formé
entre eux doit être inférieur à 400
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telles que l’hélice n et le feuillet B, sont majoritairement, stabilisées par ce type

d’interaction.

Toutes ces forces entrent en jeu dans le processus de repliement des protéines.

On considère que la structure native d’une protéine correspond au minimum global

de sa surface d’énergie et que le repliement est une exploration des conformations

possibles menant à la structure native. En effet, comme les interactions natives (in

teractions retrouvées dans la structure native) sont plus stables que les interactions

non-natives (interactions non retrouvées dans la structure native), la recherche de

conformations stables favorisera les interactions natives ce qui mènera ati mini

mum global (ou à la structure native). La surface d’énergie libre associée à un tel

mécanisme a la forme d’un entonnoir telle que représentée à la figure 1.4.

La surface d’énergie en entonnoir suggèr e que plusieurs trajectoires convergent

vers le minimum global en visitant un nombre de structures intermédiaires variable.

Il n’y a donc pas une trajectoire de repliement obligatoire. Une fois au minimum glo

bal. on ne considère pas la structure adoptée comme étant rigide. Les protéines sont

des entités dynamiques et non statiques. On sait que la structure native est flexible

et qu’elle peut être en équilibre avec d’autres structures d’énergie équivalente. Le

fond de l’entonnoir n’est donc pas nécessairement lisse comme on peut le voir à la

figure 1.5.

f1G. 1.5 -‘ Représentation du minimum global d’une surface d’énergie en entonnoir. Les
protéines sont des entités dynamiques et Fou peut voir que, pour une protéine flexible, la
structure native est en équilibre avec des conformations d’énergie équivalente. L’image a
éte modifiée et provient de l’article de Carlson et al121

‘5
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1.3 Les fibres amyloïdes

Tel que dit précédemment, chaque protéine se replie normalement dans une

conformation de basse énergie spécifiée par sa séquence en acides aminés. Cepen

dant, il arrive que certaines protéines se replient en une structure non native ou

qu’elles n’arrivent tout simplement pas à rester correctement repliées. Comme il

existe une relation structure/fonction, un mauvais repliement peut mener à une

perte de la fonction protéique ce qui n’est pas souhaitable pour la cellule. En ef

fet, les protéines mal repliées ont tendance à s’agréger et/ou à interagir de façon

inappropriée avec les autres constituants de la cellule ce qui entrave les processus

cellulaires normaux. Plusieurs cas de mauvais repliement ont d’ailleurs été associés

à de graves maladies dont font partie les amyloîdoses. Ce type de pathologies est

caractérisé par la formation et le dépôt de fibrilles amyloïdes dans les tissus. Ces

dernières dérivent de l’agrégation de protéines se trouvant dans des conformations

différentes de leur conformation native.

Les structures amyloîdes ont d’abord été associées à divers peptides impliqués

dans une vingtaine de maladies (amyloïdoses). Dans toutes ces maladies, les fibres

arborent une morphologie très similaire, malgré le fait que les protéines qui les

composent n’aient rien en commun tant art niveau de leur structure native qu’au

niveau de leur séquence.

Toutefois, ces dernières années, plusieurs observations ont permis d’établir que

les protéines connues pour leur implication dans les diverses maladies n’étaient

pas les seules protéines capables de former ce type de structures. En effet, un

nombre considérable de recherches ont montré due plusieurs protéines différentes

(par exemple l’insuline, la myoglobine[5l ou le cvtochrome C), n’étant pas im

pliquées dans une maladie, possédaient la capacité de former. in vitro et en présence

de conditions dénaturantes, des fibres similaires aux fibres patho1ogiques[9’°l. Parmi

les conditions particulières nécessaires, notons un pH faible, une température élevée,

l’absence de ligancl, une concentration saline modérée ou la présence de co-solvant.

Cette grande diversité chez les polypeptides capables de former des structures



13

amyloïdes pousse à croire que la fibrillogenèse pourrait être une propriété générale

des chaînes polypeptidiques. Une telle hypothèse permet de suggérer que la forma

tion des fibres est gouvernée par des mécanismes généraux.

1.3.1 Structure des fibres amyloïdes

Malgré leur importance médicale et le fait que leur formation ne soit pas ex

clusive à un type de peptides, peu d’informations sont disponibles concernant la

structure des fibres arnyloïdes. En effet, la nature polymérique insoluble de ces

assemblages les rend résistants aux méthodes d’élucidation de structure conven

tionnelles ce qui complique leur étude. Par exemple, ni la cristallographie ni la

résonance magnétique nucléaire (RMN) en solution ne peuvent être utilisées car les

fibres ne formellt pas de cristaux et ne sont pas solubles.

Néanmoins, la microscopie électronique (EM), la résonance magnétique nucléaire

en état solide (ssRIVIN), la spectroscopie infra-rouge exploitant les transformations

de Fourier (fTIR), le dichroïsme circulaire (CD) ainsi que la diffraction de fibres

aux rayons X sont quelques exemples de méthodes utilisées pour étudier sommai

rement les fibrilles. Sans entrer dans les détails expérimentaux, mentionnons que

la microscopie électronique permet de détecter visuellement les fibrilles tandis que

la RIvIN en état solide est utilisée pour déterminer la distance entre des carbones

marqués se trouvant à moins de 6 À . Ceci permet de repérer des arrangements

de feuillets parallèles ou autiparallèles. Quant à la spectroscopie infra-rouge, elle

permet de détecter la présence de feuillets pendant que le dichroîsme circulaire

détecte les changements dans la strttcture secondaire et dans l’environnement et

l’orientation des chaînes latérales aromatiques. Pour ce qui est de la diffraction de

fibres aux rayons X, elle a permis de mettre en évidence un motif de diffraction

caractéristique aux fibrilles amyloïdes, nommé motif de feuillets en croix (“cross

sheet motif’), où les brins des feuillets sont disposés perpendiculairement à

l’axe de la fibre tandis que les liaisons hydrogène intermoléculaires sont arrangées

parallèlement à l’axe

L’arrangement des feuillets à l’intérieur du motif n’est pas connu et il ne se-
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rait pas universel. Les feuillets /3 s’orienteraient parallèlement dans certaines fibres

tandis qu’ils seraient plutôt antiparallèles[591 dans d’autres. Pourtant, peu importe

les protéines les constituant et leur arrangement, la morphologie des fibres est très

similaire. Elles ont typiquement de 0,1 à 10 micromètres de long et approximative-

ment 10 nanomètres de large.

1.3.2 Comment se forment les fibrilles?

-c,-

d

FIG. 1.6 Modèle suggéré pour la formation des fibrilles amyloïdes par Stefani et
Des protéines mal repliées s’assemblent en oligomères (qui sont parfois amorphes ou
micellaires comme en (d)) qui s’assemblent à leur tour pour former des protofilaments
(a). Les protofilaments (a) s’organisent en fibrilles matures (b), principal constituant des
plaques (c) observables dans les tissus.
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La figure 1.6 présente un modèle du mécanisme de fibrillogenèse. La première

étape implique l’assemblage de protéines totalement ou partiellement dépliées en

oligomères. Les oligomères sont des structures intermédiaires solubles métastables.

Ces derniers s’arrangent ensemble pour former des protofibrilles oti protofilaments

(photo a sur la figure 1.6) qui s’organisent, à leur tour, pour former les fibrilles

(photo b sur la figure 1.6). Ces dernières formeront ensuite des dépôts (photo e sur

la figure 1.6) bien visibles dans les tissus affectés par les amyloidoses. Il arrive que

les oligomères n’adoptent pas de structures organisées; on les retrouve alors dans

une conformation de type amorphe ou micellaire3(voir d sur la figure 1.6).

P Nucieu fibril

o

Time

FIG. 1.7 — IViodèle de nucléation-polymérisation. L’agrégation des peptides P est précédée
d’une phase de latence. L’agrégation s’accélère lorsque le noyau critique est atteint. Le
trait plus pâle présente la cinétique d’agrégation observée suite à l’addition de noyaux
critiques pré-formés : la phase de latence n’a plus lieu. L’image provient de l’article de
Niisson et al. [33j

La transition d’un état oligomérique à un protofilament se fait selon le modèle de

nucléation-polymérisation présenté à la figure 1.3.2. La figure présente la formation

3La micelle se définit comme une structure circulaire formée de différentes molécules qui s’as
semblent pour se protéger du solvant environnant. Par exemple, on observe ce phénomème lors
qu’on laisse tomber des gouttes d’huile dans un solvant aqueux. Les molécules hydrophobes, dans
l’exemple l’huile, s’organisent de façon à minimiser les contacts avec l’eau c’est pourquoi toutes
les goutelettes se regroupent ensemble.
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de fibrilles amyloïdes pour une protéine hypothétique P. Le processus d’agrégatioll

débute par une phase de latence où aucune agrégation n’est observée et où les

intermédiaires solubles sont en équilibre. Suit une association entre quelques pep

tides ce qui mène à la formation d’une structure favorable stable que l’on désigne

sous le terme de noyau critique. Dès que cette structure est formée, le proces

sus d’agrégation s’accélère. La taille dil noyau critique requise pour enclencher

l’agrégation rapide des peptides dépend de l’identité de la protéine en cause. Par

exemple, des étildes expérimentales ont montré que A10 existe sous la forme de

monomères, de dimères, de trimères et de tétramères en équilibre rapide tandis que

A42 existe sous la forme rie pentamères et d’hexamèrest” 121 Quant au mécanisme

d’élongation, les fibrilles croîtraient latéralement et longitudinalement.

On peut donc résumer le mécanisme de formation des fibrilles ainsi

monomêres dimères ==‘trimères fla
— protofiIaments—--fibriIIecritique

1.4 Qui est responsable de la toxicité observée dans les amyloïdoses?

Nous venons de voir que beaucoup de structures intermédiaires différentes entrent

en jeti dans le processus de fibrillogenèse allant de la protéine mal repliée au dépôt

observable dans les tissus des patients atteints. Compte tenu de la présence de ces

structures dans un nombre de pathologies différentes, nous pouvons nous demander

laquelle ou lesquelles sont responsables de la cytotoxicité observée.

On a d’abord cru que les fibrilles amyloïdes, formant les dépôts, étaient les prin

cipales responsables de la toxicité associée aux différentes pathologies. Cependant,

plusieurs études récentes ont suggéré que les principales responsables seraient les

oligomères formés préalablement aux fibres. Ces intermédiaires seraient plus, sinon

aussi, dommageables que les fibrilles matures.

Plusieurs résultats expérimentaux ont permis d’en arriver à cette hypothèse.

D’abord, dans le ca.s de la maladie d’Alzheimer, des études ont montré qu’il n’exis
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tait pas de corrélation entre la forme insoluble du pepticle impliqué, A, et la

gravité de la maladie, mais qu’une augmentation significative de la concentration

du peptide A soluble était directement liée à la sévérité de la maladie1131.

Ensuite, plusieurs études effectuées in vztro ont démontré que la présence d’oli

gomères dans des cultures cellulaires était plus toxiques que celle des fibrilles11’ 17,321

De plus, des études immuno-chimiques ont montré qu’un anticorps polyclonal di

rigé contre une construction de la forme soluble de A, ne liant pas les fibrilles,

enrayait la cytotoxicité associée aux intermédiaires [71

Quoique les mécanismes de toxicité associés aux oligomères soient encore à

l’étude, on croit que la nocivité de ces intermédiaires précoces résulterait d’une

capacité à interagir avec les membranes cellulaires11’ 63] soit en y créant des pores

de façon non spécifique ou en se liant à certains constituants membranaires de

façon spécifique . La déstabilisation résultante affecterait la concentration d’ions

calcium dans la cellule entraînant, par la suite, la mort cellulaire par apoptose ou

par nécrose.

1.4.1 Une stratégie pour contrer les amyloïdoses

Compte tenu des effets dévasteurs que provoquent les structures amyloïdes

dans les cellules, des stratégies doivent être développées pour lutter contre les

arnyloïdoses. Comme les intermédiaires pré-fibrillaires semblent être particulièrement

nocifs pour les cellules, une des stratégies possibles est d’empêcher leur formation

ou, du moins, de limiter leur présence4. Plusieurs groupes de recherche tentent de

développer de tels inhibiteurs pouvant soit bloquer ou accélérer la fibrillogenèse;

le but ultime étant d’éviter l’existence des oligomères dans les tissus[6,31,57l.

Toutefois, la conception rationnelle de telles molécules nécessite une profonde

compréhension des mécanismes précoces d’oligomérisation et de fibrillogenèse. Mal

heureusement, la caractérisation expérimentale et détaillée de ces intermédiaires

instables est loin d’être simple. En effet, ces structures ont une courte durée de vie

4Pour connaître d’autres stratégies envisagées, se référer à l’article de Wolfe et
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et sont présentes sous un grand nombre de conformations et de degrés d’agrégation

différents (12, 33,40]

1.5 Conclusion

En résumé, rappelons que les protéines sont des macromolécules qui occupent

des fonctions importantes dans les cellules. La fonction de chacune est liée à sa

structure qui est elle-même liée à la séquence en acides aminés. La structure native

est adoptée suite à un processus de repliement où la protéine minimise son énergie

pour adopter la structure la plus stable qui soit. Il arrive que certaines protéines

n’arrivent pas à se replier ou à demeurer dans leur forme native. Ce phénomène

peut entraîner de graves conséquences pour les cellules comme c’est le cas dans les

amyloïdoses.

Le terme amyloïdose désigne un ensemble de maladies (dont font partie la

maladie d’Alzheimer et le diabète de type II) caractérisées pa.r la présence de

dépôts tians les tissus formés de structures protéiques particulières appelées les

fibres amyloïdes. Il a été démontré que plusieurs protéines autres ciue les protéines

associées aux amyloïdoses ont la capacité de former des fibrilles en présence de

conditions dénaturantes in vitro. Cela permet de suggérer qu’un mécanisme com

mun est à la base de la formation des fibrilles.

IViorphologiquement, les fibrilles sont très similaires peu importe l’identité du

peptide qui les composent. Elles arborent toutes un motif de feuillets en croix où

les brins des feuillets les composant sont disposés parallèlement à l’axe de la fibre

tandis que les liaisons hydrogène intermoléculaires sont arrangées parallèlement

à l’axe. Les fibrilles se forment selon le modèle de nucléation-polymérisation le

processus débute par une phase de latence où plusieurs oligomères solubles sont

en équilibre. Cette phase est suivie par une agrégation rapide des peptides en

protofibrilles. Ces derniers s’assemblent ensuite pour former les fibrilles matures.

Le passage de la phase de latence à la phase d’agrégation rapide s’effectue lorsqu’une

structure stable appelée noyau critique est formée.



19

On a longtemps cru que les fibrilles matures étaient responsables de la toxi

cité observée dans les amyloïdoses. Toutefois, de récentes études suggèrent que ce

serait plutôt les structures formées préalablement aux fibres qui seraient nocives

pour les cellules. Plusieurs stratégies pour contrer ce type de maladies tentent

donc d’empêcher l’agrégation des peptides amyloïdes pour limiter la présence des

intermédiaires solubles. Toutefois, encore trop peu d’informations sont disponibles

concernant les oligomères intermédiaires; leur étude expérimentale étant complexe.

Dans ce contexte, plusieurs se sont penchés vers les méthodes numériques pour

étudier efficacement ces structures et tenter d’en apprendre davantage sur leurs

mécanismes d’agrégation.



CHAPITRE 2

ÉTUDE NUMÉRIQUE DES STRUCTURES AMYLOÏDES

L’élucidation des premiers événements associés à la formation des fibrilles semble

vitale pour le traitement des pathologies. Cependant, la caractérisation expérimenta

le de ces mécanismes et de la structure des intermédiaires s’avère problématiqne.

Dans ce contexte, les méthodes numériqnes offrent des possibilités intéressantes

pour étudier la formation des oligomères et des fibrilles.

La façon théorique d’étudier l’auto-assemblage des oligomères est la même cine

celle utilisée pour élucider les mécanismes de repliement des protéines. Elle consiste

en l’exploration de la snrface «énergie du système étudié.

Tel que mentionné au chapitre précédent, la surface d’énergie représente une

relation mathématique entre la structure d’une molécnle et lénergie qui y est as

sociée. Ainsi, elle tradnit l’effet que peut avoir toutes modifications structurales sur

l’énergie de la molécule. On illustre souvent cette relation mathématique par un

graphe (voir figure 1.4) où chaqne point correspond à une structure et la hauteur

de la surface en ce point correspond à son énergie. La surface est composée de mi

nima, de maxima et de points de selle (états de transition). Lorsque l’on s’intéresse

an repliement des protéines, on cherche à tronver le ininimnm global de la surface

d’énergie, c’est-à-dire le minimnm ayant la valeur d’énergie la plus faible.

Pour explorer la surface d’énergie, trois éléments sont requis une représentation

de la protéine, une approximation de la fonction d’énergie (ca.r la vraie n’est pas

connue) et un algorithme permettant de trouver les conformations de faible énergie.

2.1 Représentation de la protéine

Les coordonnées cartésiennes et internes sont les plus utilisées pour représenter

les protéines. Les coordonnées cartésiennes se définissent comme la position dans

l’espace (selon les axes des x, des y et des z) de chaque atome composait la protéine
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tandis que les coordonnées internes correspondent à l’énumération des différents

angles de la chaîne peptidique (, , w).

2.2 Approximation de la fonction d’énergie

L’approximation de la, fonction d’énergie (potentiel d’énergie) est en fait une

modélisation mathématique des forces (effet hydrophobe, interactions électrostati

ques, interactions de Van der Waals, liaison hydrogène, stéréochimie) qui agissent

sur la structure des protéines. Certains potentiels sont dits tout-atome, c’est-à-dire

que tous les atomes sont considérés dans les calculs. À des fins de simplification et

d’économie de temps, certains potentiels ne représentent pas tous les atomes expli

citement, mais remplacent, par exemple, un groupe d’atomes par l’équivalent d’un

atome unique. Les chaînes latérales des acides aminés peuvent ainsi être remplacées

par des “billes” uniques. De la même façon, certains potentiels incluent tous les

atomes des molécules du solvant dans lequel baigne la ou les protéines étudiées. On

parle alors de solvant explicite. D’autres incluent plutôt le solvant implicitement,

c’est-à-dire que l’effet global du solvant est considéré dans le calcul de l’énergie de

la protéine, mais les molécules de solvant ne sont pas représentées dans le système.

L’idéal pour approcher la réalité est d’utiliser un potentiel tout-atome en solvant

explicite. Cependant, les calculs requis dans ce type de potentiel sont très coûteux

en temps et limitent l’étendue des études possibles. Parmi les potentiels d’énergie

(ou champs de force) les plus connus, mentionnons les potentiels tout-atome en

solvant explicite CHARIVE\’I291, AIVlBER45J, MIVI4231 et GROMOS611.

2.3 Exploration de la surface d’énergie

Quant au troisième élément requis, il s’agit d’un algorithme pour échantillonner

la surface d’énergie. Bien qu’il existe plusieurs algorithmes pour faire cela, nous

n’en détaillerons que deux dans les prochaines sections : la dynamique moléculaire

puisque c’est l’algorithme le plus utilisé, et la technique d’activation-relaxation

puisque c’est celui que nous avons privilégié pour notre étude.
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2.3.1 Dynamique moléculaire

2.3.1.1 Description de la méthode

La dynamique moléculaire est une méthode numérique qui permet de caractériser

au niveau atomique des systèmes complexes comme les macromolécules, les gaz ou

les liquides. Le principe consiste à générer des trajectoires d’un ensemble fini de par

ticules en intégrant les équations classiques du mouvement (équations de Newton)

pour un pas n à un pas n + 1 (les équations sont dépendantes du temps)

= F/rn (2.1)

V,+a,St (2.2)

= X, ± V,,ét + 1/2a6t2 (2.3)

où a est l’accélération, F est la, force, ru est la masse, V est la vitesse, ét est la

différence de temps et X est la position des atomes.

Les trajectoires obtenues sont utilisées pour obtenir de l’information à propos

des propriétés dynamiques et statiques du système étudié en fonction du temps.

Cependant, à cause des ressotirces informatiques limitées, l’échelle de temps d’étude

pour cette méthode ne dépasse pas les micro-secondes.

Pourtant, le temps nécessaire à la formation des fibrilles in vitro, même formées

de peptides très courts, est sottvent de plusieurs centaines d’heures (10 jours dans

le cas des fibres observées par Tjernberg22J à partir de pepticles d’aussi peu que

quatre résidus). Cette durée est trop importante pour que le phénomène puisse être

directement étudié par une simulation de dynamique moléculaire classique.

2.3.1.2 Dynamique moléculaire discontinuée

Pour contrer la limite de temps intrinsèque à la dynamique moléculaire clas

sique, certains ont recours à la dynamique moléculaire discontinuée (DMD). Sans

trop entrer dans les détails, la dynamique moléculaire discontinuée’’1 utilise un

potentiel à courte portée où toutes les interactions sont représentées par des puits
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carrés, ce qui permet d’intégrer de collision en collision. Cet algorithme utilise

aussi une représentation simplifiée des acides aminés. Contrairement à la dyna

inique moléculaire classique qui se concentre sur les forces physiques agissant sur

le système à chaque instant, la dynamique moléculaire discontinuée se concentre

uniquement sur les collisions survenant dans le système. Ainsi, chaque paire de par

ticules (les particules sont considérées comme des sphères pleines) interagit selon

un potentiel sphérique. Chaque pa.ire se déplace donc avec une vitesse constante

jusqu’à ce qu’elle atteigne une distance où le potentiel change, c’est-à-dire jusqu’à

ce qu’une collision se produise. L’algorithme procède en cherchant la prochaine col

lision. Il ne conserve d’ailleurs que la position et la vitesse des particules associées

à une collision. Cette méthode permet d’étudier des phénomènes se produisant

dans l’échelle de temps des secondes au prix d’une simplification considérable des

interactions et des acides aminés.

2.3.2 Que peut-on apprendre par cette méthode?

La dynamique moléculaire ne permet pas d’observer la formation des fibrilles,

mais elle permet tout de même d’en apprendre davantage sur leurs mécanismes de

formation. Plusieurs groupes ont privilégié cette méthode pour effectuer des études

de déstabilisation et des études d’agrégation.

Une étude de déstabilisation vise à évaluer la stabilité de structures organisées

déjà formées ou repliées. Ainsi, dans le cas des fibrilles, plusieurs structures initiales

sont construites en variant le nombre et l’arrangement des peptides entre eux. En

choisissant une température de simulation élevée, il est possible de déterminer

quels assemblages sont les plus stables. Il est aussi possible rie muter la sécitience

peptidique pour évaluer l’effet qua chaque résidu sur la stabilité de la structure.

Par exemple, Ma et Nussinov 1531 ont étudié la stabilité d’octamères (oligomères

formés de huit peptides) de A16_22, de séquence KLVffAE, par des simulations

de dynamique moléculaire avec un solvant explicite à une température de 330 K.

Ce peptide est un fragment composé des résidus 16 à 22 du plus grand peptide -

amyloïde relié à la maladie d’Alzheimer. Ils ont conclu que le modèle le plus stable
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pour l’octamère était celui où les monomères étaient organisés en feuillets parallèles

de brins antiparallèles. Dans la même étude, ils ont évalué quelle était la forme

monomériclue la plus stable pour les peptides A16_35 et A10_35. Ils ont observé

qu’une structure en épingle ,B était favorisée pour A816_35. Quant au monomère

A,1o_35, il était stable sous les formes linéaire et en épingle . Les auteurs ont

indiqué qu’expérimentalement, ce pepticle formait deux types de fibrilles selon le

pH. Ils ont suggéré que l’une de ces formes est composée de peptides étendus tandis

que l’autre est composée de peptides en épingle .

Aussi, Zanuy et ont étudié la stabilité d’oligornères du peptide NFGAIL

par des simulations de dynamique moléculaire utilisant le potentiel CHARMM22 à

350 K. Vingt-cIeux trajectoires ont été obtenues pour un temps total de 31 us à par

tir de différentes possibilités d’arrangement des brins/feuillets dans des oligomères

formés de deux à neuf monomères. Leurs résultats ont montré que la conformation

la plus stable pour ce peptide est celle où les monomères sorganisent en feuillets

parallèles de brins 3 anti-parallèles. En modifiant la séquence du peptide NfGAIL,

c’est-à-dire en mutant la phénvlalanine par une alanine, ils ont montré que les oh—

gomères de NAGAIL étaient instables et se désagrégeaient très rapidement en début

de simulation contrairement aux oligomères de NFGAIL. Ils ont ainsi conclu que le

principal facteur en cause dans l’oligomérisation est l’effet hydrophobe. Leur étude a

été appuyée par les résultats de Azriel et al.[18] qui ont étudié expérimentalement le

rôle de chaque acide aminé du peptide NFGAIL en les mutant par le résidu alanine

à tour de rôle. Ils ont réussi à identifier quels acides aminés étaient criticiues pour la

formation de fibrilles de ce peptide. Ils ont conclu que le résidu phénylalanine était

très important pour la stabilité de l’agrégat tandis que le résidu polaire aspara

gine jouait un rôle dans la cinétique de polymérisation. Finalement, ils ont observé

ciue l’effet des résidus apolaires alanine, isoleucine et leucine ne concernait que la

cinétique de polymérisation et n’affectait pas l’organisation fibrillaire finale.

L’inconvénient des études de stabilité est qu’elles ne fournissent aucune infor

mation sur le processus d’oligomérisation des peptides, seulement sur la stabilité

de leur organisation.
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Des études d’assemblage ont aussi été effectuées en utilisant la dynamique

moléculaire. Toutefois, compte tenu des limites de la méthode, l’ajout de contraintes

dans le système (interaction figée entre certains peptides par exemple), l’utilisation

de la dynamique moléculaire discontinuée (DMD) et le choix de système simplifié

sont caractéristiques de ce type détude.

En 2004, Wu et a1i66l ont étudié l’auto-assemblage de quatre peptides NFGAIL

en solvant explicite avec le potentiel tout-atome AMBER. Ils ont noté la forma

tion d’oligomères partiellement organisés et de structures désordonnées en début

de simulation. En 2005[6n1, ils ont réutilisé la même méthode pour étudier des oc

tamères de NFGAIL et de NAGAIL en simplifiant leur système. Ils ont supposé

que l’assemblage d’un dimère était une étape du processus de formation d’agrégats

plus larges. Ils ont donc construit des dimères et ont contraint les peptides les com

posant à interagir ensemble. Le but de cette approche était d’arriver à observer

l’agrégation des peptides en un temps acceptable. Leurs résultats ont montré que

le résidu phénylalanine jouait un rôle important dans la formation d’oligornères or

donnés. Ils ont à nouveau noté la formation de strttctures désordonnées stabilisées

par des interactions hydrophobes non spécifiques et ont suggéré que la dissociation

de ces structures soit l’étape lirnitante de l’oligomérisation.

Aussi, Klimov et Thirumalai [b0j ont étudié le repliement d’un trimère formé du

peptide A16_22 par des simulations de dynamique moléculaire d’environ li ns à

une température de 300 K avec un solvant explicite. A16_22 a été largement utilisé

en modélisation, car il est relativement court et il contient les résidus aromatiques

phénylalanines qui joueraient tin rôle important clans la formation des fibrilles de

A. Les auteurs ont ajouté tin biais à leur simulation pour faciliter l’interaction

entre les peptides et ils ont observé que l’assemblage d’un trimère A1622 pouvait

se produire par différents “chemins” comportant tous obligatoirement la formation

d’un intermédiaire en hélice u. Les résultats de leurs simulations ne décrivaient

pas avec précision la formation du trimère, mais seulement les premières étapes

du processus d’agrégation. Ils ont ensuite muté les résidus du coeur hydrophobe

de A16_22 par des résidus chargés. Ils ont observé que cela rendait les oligomères
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très instables suggérant que le facteur majeur qui régit l’oligomérisation des pep

tides soit l’effet hydrophobe. Ils ont aussi montré que le remplacement des acides

aminés chargés terminaux augmentait les fluctuations dans l’orientation des pep

ticles. suggérant un lien entre ces résidus et la stabilité des oligomères.

Nguyen et al.[8j ont, pour leur part, observé la formation spontanée de structures

amyloïdes par dynamique moléculaire discontinuée en considérant des ensembles de

12 à 96 peptides polyalanines. Cette méthode n d’ailleurs été utilisée par plusieurs

groupes8’20’36’47’51. En utilisant cette méthode, Nguyen et al. ont constaté que

la formation d’agrégats amorphes précédait la formation d’une structtire critique

ordonnée, elle-même préalable à l’agrégation rapide des peptides. Leurs résultats

sont donc en accord avec le modèle de nucléation-polymérisation associé à la for

mation des fibrilles. De plus, ils ont noté que la fibrillogenèse était dépendante de

la concentration de peptides et de la température de simulation.

Aussi. Urbanc et al.t20l ont utilisé la DMD pour étudier l’agrégation de deux

alloformes de At3, A840 et A42. Leurs résultats ont montré que la distribution de

la taille des oligomères était différente pour les deLx peptides A,340 menant à plus

de dimères et At342, à plus de pentamères. Ils ont aussi identifié des différences

structurales entre les formes monomériclues et oligornériques des deux peptides.

2.3.3 Limites de la méthode

Quoique la portée de ce que l’on peut apprendre des fibrilles par dynamique

moléculaire soit limitée, les différentes études effectuées permettent tout de même

d’explorer certains aspects de la fibrillogenèse. Ainsi, les études mentionnées plus

haut ont permis de suggérer que les forces hydrophobes et les résidus aromaticlues

phénylalanines joueraient un rôle important dans la formation des fibrilles, que la

structure des différents peptides à l’intérieur des fibres ne serait pas unique et que

la formation d’oligomères désordonnés serait courante.

Néanmoins, lorsque l’on étudie la formation des fibrilles, on ne peut pas passer

à côté des limites associées à la dynamique moléculaire. Son principal désavantage

est qu’elle ne permet pas d’étudier des phénomènes se produisant au-delà de l’ordre
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des microsecondes. Or, la formation des fibrilles (tel que mentionné précédemment)

s’effectue sur une échelle de temps supérieure aux microsecondes. Aussi, à cause de

cette contrainte de temps, les systèmes étudiés ne peuvent être très complexes car

le nombre d’atomes impliqués est lié à la durée des simulations. Enfin, un nombre

important de paramètres sont à ajuster lorsciu’on utilise cette méthode, ajustement

qui demande de l’utilisateur qu’il connaisse bien le système en cause et qu’il suive

un bon protocole de simulation.

Et quoique la dynamique moléculaire discontinuée offre des résultats intéressants,

elle ne peut être utilisée avec des potentiels tout-atome tels que CHARIVIIVI ou AIVI

BER. Elle nécessite aussi que les forces du système étudié soient modélisées d’une

façon particulière.

2.3.4 La technique d’activation-relaxation

2.3.4.1 Description de la méthode

À l’origine, la technique d’activation-relaxation a été développée pour étudier les

mécanismes de diffusion dans divers matériaux amorphes[’91. La méthode a ensuite

été modifiée pour être appliquée à l’étude d’un plus grand nombre de problèmes

dont celui du repliement des protéines [35, 41•

ART est une méthode qui permet l’exploration de surfaces d’énergie continues

par une série d’étapes d’activation. Les événements définis par ART sont décrits

directement dans la surface d’énergie ce qui permet à la méthode de générer des

mouvements de n’importe qtielle complexité.

Un événement typique de ART comporte 4 étapes; les deux premières étapes

faisant partie de la phase d’activation et les deux dernières, de la phase de relaxa

tion (le détail de chacune des étapes énumérées ci-bas sera exposé plus loin dans

ce chapitre)

1) À partir d’un minimum local d’énergie, une configuration est poussée aléatoire

ment hors de ce minimum dans une des 3N dimensions, où N est le nombre
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d’atomes, de la surface d’énergie, ce jusqu’à ce que la dimension choisie corres

ponde à la direction d’un point de selle de premier ordre.

2) La configuration est ensuite poussée clans la direction du point de selle de pre

inier ordre et ce jusqu’à ce que ce dernier soit atteint.

3) La. configuration est poussée légèrement au-delà du point de selle et est relaxée

vers un nouveau minimum local par une méthode de minimisation standard.

4) La configuration finale (associée au nouveau minimum local) est rejetée ou ac

ceptée en utilisant le critère de Metropolis.

T

1’

FIG. 2.1 Les trois premières étapes de la technique d’activation-relaxation. 1) Sortie
du minimum local d’énergie dans une direction aléatoire jusqu’à ce que la direction d’un
point de selle de premier ordre soit trouvée 2) La configuration est poussée dans la
direction du point de selle de premier ordre jusqu’à ce que ce dernier soit atteint 3) La
configuration est relaxée vers un nouveau minimum local qui sera accepté ou rejeté selon
le critère de Metropolis.

ART explore donc la surface d’énergie par un chemin constitué de minima

locaux séparés par des points de selle de premier ordre. Les trajectoires générées

sont donc toutes physiquement possibles.

Nous devons ici introduire quelques notions mathématiques avant de poursuivre

afin de faciliter la compréhension de la description détaillée de l’algorithme.

Nous avons vu au chapitre 2 que la surface d’énergie associée aux structures

protéiques est composée de plusieurs états minima, niaxiina et points de selles



29

(états de transition). Aux points de selle, comme aux minima et maxima, la dérivée

première de l’énergie, la force, est nulle.

Une exploration de la surface d’énergie visant à trouver la structure d’énergie

minimale cherche à passer par les états où la force est nulle et définit donc une

trajectoire minimum—point de selle—minimum.

On peut caractériser la courbure de la surface étudiée en un point donné en

calculant les vecteurs propres et les valeurs propres associés à ce point (le vecteur

propre relevant de la valeur propre). Ces valeurs, calculées à partir de la matrice

hessienne (matrice des dérivées secondes), nous permettent d’identifier la présence

d’un minimum, d’un maximum et d’un point de selle.

En terme de valeur propre, un minimum se définit comme un état où la valeur

propre est supérieure à O dans toutes les directions tandis qu’un point de selle de

preniier ordre est un état où la valeur propre est inférieure à O dans une direction et

supérieure à O dans toutes les autres directions. Par conséquent, un point de selle

d’ordre n est caractérisé par une valeur propre négative dans n directions tandis

qu’un maximum présente une valeur propre inférieure à O dans toutes les directions.

L’algorithme ART ne considère que les points de selle de premier ordre pour

élaborer une trajectoire minimum-point de selle-minimum l’énergie associée aux

points de selle d’ordres supérieurs étant plus élevée, la visite de ces états est donc

beaucoup iuoins probable.

1) Qzntter le minimum local

II faut noter qu’un minimum local ne contient aucune information quant à

la position ou au nombre rIe points de selle clui Fentourent. Cest pourquoi la

configuration quitte le minimmu local dans mie direction aléatoire. Pour prévenir

toute instabilité de la configuration, cette dernière est lentement déplacée dans

la direction aléatoire tandis que son énergie totale est minimisée partiellement

jusqu’à ce que la direction d’un point de selle de premier ordre soit trouvée, c’est

à-dire jusqu’à ce qu’une valeur propre négative apparaisse dans la matrice hessienne

locale.

2) Convergence vers un point de selle de premier ordre
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Une fois hors du minimum local, une valeur propre correspondant à une direc

tion de courbure négative est trouvée dans la matrice hessienne. La configuration

est ensuite déplacée le long du vecteur propre associé à cette valeur propre négative

qui indique la direction d’un point de selle de premier ordre.

Comme on ne désire connaître que la plus faible valeur propre de la matrice

et le vecteur propre qui s’y rapporte, la matrice hessienne entière n’a pas besoin

d’être calctilée et diagonalisée à chaque étape (une opération qui serait en 0(N3)

en temps). La plus faible valeur propre de la matrice est calculée en utilisant l’al

gorithme de Lanczos (méthode récursive en 0(N) en temps)[261.

La configuration est ensuite déplacée dans la direction associée au vecteur

propre (à la courbure négative) et l’énergie totale de cette dernière est minimisée

partiellement, toujours pour assurer la stabilité de la configuration, jusqu’à ce que

le point de selle soit atteint.

3) Relaxation à un nouveau minimum local

Après avoir convergé au point de selle, la configuration peut être amenée dans

l’un ou l’autre des deux minima séparés par ce dernier par une méthode de re

laxation. Voilà pourquoi la configuration est poussée légèrement au-delà du point

de selle à la troisième étape. Cela permet d’éviter de revenir au minimum local

initial. N’importe quelle méthode de minimisation peut être utilisée à cette étape.

Nous avons utilisé une méthode de dynamique amortie où l’on effectue des pas de

dynamique moléculaire classique jusqu’à ce que les vecteurs de force et de vitesse

deviennent antiparallèles. Ainsi, dès que le produit scalaire de ces deux vecteurs

devient négatif, on attribue une valeur nulle à la vitesse et on repart une dyna

mique moléculaire jusqu’à ce que la force atteigne une valeur près de zéro (10),

indiquant ainsi que l’on a atteint un point critique, dans ce cas-ci un minimum

local.

) Acceptation/refas de ta nouvelle configuration

La nouvelle configuration est ensuite acceptée ou rejetée selon le critère de Me

tropolis, c’est-à-dire avec une probabilité
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p = min(1, e(_/kBT)) (2.4)

où AE est la différence d’énergie entre la configuration finale et la configuration

initiale, k3 est la constante de Boltzmann et T est la température de Metropolis. Si

la nouvelle configuration est acceptée, le prochain événement débutera à partir de

cette dernière tandis que si elle est refusée, le prochain événement de ART débutera

à partir du minimum initial précédent.

La technique d’activation-relaxation est une méthode efficace en temps, indépen

dante d’une échelle de temps et non biaisée qui génère des trajectoires bien contrôlées

tel que démontré par lVlousseau et al. [541rn De plus, l’échantillonnage effectué est

ergodique, c’est-à-dire que toutes les classes d’événements semblent échantillonnées

(n’importe quelle région de l’espace est accessible à partir de n’importe quelle autre

en un nombre fini d’étapes) et tous les événements générés par la méthode sont

réversibles. La technique d’activation-relaxation nécessite l’ajustement d’un très

petit nombre de paramètres tels que la température de iVietropolis et la valeur seuil

de la valeur propre.

Notons que l’ajustement de ces paramètres ne modifie en aucun cas la surface

d’énergie, mais affecte plutôt l’efficacité de la méthode.

La température de Metropolis doit être ajustée pour obtenir un échantillonnage

satisfaisant de la surface d’énergie. En effet, tel que mentionné précédemment, la

conformation finale sera acceptée ou rejetée selon un test Metropolis basé sur la

différence d’énergie entre les configurations initiale et finale. Comme les conforma

tions sont relaxées et n’incluent aucune contribution entropique, la température

de 1\/Ietropolis ne correspond pa.s à la température réelle. Si elle est trop élevée,

l’échantillonnage sera équivalent à une exploration aléatoire de la surface d’énergie,

c’est-à-dire que pratiquement toutes les configurations seront acceptées et on ne

convergera par vers les états de basse énergie. Par contre, si elle est trop faible, le

système sera emprisonné dans un minimum local. Donc, le choix de la température
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de Metropolis doit permettre d’obtenir un taux d’acceptation (rapport entre le

nombre d’événements acceptés et le nombre total d’événements) raisonnable tout

en permettant une convergence vers une configuration avec un minimum d’énergie.

Ce choix est déterminé par une série d’essais et d’erreurs. Santini et al[39,40Ï suggère

que la température de Metropolis optimale doit engendrer un taux d’acceptation

se situant entre 10 et 70 % et indique qu’elle devrait se trouver entre 300 K et 1000

K pour la plupart des protéines décrites par le potentiel d’énergie OPEP (nous

reviendrons sur ce potentiel au chapitre suivant).

Le second paramètre à ajuster est la valeur seuil de courbure utilisée pour

déterminer si la configuration a quitté le minimum local initial. On trouve donc

la valeur de la plus faible valeur propre dans la matrice hessienne (calculée par

l’algorithme de Lanczos) et si cette valeur est plus faible que le seuil fixé, la confi

guration a quitté le bassin et peut converger vers un point de selle de premier

ordre. Si la valeur seuil comparée à la valeur propre est négative mais trop près de

zéro, la relaxation partielle, effectuée pour assurer la stabilité de la conformation,

ramènera la configuration dans la région de courbure positive, c’est-à-dire au mi

nimum. Cependant, si cette valeur est trop négative, la configuration risque d’être

poussée dans un nouveau minimum générant ainsi une trajectoire discontinuée. La

valeur seuil dépend du système étudié et est obtenue par essai erreur.

2.3.4.2 Que peut-on apprendre par cette mdthode?

Plusieurs membres de notre groupe de recherche ont utilisé cette méthode avec

succès par le passé. Ainsi, Santini et al.t39401 ont utilisé la technique d’activation

relaxation avec le potentiel d’énergie OPEP, dont nous parlerons au prochain cha

pitre, pour étudier les mécanismes d’assemblage d’un dimère et d’un trimère de

A1622. L’étude de la surface d’énergie libre associée à la formation du dimère a

permis de décrire plusieurs voies de repliement menant à une structure de basse

énergie dimérique et antiparallèle en accord avec les données expérimentales. Les

simulations ont permis de décrire un mouvement de reptation de l’un des brins

du feuillet par rapport à l’autre. Finalement, l’étude a montré que plusieurs voies
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pouvaient mener à la formation du dimère et que toutes ces voies n’impliquaient

pas nécessairement un intermédiaire c-liélical tel qu’envisagé par Klimov et al[10Ï.

Quant à l’étude du trimère, elle a permis d’observer la formation d’une structure

antiparallèle stable s’approchant de la structure des peptides à l’intérieur des fi-

brilles. Cette structure est en équilibre avec plusieurs structures antiparallèles

hors-registre et mixtes. Aussi, l’étude a révélé un mécanisme d’assemblage unique

en trimère antiparallèle qui consiste en la formation d’un dimère suivie de l’addition

d’un monornère. Des mouvements de reptation ont aussi été identifiés dans cette

étude.

Wei et al.42’431 ont aussi utilisé ART avec le potentiel OPEP pour caractériser les

mécanismes d’assemblage de six et huit tétrapeptides KFFE. Les simulations ART

OPEP à partir de six peptides ont conduit à l’obtention de trois structures de faible

énergie un arrangement de deux trimères, un arrangement d’un tétramère et d’un

dimère et un barril ,3. Les deux premiers arrangements se sont révélés consistants

avec les résultats expérimentaux associés à la structure des fibrilles. Suite à cette

étude, Wei et al. ont proposé que les fibrilles croissaient de façon bidirectionnelle,

c’est-à-dire latéralement et longitudinalement. L’étude de l’octamère n, cyuant à elle,

montré que les peptides s’arrangeaient en plusieurs structures organisées de basse

énergie. Deux de ces structures présentaient un arrangement de deux tétramères

compatible avec les résultats expérimentaux de diffraction de fibres aux rayons X

tandis que les atttres étaient constitués d’un mélange de dimères et de trimères.

L’étude a montré que huit peptides constituaient un nombre inférieur à la taille

requise pour le noyau critique pour ce système. Notons que les études concernant

le tétrapeptide ont été réalisées simultanément à notre propre étude du tétramère

de KfPE.

2.3.5 Limites de la méthode

Malgré la génération de trajectoires physiquement acceptables (trajectoire conti

nue de minima locaux séparés par des éta.ts de transition), la méthode ART-OPEP

comporte ses limites. Dans sa forme actuelle, ART ne décrit pas les contribu
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tions thermales entropiques. Ainsi, on ne fait qu’explorer la surface d’énergie sans

rien connaître des barrières énergétiques franchies. La méthode ne permet donc

pas de savoir laquelle des trajectoires générées est la plus probable. Toutefois,

cette limite peut s’avérer utile, car elle permet à la méthode de proposer plusieurs

mécanismes possibles sans discriminer ceux qui sont théoriquement moins favo

risés. Par exemple, l’étude du repliement d’un petit peptide en épingle a permis

de proposer trois mécanismes qui ont aussi été identifiés séparément par dynamique

moléculaire.

Un second problème de la méthodologie est lié au potentiel d’énergie OPEP

qui représente les chaînes latérales de façon simplifiée (voir le chapitre suivant).

Le potentiel d’énergie OPEP ne permet pas de reproduire d’une façon détaillée les

interactions entre les chaînes latérales (qui sont représentées par des billes) et les

interactions avec le solvant. Le fait de ne pas avoir tous les atomes ne permet pas

d’approfondir explicitement le rôle de chaque résidu dans le processus d’agrégation

ou de repliement.

Or, dans le cas de la formation des fibrilles amyloïdes constituées du peptide -

amyloïde, plusieurs études ont démontré due les résidus phénylalanines du coeur hy

drophobe avaient un important rôle à jouer dans le processus d’assemblage. L’utili

sation d’OPEP pourrait nous permettre d’envisager un rôle pour ces acides aminés,

mais ne permettrait pas de caractériser directement leur implication. Toutefois, se

lon Stefani et alt9], la nature des acides aminés n’est pas un facteur primordial

dans l’auto-assemblage des fibrilles puisque plusieurs protéines ne présentant au

cune similarité de séquence ont la capacité de former des fibrilles. Ce serait plutôt

une caractéristique de l’arrangement des chaînes principales, indépendant de la

séquence, qui favoriserait l’agrégation.



CHAPITRE 3

MÉTHODOLOGIE

Pour notre projet, nous avons utilisé la technique d’activation-relaxation (ART)

couplée au potentiel d’énergie simplifié OPEP pour étudier les mécanismes d’agréga

tion de peptides amyloïdes. Nous avons aussi effectué quelques simttlations de dy

namique moléculaire avec le programme GROMACS14’ 161 pour évaluer la stabilité

de certaines structures.

Nous ne présenterons dans ce chapitre que les peptides à l’étude et le potentiel

avec lequel la méthode ART a été utilisée.

3.1 Peptides à l’étude

Comme nous l’avons mentionné au premier chapitre, il existe un grand nombre

de peptides ne présentant aucune similarité de séquence ou de structure native

capable de former des fibrilles in vitro en présence de conditions dénaturantes.

L’hypothèse voulant que la capacité à former des fibres amyloïdes soit une propriété

intrinsèque des chaînes polypeptidiques nous permet d’étudier des peptides donnés

(souvent plus courts) pour dégager les mécanismes généraux de la fibrillogenèse. Vu

les contraintes en temps et en ressources imposées par les méthodes numériques,

cela constittie un grand avantage.

Dans le cadre de ce mémoire, nous avons choisi d’étudier deux peptides par

ticuliers le tétrapeptide KFFE et un segment du peptide -amyloïde, le peptide

A311_25.

3.1.1 KFFE

En 2002, Tjernberg et al.1221 ont entrepris d’étudier les exigences minimales

requises pour observer la formation de fibrilles in vitro. Ils ont construit différents

peptides de longueurs variées et ont observé que des peptides comprenant aussi
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peu que quatre résidus, de sécluence KfFE et KVVE, pouvaient former des fibres

amyloïdes pratiquement identiques structuralement aux fibrilles pathologiques. Ils

ont aussi proposé un modèle structural pour le tétramère de KFFE basé sur des

expériences de minimisation d’énergie. Dans ce modèle, les quatre tétrapeptides

s’arrangent en feuillet antiparallèle.

Nous avons décidé d’étudier ce peptide pour deux raisons. D’abord, les données

expérimentales disponibles permettent d’effectuer des comparaisons et de valider

nos résultats. Ensuite, le faible nombre de résidus du peptide constitue un avantage

du point de vue numérique.

Mentionnons que toutes les images présentant les structures de IKFFE ont été

obtenues en utilisant les programmes de visualisation MOLMOL251 et PYMOL621.

3.1.2 A,,_25

A11_25 est un fragment constitué des résidus 11 à. 25 du peptide ,6-amyloïde

(At3). Sa séquence, EVHHQKLVFFAEDVG, contient la région centrale hydrophobe

de A que l’on croit importante pour la fibrillogenèse. A,,_25 forme, in vitro, des fi-

brilles bien organisées qui ont été l’objet de quelques études expérimentales[27’30’551.

Suite à des études de résonance magnétique en état solide sur des fibres de

Aj311_25, Petkova et al.551 ont suggéré que les peptides s’assemblaient (dans les

fibres) en feuillets antiparallèles où le coeur hydrophobe (LVFFA) est en confor

mation étendue. Ils mit aussi suggéré que le registre du réseau de liaisons hydrogène’

est dépendant du pH. Sikorski et al.t271 ont aussi proposé une organisation an

tiparallèle en se basant sur l’analyse de résultats obtenus par diffraction de fibres

aux rayons X.

Il est important de rappeler que le peptide -amyloïde est le peptide associé à

‘Le registre des liaisons hydrogène est cléùni comme l’alignement des liens hydrogène entre deux
peptides adjacents. Par exemple, un registre 1 +k 1+k indique une interaction intermoléculaire
entre le premier résidu d’un pepticle et le pretilier résidu du peptide adjacent si k = O. On dit
alors que le réseau de Ponts hydrogène est “en-registre” parallèle. Dans le cas de peptides de 15
résidus, un registre 1 + k 15 — k se rapporte à une structure antiparallèle “en-registre’ où le
premier résidu d’un brin interagit avec le dernier résidu du brin adjacent par un lien hydrogène
pour k = O.
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fIG. 3.1 — Trois modèle représentant l’organisation de A011_25 dans les fibrilles. a)
Modèle proposé par Sikorski et al. suite à des études de diffraction aux rayons X. Une
photographie au microscope électronique des fibres obtenues in vitro est présentée de
même qu’une représentation du modèle antiparallèle suggéré 1271. b) et c) Deux modèles
dépendant du pH ont été proposés par Petkova et al. suite à des études de RMN en état
solide. Les fibres obtenues à pH 7.4 (h) et pH 2.4 (c) ainsi que les modèles antiparallèles
s’y rapportant sont présentés. Quoique les fibres obtenues in vitro aient une morphologie
similaire, le registre des liaisons hydrogène des structures les composant est dépendant
du pH’55].

la maladie d’Alzheimer. Nous nous y attarderons un peti plus longuement au début

du chapitre 5.

3.2 Simulations ART-OPEP

3.2.1 ART

Compte tenu du succès obtenu par la méthode ART-OPEP [3940,12,43, 54J nous

avons privilégié cette méthode pour étudier les peptides présentés aux sections

précédentes. Nous avons déjà décrit la téchnique d’activation-relaxation à la section

2.3.4 du chapitre 2. La méthode ART ne petit cependant pas être utilisée seule, car

ce n’est que l’algorithme pour explorer la surface d’énergie. Elle doit être couplée à

tin potentiel qui, en approximant la fonction d’énergie, permet de définir la surface

à explorer.
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3.2.2 Potentiel d’énergie OPEP

ART est utilisée conjointement au potentiel d’énergie OPEP (“Optimized Po

tentiat for Efficient peptzde-strncture Prediction”) qui a été entraîné en utilisant

six polypeptides en solution n’incluant pas KFFE et At3371. Ce potentiel d’énergie

traite les effets d’un solvant aqueux implicitement et représente chaque acide aminé

par ses atomes N, H, C, O, C de la chaîne principale et par une bille de géométrie

et de rayon de Van der Waals appropriés pour la chaîne latérale. La façon dont

ces billes sont générées tient compte de la longueur des liens Ca et SC (chaîne

latérale), de l’angle entre les atomes Cn_1,Cc et SC et des angles dihédraux

impropres entre les atomes Cc+i, Ci_1, et SC. Les simplifications effectuées

dans OPEP permettent d’obtenir une surface d’énergie qui est moins rugueuse et

qui peut être explorée plus facilement.

L’énergie totale dans OPEP est exprimée par l’équation

E WLEL + wsc,3cEsc,0 + WSGMESCM + wM,A4EM,M + WHEHB1 + WHHEHB2

(3.1)

où EL est un terme quadratique se rapportant à la longueur des liens, aux angles

entre les chaînes latérales et la chaîne principale et aux angles de torsion des chaînes

latérales et des groupes peptidiques; EA,I,M représente l’énergie associée à l’inter

action entre les particules de la chaîne principale; EM,so représente l’énergie as

sociée à l’interaction entre les particules de la chaîne principale et des chaînes

latérales; E8,30 représente l’énergie associée à l’interaction entre les particules

des chaînes latérales; EHB représente l’énergie associée aux liaisons hydrogène.

Dans la version du potentiel que nous utilisons, totis les poids w ont été fixés à une

valeur de 1 et un terme énergétique, E, a été inclus dans la fonction d’énergie

pour pénaliser les angles dont la valeur est hors des régions permises du graphe

de Ramachandrant60l. Pour de courts peptides, cette pénalité suffit pour s’assurer

d’obtenir une majorité de structures stéréochimiquement correctes. Dans le cas de

l’étude du peptide Affi1_25, nous avons ajouté un terme énergétique supplémentaire,

E, lié à l’angle .
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E et E ont aiflsi pour rôle de défavoriser les structures dont les angles L’ et

ont des valeurs non permises. Dans le cas de A11_25 (peptide de 15 résidus),

la restriction d’un seul angle dihédral n’était pas suffisante. Nous sommes arrivé

à cette constatation après avoir observé plusieurs structures incorrectes. L’ajout

d’une pénalité energétique au niveau de l’angle a permis de résoudre ce problème.

Le potentiel OPEP comporte trois principales limites. D’abord, comme les

chaînes latérales sont représentées par des billes, le potentiel ne permet pas d’ex

plorer toute la complexité des interactions pouvant survenir entre elles. Ensuite,

comme le solvant n’est pas traité explicitement, les liaisons hydrogène entre les

atomes clii solvant et ceux des peptides ne sont pas considérées. Or, ces liens hy

drogène affectent l’énergie et l’entropie du système. De plus, le potentiel ne tient

pas compte de l’effet du pH du solvant sur la stabilité des chaînes polypeptidiques.

Toutefois, malgré ces limites, plusieurs études ont montré que les mécanismes

générés suite à des simulations ART-OPEP étaient cinétiquement possibles. Par

exemple, Wei et al.[hh] ont observé, suite à une étude ART-OPEP, que le mécanisme

de repliement d’un peptide donné en hélice c passait par un état de transition ca

ractérisé par deux hélices connectées par une boucle. Ce mécanisme a aussi été

trouvé par Chowdhury et al.641 suite à des études de dynamique moléculaire uti

lisant un potentiel tout-atome. De la même façon, l’étude du repliement d’une

épingle par ART-OPEP a permis d’identifier deux mécanismes trouvés par les

méthodes standards en plus d’un troisième mécanisme impliquant un phénomène

de reptation. Ce troisième mécanisme a par la suite été observé en utilisant une

autre méthode de simulation en solvant explicite[211.



CHAPITRE 4

EXPLORATION DES MÉCANISMES D’AGRÉGATION DE

PEPTIDES KFFE EN TÉTRAMÈRE

Le peptide KFfE est tin peptide synthétique formant des fibres in vitro simi

laires aux fibres retrouvées dans les amyloïdoses.

L’étude de l’assemblage de quatre peptides KFFE visait l’élucidation de méca

nismes généraux caractérisant la formation des oligomères instables dans les premiè

res étapes de la. flbnllogeiièse. Rappelons ciue l’intérêt d’étudier les oligomères

réside dans le fait que ces structures seraient la principale cause de la toxicité

observée dans les diverses pathologies. Contrairement à l’étude des hexamères et

des octamères12’431, l’étude du tétra.mère a permis de caractériser extensivement

les mécanismes d’agrégation et de dissociation des peptides et d’observer l’effet de

mutations clans la séquence tétrapeptidique.

Trois séries de simulations ont été effectuées dans le cadre de notre étude. La

première consistait en une trentaine de simulations ART-OPEP à 300 K à partir

d’un arrangement aléatoire de quatre tétrapeptides séparés d’une distance variant

de 6 à 10 À . Cette température est la même qtie celle choisie par Santini et al.

pour l’étude du peptide A16_2240J et s’approche de celle choisie par Wei et al.

pour l’étude de l’hexamère de KFFE131. 12 000 événements ont été effectués par

simulationi. Le tatix d’acceptation moyefl à la température choisie approchait 71

ART-OPEP a aussi été utilisée pour la seconde série de simulations. mais à

partir d’une structure initiale où les deux phénylalanines de la sécluence peptidicue

ont été mutées pa.r une proline et une glycine. Enfin, deux simulations de dynamique

moléculaire tout-atomes en solvant explicite è 298 et 330 K, pour mi total de 50

nanosecondes, ont été effectuées pour évaluer la. stabilité d’un feuillet /3 a.ntiparallèle

14 à 5 jours sur un processeur PowerMac G5 180hz
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correspondant au modèle proposé par Tjernberg221 pour le tétramère.

Ce travail a été effectué en collaboration avec Aclrien IVielquiond de l’Institut de

Biologie Physico-Chimique de Paris qui a effectué la deuxième série de simulations

ainsi que la dynaniique moléculaire. Les résultats ont été publié en 2005 clans la

revue Journat of Ghem’tcat Physzcs” t38]•

4.1 Assemblage de quatre peptides KFFE

4.1.1 Structure du monomère

Quatre simulations indépendantes ont été effectuées sur un monomère du pep

tide KFFE pour s’assurer que la méthode modélisait de façon efficace le peptide.

Les résultats obtenus ont montré que 28 des structures inonomériques adoptaient

une conformation et 72 % adoptaient une conformation ran dom- cou. Ces résultats

correspondent aux données expérimentales retrouvées dans la littérature[221 pour ce

peptide.

4.1.2 Formation du tétramère par simulation ART-OPEP

Parmi la trentaine de simulations que nous avons effectuées, toutes ont mené

à des conformations organisées ou semi-organisées. Nous avons relevé quatre états

de plus basse énergie (calculée selon la fonction d’énergie du potentiel OPEP)

dont l’énergie variait de -35 à -48 kcal/rnot. Après 12 000 événements, 30 ¾ des

sinmlations ont mené à la formation de tétramères .6 antiparallèles, 30 % ont conduit

à l’assemblage d’un tétramère mixte ou d’un trimère mixte avec un monomère et

10 ¾ des simulations ont permis la formation de deux dimères antiparallèles. La

figure 4.1 présente les différentes structures de basse énergie observées avec leur

énergie correspondante.

Pour caractériser le processus d’agrégation des tétrapeptides, nous avons calculé

l’énergie totale des conformations, la distance “bout-à-bout” de chaque monomère,

l’orientation relative de paires de monomères et le nombre de ponts hydrogène

formés, tout cela en fonction du nombre d’événements acceptés. La distance bout-
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I

AIétramèie antipara11L1e B) Trimêre monomére C) Dètix dimêres
(E = -4g. 3 kcaÏmo1) (E = -3] kcal!mol) (E -36 kcal/nioÏ)

FIG. 4.1 — Structures de plus faible énergie obtenues par simulation ART-OPEP.

à-bout (“ end-to-end distance”) est définie comme la distance entre l’atome d’azote

du premier résidu et l’atome de carbone du dernier résidu pour un monomère

donné. Une distance d’environ 4 À est associée à une conformation compacte tandis

qu’une distance approximative de 12 À est associée à une conformation étendue.

Pour caractériser l’orientation relative des brins en fonction des événements, nous

avons calculé le produit scalaire des vecteurs unitaires de distance bout-à-bout pour

chaque paire de monomères : une valeur de 1 indique une orientation parallèle, une

valeur de -1 indique une orientation antiparallèle tandis qu’une valeur de O indique

une orientation perpendiculaire.

La figure 4.2 présente le détail d’une simulation ART-OPEP menant à la for

mation d’un tétramère antiparallèle.

Nous voyons tout d’abord sur le graphe présentant l’énergie totale en fonc

tion du numéro de l’événement accepté que l’énergie du système diminue tout au

long de la simulation et converge vers un plateau à environ -35 kcat/mot. Cela se

produit parallèlement à l’augmentation du nombre de ponts hydrogène qui fluc

tue autour de 12 à la fin de la simulation. L’évolution du processus d’agrégation

est mieux illustrée par les graphes représentant l’orientation relative et la distance

bout-à-bout des monornères en fonction des événements. Tout d’abord, nous pou

vons noter que la stabilisation observée au tout début de la simulation correspond

à la formation d’un dimère entre les monomères 2, 3. On voit que, dès le départ, les

brins 2 et 3 adoptent une conformation étendue associée au bi-in et s’orientent
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Fie. 4.2 — Analyse d’une trajectoire ART-OPEP à partir de quatre brins KFFE ar
rangés aléatoirernent menant à la formation d’ull tétramère antiparallèle hors-registre.
Les graphes de l’énergie ta), de la distance bout-à-bout des monomères (b) et de l’orien
tation des monomères(c) sont présentés en fonction du numéro de l’événement accepté.

de façon antiparallèle. Nous constatons aussi qu’au départ les brins 1 et 3 sont

orientés parallèlement, mais que le brin 1 change d’orientation au cours de la sinrn

lation. À févénement 3600, ce brin s’oriente de façon antiparallèle au brin 3 déjà

impliqué dans un dimère antiparallèle avec le brin 2. Il y a donc formation d’un

trimère antiparallèle ce qui permet une stabilisation additionnelle du système. Vers

l’événement 4200, la distance bout-à-bout du brin 4 se stabilise et ce brin s’oriente

plus ou moins perpendiculairement au brin 1. Il y a formation d’un tétramère an

tiparallèle où le brin 4 conserve tout de même une certaine flexibilité à l’extrémité
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comme l’indique son orientation par rapport au brin 1.

Les mécanismes menant à la formation d’une structure tétramérique varient

d’une simulation à l’autre. Ainsi, les états de plus faibles énergies ont parfois été vi

sités plus rapidement et la formatioll d’un trimère ne précédait pas systématiquement

la formation du tétramère. Dans certaines simulations, l’état oligomérique précédant

la forme native tétramérique était la conformation de deux dimères.

Î::
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FIG. 4.3 — Analyse d’une trajectoire ART-OPEP à partir de quatre brins KFFE arrangés
aléatoirement menant à la formation d’une structure constituée de deux dimères. Les
graphes de l’énergie (a), de la distance bout-à-bout des monomères (b) et de l’orientation
des monomères (c) sont présentés eu fonction du numéro de l’événement accepté.

La figllre 4.3 présente l’analyse d’une simulation menant à la formation de deux
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dimères. Nous pouvons constater grâce au graphe de la distance bout-à-bout et

au graphe de l’orientation relative des brins que, dès le départ, les brins 1 et 3

adoptent une conformation étendue et s’orientent de façon antiparallèle. Il y a

donc formation d’un premier dimère. La distance bout-à-bout des brins 2 et 4 varie

beaucoup au cours de la simulation tout comme leur orientation relative ainsi que

leur orientation par rapport au dimère 1-3 jusqu’à ce que ces brins s’organisent

de façon antiparallèle et que leur distance bout-à-bout se stabilise. A partir de

ce moment, nous pouvons suivre l’orientation des deux dimères l’un par rapport à

l’autre sur le graphe d’orientation relative. Nous constatons que lors de la formation

du deuxième dimère, les deux dimères sont parallèles, mais qu’ils changent ensuite

d’orientation pour devenir perpendiculaires et pour revenir par la suite parallèles.

L’arrangement en deux dimères est le seul qui présente les propriétés des fibres

amyloïdes, c’est-à-dire qui présente des couches empilées de feuillets antiparallèles

comme dans le motif de feuillets en croix. Nous avons évalué la distance entre

les dimères en calculant la distance entre les centres de masse de chaque paire de

monomères. Nous avons trouvé une distance d’environ ii À ce qui correspond à la

distance expérin;entale observée dans les fibres. L’énergie totale de l’arrangement

en deux dimères est de -36 kcat/mot.

3+1

//_
2÷1+1

1+1+1+1

2 + 2
‘+

3+1 c ‘ 2÷1+1 > 2+2

FIG. 4.4 — Ensemble des mécanismes de formation observés au cours des simulations
ART-O PEP

Une représentation de l’ensemble des mécanismes d’agrégation observés est

présentée à la figure 4.4. Nos analyses ont montré que la formation de structures en

conformation semble s’effectuer par addition séquentielle, c’est-à-dire par l’ad

dition d’une chaîne (4 monomères —* 1 dimère + 2 monomères —* 1 trimère + 1

monomère 1 tétramère) ou par l’addition de deux chaînes (4 monomères 2
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dimères —* 1 tétramère).

Parmi toutes les simulatiolls effectuées, 30 ¾ n’ont pas permis de localiser un

état stable en moins de $000 événements acceptés. Ces simulations ont plutôt mené

à des structures oligomériques désorganisées. Ce phénomène avait aussi été observé

par Santini et ai.139’ 4°l lors de simulations ART-OPEP sur des dimères et trirnères du

peptide Ai31622. Cela suggère que l’étape limitante du processus d’oligomérisation

est le réarrangement des structures désorganisées en une structure présentant un

alignement natif des brins.

4.2 Assemblage de quatre peptides KPGE par simulation ART-OPEP

FIc. 4.5 — Les simulations à partir du peptide muté KPGE ont conduit à la formation
dassemblages désordonnés.

i\Ion collègue Acirien Melquiond a remplacé les deux phénylalanines de KFFE

par une proline et une glycine pour déterminer l’effet de ces mutations au niveau

de la formation des structures 6 dans les simulations ART-OPEP. À cause de sa

structure chimique particulière, la proline ne favorise pas la formation de feuillets

8. Nous nous attendions donc à ce ciue l’incorporation de cet acide aminé défavorise

la formation de structures organisées (cet acide aminé étant stéréochimiquement

restreint). Les résultats obtenus par mon collègue correspondaient à nos attentes

puisqu’aucune structure organisée n’a été observée. La formation de structures

désordonnées a plutôt été notée. Ceci indique que la méthode ART-OPEP gère

bien l’identité des différents acides aminés.
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4.3 Évaluation de la stabilité du modèle de Tjernberg par simulation

de dynamique moléculaire

La stabilité du modèle de Tjernberg a été évaluée par deux simulations de

dynarnicjue moléculaire l’une de 20 nanosecondes à une température de 298 K

et l’autre, de 30 nanosecondes à une température de 330 K. Les simulations de

dynamicjue moléculaires ont été effectuées par Adrien Melquiond. La figure 4.6

présente un résumé visuel des trajectoires ainsi ciue la distance des moindres carrés

(“Root Mean-Square Deviations” ou RIVISD) de la chaîne principale dti tétramère

antiparallèle en fonction du temps de simulation par rapport à la structure initiale.

Le RIVISD se définit comme

RMSD = — xb)2 + Z=o(Ya: —

y)2 + Zû(Zaj — zb)2
(4.1)

où x, y, z sont les coordonnées de chaque atonie dont on veut mesurer l’écart

de distance et n est le nombre d’atomes. Cette valeur exprime une “différence”

structurale entre deux structures.

Nous pouvons constater que les chaînes du tétramère antiparallèle se sont dis

sociées et réassemblées deux fois au cours des 20 nanosecondes de la première simu

lation. La deuxième simulation a été effectuée à une température plus proche des

conditions expérimentales d’incubation des peptides amyloïdes menant à l’obten

tion de fibrilles. Nous pouvons voir qu’au cours de cette simulation les quatre brins

se sont dissociés (approchant un maximum de 8,2 À RMSD) et se sont ensuite

réassemblés pour reformer la structure initiale de départ (environ 15 ns). Après

cela, tel qu’on peut le voir à la figure 4.6, le RIVISD associé aux peptides varient

entre 1,5 et 4,5 signifiant que les quatre brins explorent des états intermédiaires.
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FIG. 4.6 — Dynamique moléculaire POUf évaluer la stabilité du modèle de Tjernberg (mo

difié de Melquiond et al.[38]). A) RMSD en À en fonction de l’évolution de la simulation.
B) Représentation de quelques structures obtenues au cours de ta simulation effectuée à
une température de 298K

Pour analyser les trajectoires. nous avons aussi regroupé les conformations ob

servées en utilisant un seuil de 2,5 À pour le RIVISD des carbones de la chaîne

principale (“clustering”). Les analyses de la. simulation à 298 K ont montré que

la structure tétramérique antiparallèle des peptides (population de 76 %) était en

équilibre avec une structure où deux dimères antiparallèles s’organisent de façon

perpendiculaire (population de 16 %). La rotation d’un dirnère par rapport à l’autre

est donc thermiquernent accessible à la température de la pièce.

Plus de groupes ont pu être identifiés lors de l’analyse de la simulation réalisée
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à 330 K. Nous avons ainsi observé des structures composées d’un dimère et de deux

monomères (population de 8 %), d’un trimère et d’un monomère (population de 21

¾) dont l’orientation des brins variait (parallèle verstts antiparallèle). La structure

tétraniérique antiparallèle initiale et la structure tétramérique mixte ont aussi été

rencontrées (population tétramérique de 71 ¾).

Nous pouvons constater que le changement de conformations se fait assez ra

pidement et ce, pour les deux températures étudiées. Même si nous n’affirmons

pas qu’un équilibre a été atteint durant les simulations, nous pouvons néanmoins

voir que le modèle de Tjernberg est en équilibre avec au moins la conformation

de deux dimères antiparallèles perpendiculaires et plusieurs autres arrangements

moins peuplés à température ambiante.

Il est intéressant de constater que les structures intermédiaires de faible énergie

obtenues au cours des sinuilations ART-OPEP à partir d’un arrangement aléatoire

des brins ont aussi été observées au cours des simulations de dynamique moléculaire

4.4 Qu’apprenons-nous de l’étude du tétramère de KFFE?

Le mécanisme d’oligomérisation est en accord avec les résultats de Jang et

al.[65] qui ont proposé le modèle suivant pour la formation d’un complexe de quatre

feuillets

4 monomères — dimère + 2 monomères — trimère + 1 monomère — tétramère.

Tel que mentionné auparavant, notre groupet42’11 s’est intéressé à la formation

de l’hexamère et de l’octamère du pepticle KffE. L’étude de l’heptamère a aussi

été effectuée par Melquiond et al., mais les résultats n’ont pas été publiés.

L’étude de fhexamère, de l’heptamère et de l’octamère a montré que lorsque

le nombre de peptides est pltis élevé, les structures de basse énergie sont majori

tairement organisées en deux couches : djmère-tétramère et trimère-trimère pour

l’hexamère, trimère-tétramère pour l’heptamère et tétramère-tétramère pour l’oc

tamère. Dans le ca.s de l’hexamère, une structure de faible énergie ressemblant à
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un baril-a a aussi été formée.

Pour chaque trajectoire, plusieurs mécanismes d’agrégation différents ont été

observés, mais tous avaient la particularité d’être séquentiels et de pouvoir se décrire

comme suit

M1 + A = (4.2)

où M est un monornère et À (avec ri > 1) est un oligomère formé de n peptides

organisés.

Nos résultats qui présentaient la première description détaillée de l’assemblage

tétramérique de peptides KffE ont montré qu’une multitude de trajets, visi

tant plusieurs conformations intermédiaires différentes, menait aux structures plus

génériques. Nous avons aussi relevé que l’oligomérisation semblait un processus

séquentiel.

De plus, notre étude a montré que la méthode ART-OPEP constituait une alter

native pour étudier la formation dynamique des oligomères, ce qui nous a entraîné

à la deuxième étape de notre projet soit l’étude du peptide A11_25, composé de

15 acides aminés.



CHAPITRE 5

EXPLORATION DES MÉCANISMES D’AGRÉGATION DE

PEPTIDES A/3(11-25) EN TÉTRAMÈRE

Aj311_25 est un peptide constitué des résidus 11 à 25 du peptide -amyloide (A)

associé à la maladie d’Alzheimer, la forme la plus commune de démence sénile. On

prévoit d’ailleurs que plus de 750 000 Canadiens seront atteints de cette maladie ou

d’affections connexes d’ici 203Ï[15]. Cette maladie neurodégénérative se caractérise

entre autres par l’apparition de plaques (dites séniles) dans certaines régions du

cerveau. Le peptide 3-aniv1oïde est l’un des constituants majoritaires des fibrilles

qui composent les plaques séniles chez les patients atteints.

Il existe deux formes prédominantes du peptide A3 : l’une contient 40 acides

aminés (A40) et l’autre, 42 (A)42). Le pepticle /3-amyloïde est produit lors du

clivage protéolytique de la protéine APP (“ArnyÏozd FrecuTsor Protein”). Cette

protéolyse a lieu chez tous les individus, mais il semble qu’elle soit plus importante

chez les individus atteints.

Le fragment peptidique A1125 qui forme in vifro des fibrilles amyloïdes très

semblables aux fibres pathologiques, contient le coeur hydrophobe du peptide -

amyloïde (LVFfA). Cette région de A, composée des résidus 17 à 21, jouerait un

rôle majeur dans le processus de fibrillogenèse. Ce peptide constitue donc un bon

modèle pour étudier le processus d’oligomérisation associé aux premières étapes de

la formation des fibrilles.

Récemment. le groupe du Dr. Mousseau s’est interessé à un fragment plus court

de A13 constitué des résidus 16 à 22, A,816_22 [39,401. Nous avons donc poursuivi

Fétude entammée en étudiant un fragment plus substantiel rIe A13 comportant 9

résidus de plus pour un total de quinze résidtis.

Tel que mentionné au chapitre 3, des études expérimentales effectuées sur des

fibres composées de peptides A131125 ont montré que ces derniers s’assemblaient

en feuillets antiparallèles où le segment hydrophobe est en conformation étendue.
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Petkova et al.t551 ont, en plus, démontré que le registre du réseau de liaisons hy

drogène’ était dépendant du pH.

Au total, trois modèles de feuillet / antiparallèle, au registre différent, ont été

proposés pour décrire l’organisation des peptides dans les fibres de Aj311_25 le

modèle de Sikorski’271 de registre 17 + k 19 — k et les modèles de Petkova5 à

pH physiologique (pH 7,4) de registre 17 + k 20 — k (Petkova7.4) et à faible

pH (pH = 2,4) de registre 17 + k 22 — k (Petkova.2.4).

5.1 Énergie des modèles

Nous avons d’abord effectué un nombre de simulations ART-OPEP (dont nous

parlerons plus en détails à la section 5.5) afin d’évaluer les valeurs d’énergie pour

les modèles expérimentaux. Ainsi, nous avons pu comparer l’énergie des structures

obtenues dans les différentes simulations effectuées (voir les prochaines sections)

avec celle des structures dérivant de données expérimentales.

Les structures de plus basse énergie pour chaque modèle ont montré que le

modèle de Petkova à pH 7,4 (Petkova7.4) était le plus stable et ciue celui de Pet

kova à pH faible (Petkova2.4) était le moins stable. La moins grande stabilité

du modèle de Petkova2.4 peut s’expliquer par le fait qu’il présentait un nombre

inférieur de liaisons hydrogène. Expérimentalement, le registre de ce modèle n’a

été observé qu’à bas pH. À faible pH, cet arrangement est stabilisé par les liens

hydrogène qu’il effectue avec les molécules d’eau protonnées environnantes. Tou

tefois, comme le solvant est implicite dans le potentiel OPEP et que le pH est

neutre, cette stabilisation n’est pas possible. Dans nos simulations, cette structure

s’avère donc défavorisée comparativement aux deux autres. L’énergie de Petkova2.4

avoisinait -184.2 kcat/rnot tandis que celle de Sikorski et Petkova7.4 approchait

respectivement -192,0 et -199,0 kcai/7uot. Toutefois, nous avons trouvé dans une

‘Dans le cas des modèles présentés dans le texte, Petkova et a1.551 ont choisi d’identifier le
registre en se basant sur le résidu 17 du peptide A, la leucine 17. Cet acide aminé est considéré
comme le premier du coeur hydrophobe. Ainsi, lorsque l’on parle d’un registre 17 + k 20 — k
pour k = 0, on a que le résidu LEU17 interagit avec le résidu PHE2O du peptide adjacent.
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simulation effectuée à partir de deux dimères pré-formés (voir la section 5.3.2.3),

un tétramère du registre de Sikorski qui présentait une énergie de -197,2 kcat/rnot.

Cette différence peut être liée à de possibles imperfections dans nos structures

modèles qui ont été construites en utilisant le logiciel MOLMOL251.

Nous reparlerons de la stabilité des structures modèles plus en détails à la

section 5.5.

5.2 Structure du monomère

Avant de passer à l’étude du tétramère de A11_25, nous nous sommes attardés

au monomère de ce peptide. Nous avons donc effectué quatre simulations ART

OPEP à 500 K2, pour un taux d’acceptation de 40 ¾, de 15 000 événements à partir

d’un monomère A311_25 étendu et d’un monomère plus compact afin d’évaluer

quelle était la conformation la plus favorable.

Nous avons observé que le peptide se trouvait essentiellement en conformation

Tandem-cou au cours des simulations (62.3 ¾ de tous les événements acceptés), mais

qu’il visitait néanmoins des états de plus faible énergie associés à une structure

en hélice c (14,2 ¾ des événements acceptés) et à une structure (23,4 % des

événements acceptés). L’hélice a été définie comme une succession de cinq résidus

consécutifs en conformation et la structure , comme une structure dont au

moins six résidus étaient en conformation selon le graphe de Rarnachandran[60].

L’énergie associée à ces structures était de -20,5 kcat/mol pour l’hélice et de -19,1

kcal/mot potir la structure
.

Nous avons ensuite évalué la stabilité des structures de basse énergie trouvées

dans la première série de simulations. Au total, quatre simulations de 15 000

événements ont été effectuées à partir de deux structures de départ une épingle 3

ressemblant à celle trouvée précédernment3(-19,0 kcat/7not) et une hélice (-20,5

2Rappelons ciue la température dans les simulations ART-OPEP n’est pas une température
réelle. En effet, comme nous l’avons expliqué au chapitre 3, elle est liée à l’acceptation ou au rejet
des minima locaux trouvés. La température de Metropolis a été choisie suite à une série d’essais
et d’erreurs.

3L’épingle utilisée comme structure initiale ici diffèrait de la structure rie basse énergie trouvée
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kcal/7not). La structure la plus stable rencontrée au cours de ces simulations s’est

avérée être une épingle dont l’énergie était de -22,5 kcat/mot. Cette structure

a été obtenue au cours d’une simulation où la structure initiale était l’hélice t.

Cette épingle contenait deux résidus en conformation et une liaison hydrogène

intramoléculaire de plus que l’épingle de -19.1 kcat/rnol obtenue auparavant.

b)

‘J
[J

Énr,,c -19.1 1.cI,,,oI -205 kcI.rnoI -22.5 k,I,,,ol

FIG. 5.1 — Structures rencontrées dans les simulations du monomère de A131125. a)
Structures de plus basse énergie rencontrées dans les simulations à partir d’une structure
initiale étendue. b) Cette épingle 13 est la structure de plus basse énergie rencontrée.

Nous avons ainsi observé qu’il était possible de retrouver les structures en hélice

et en épingle 13 peu importe la structure initiale (conformation ou 13). Par

contre, ces structures ne constituaient pas les états les plus peuplés, car plus de

60 ¾ des événements acceptés au cours de ces simulations présentaient plutôt une

conformation random-coit. Cela suggère que ces structures ne sont pas stables.

5.3 Assemblage de quatre peptides A/31125 à 500 K

Avant d’entreprendre la présentation de nos résultats pour le tétramère, nous

devons clarifier certains ternies que nous utiliserons se rapportant à l’organisa

tion des peptides. D’abord, nous avons défini une structure organisée comme une

précédemment. Elle contenait 10 résidus en conformation 13 et 7 liens hydrogène comparativement
à 8 résidus 13 et 6 liens hydrogène pour la structure de basse énergie. Malgré une liaison hydrogène
de plus, la structure initiale présentait une énergie équivalente à celle de basse. Une contribution
élevée associé à l’énergie de torsion chez la structure initiale de -19,0 kcat/rnot explique cette
équivalence.
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structure où les quatre pepticles interagissent entre eux pour former un feuillet f3”.

Une structure où deux ou trois peptides interagissent pour former un feuillet ,

est semi-organisée tandis qu’une structure où aucun feuillet n’est formé est dite

désorganisée. Pour les structures organisées et semi-organisées, nous avons établi

des distinctions. Les notions de dimère, de trimère et de tétramère s’appliquent res

pectivement si deux, trois et quatre peptides interagissent et forment une structure

Les dimères. trimères, tetramères petivent ensuite être qualifiés d’étendus oti

non. Selon le registre, si tous les acides aminés ayant la possibilité d’être impliqués

dans le feuillet le sont, la structure est considérée comme étendue. Par exemple. un

tétramère dont le registre des liaisons hydrogène occasionnerait un décalage entre

les peptides pourrait tout de même être considéré comme étendu si tous les acides

aminés identifiés par le registre interagissent entre eux. Dans le cas contraire, nous

parlons de structures dimériques, trimériques ou tetramériques. Les différents types

de structures sont illustrés à la figure 5.2.

Nous avons donc effectué trois séries de simulations pour tenter d’en apprendre

davantage sur le processus d’oligomérisation du peptide A11_25. Une première série

a été effectuée à une température de Metropolis de 500 K à partir de différentes

structures initiales, aléatoires et pré-organisées, tandis que la deuxième série a été

effectuée à 1000 K pour ces mêmes structures initiales. Quant à la troisième, elle

visait surtout à évaluer la stabilité des trois modèles expérimentaux.

5.3.1 Assemblage à partir de structures initiales aléatoires

Pour étudier le processus d’assemblage du peptide Aj31125, nous avons construit

deux structures initiales où les brins, plus ou moins étendus, ont été disposés à

environ 10 ou 20 À les uns des autres. Nous qualifions ces structures initiales

d’aléatoires puisqu’elles ne contiennent aucune structure pré-organisée. Elles sont

1Comrne il n été montré que les peptides adoptaient une structure /3 dans les fibrilles, nous
n’avons pas considéré que les pepticles s’organisaieit ou étaient organisés s’ils formaient des
structures ci.
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FIG. 5.2 Représentation des types de structures auxquels nous ferons référeice dans
ce chapitre. Chaciue couleur représente un monomère et le segment rose représente les
phénylalanines du segment hydrophobe.

présentées à la figure 5.3. Nous pouvons voir que chez la structure A les brins 1

(rouge), 2 (jaune) et 4 (vert) sont placés parallèlement. Quant à la structure B,

les briils 1 et 3(bleu) sont parallèles tandis que 2 et 4 sont antiparallèles. À noter

que sur toutes les représentations des structures, les phénylalanines, constituant le

centre du segment hydrophobe, sont colorées en rose.

letiamere etendu

II. Structures scmi—organiscs III. Structure désortzanisée

141
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—4
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FIG. 5.3 Deux structures initiales aléatoires utilisées.
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Pour chaque structure, cinci simulations, dont le nombre d’événements variait

de 10 000 à 25 ooo, ont été effectuées à une température de Metropolis de 500 K

pour nn taux d’acceptation d’environ 30 %. La température a été choisie suite à

une série d’essais et d’erreurs6.

A) B) C)

FIG. 5.4 Structures de plus basse énergie obtenues à partir de la structure initiale
aléatoire A.

Aucune des cinq simulations effectuées à partir de la structure A de la figure

5.3 n’a permis d’obtenir de structures semi-organisées ou organisées d’une énergie

inférieure à -13$ kcal/mot. La figure 5.4 présente les trois structures de plus basse

énergie obtenues.

Pour ce qui est des simulations entreprises à partir de la structure B de la figure,

elles ont toutes mené à des structures semi-organisées dont les valeurs d’énergie se

situaient entre -139 et -149 kcaÏ/mot. Les conformations de plus basse énergie,

rencontrées parmi un total d’environ 88 000 structures acceptées, sont présentées

à la figure 5.5. La majorité de ces arrangements comportait entre 52 et 58 ¾ de

résidus en conformation B. mais aucun n’a adopté la structure étendue pourtant

énergétiquement favorisée. Nous avons tout de même constaté que les peptides

s’organisaient partiellement en feuillets B antiparallèles (B sur la figure 5.5) et

500 à $00 événements sont effectués par jour sur un processeur Intel Pentium4 3,2 0Hz et le
taux d’acceptation des événements effectués dépend de la température de Metropolis choisie.

6Nous avons essayé une température de 300 K (comme pour l’étude de KEFE), mais trop

peu d’événements étaient acceptés à cette température. Nous avons donc testé 500 K et choisi
d’effectuer nos simulations à cette température qui menait à un taux d’acceptation pius élevé

ç

Éncrie
- -133.5 kcalmol - 134.6 kcalmol -1372 kcal:mol



5$

mixtes (A et C sur la figure 5.5).

5.3.2 Assemblage à partir de structures pré-orgauisées

Compte tenu des résultats obtenus à partir des structures initiales aléatoires,

nous avons regardé si la formation de structures organisées était possible à partir

de structures initiales pré-organisées. En effet, nous savons d’après le modèle de

nucléation-polmérisation que la formation d’une structure stable (noyau critique)

constitue l’étape lirnitante du processus d’assemblage. Nous avons voulu vérifier si

la présence d’une première structure organisée pouvait ainsi accélérer l’agrégation

ou mener à la formation de cette structure stable.

Nous avons donc construit cillq structures initiales présentées à la figure 5.6.

Ces structures ont toutes été construites à partir d’un dimère composé des brins

3-4 présentant le registre de liaisons hydrogène du modèle de Sikorski soit 1Z+k

19 — k. Nous avons choisi ce registre, car il conduit à un alignement parfait des

extrémités des peptides. c’est-à-dire que tous les acides aminés des pepticles ont un

partenaire Potentiel pour faire des liaisons hydrogène.

La première structure (I) consistait en un dimère antiparallèle pré-formé, flanqué

de chaque côté d’un monomère perpendiculaire distant de 10 À La seconde (II)

s’apparentait à la première à la différence que l’un des deux brins perpendiculaires

ne se trouvait pas à 10 À mais à 30 À . La troisième structure (III) était com

A) B) C)

Énergic -1464 kcal mol -147.4 l.calmol -149.4 kcal mol

FIG. 5.5 Structures de plus basse énergie obtenues à partir de la. structure initiale
aléatoire B.
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1) 11) III
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IV) V)

f1G. 5.6 Structures initiales pré-organisées composées de un ou deux dimères de registre
17 + k 19— k.

parable aux deux premières, cependant, les deux monomères étaient placés à 30

À du dimère. Quant à la quatrième et à la cillquième structure (IV et V), elles

étaient composées de deux dimères pré-organisés séparés d’environ 15 À et placés

respectivement, parallèlemellt (IV) et orthogonalement (V).

5.3.2.1 À partir des structures I, II, III

Nous avons effectué une quinzaine de simulations, variant de 10 000 à 25 000

événements à partir des structures initiales I, II et III.

Dans les simulations exécutées à partir de la structure I, nous avons noté

qu’après 10 000 événements, les simulations n’avaient pas convergé (c’est-à-dire

que l’énergie continuait de diminuer et que les structures continuaient à évoluer)
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quoique la majorité ait conduit à la formation de structnres trimériqnes (1/5) et

tétramériques (3/5). L’énergie des structures les plus stables observées dans les

simulations de 10 000 événements variait de -147,6 à -158,4 kcal/mol. Un trimère

presque étendu (A sur la figure 5.7) ainsi que deux structures tétramériques, l’une

mixte (B sur la figure 5.7) et l’autre antiparallèle (C sur la figure 5.7), constituaient

les structures de plus faible énergie observées en moins de 10 000 événements.

Nous avons prolongé deux des trois simulations ayant mené à des structures

tétramériques pour vérifier s’il était possible pour ces structures d’atteindre une

énergie approchant celle des modèles expérimentaux.

Aprês ] O 666 nnicnt
A Bi

157.6 kcalmul 15X.4 Lai mol

I Aprcs 15 6611 c cnincnts
dc plus

E)

- 161.2 kcaI:mol

FIG. 5.7 Structures de plus faible énergie obtenues à partir de la structure initiale I. A)
Trimère presque entièrement étendu. B) et C) Structures de plus basse énergie obtenue
après 10 000 événements. D) La simulation ayant mené à la structure B a été prolongée
et un trimère étendu de basse énergie a été formé. E) La simulation de la structure C
prolongée a mené à une structure tétramérique antiparallèle.

f—

155 S Lai mol

D)

.172.7 kcal:mol

Les simulations ayant conduit aux structures B et C (sur la figure 5.7) ont donc
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été prolongées pour un total de 25 000 événements par simulation. Nous avons

noté que les brins avaient tendance à vouloir s’étendre le long du dimère dans les

simulations plus longues. Ainsi, nous pouvons voir à la figure 5.7 qu’en continuant

la simulation ayant mené à la formation du tétramère mixte (B — D sur la figure),

le brin extérieur 2 antiparallèle (jaune) s’est placé pour augmenter le nombre de

liaisons hydrogène qu’il faisait avec le dimère 3-4 tandis que le brin extérieur 1

parallèle (rouge) s’est repositionné afin d’adopter une orientation antiparallèle au

dimère. La structure ainsi formée avait une énergie de -172,7 kcat/’rnot.

Le prolongement de la simulation liée à la structure tétramérique antiparallèle

(C — E sur la figure) a, quant à lui, permis à l’un des brins extérieurs (jaune) de

s’étendre pour former deux ponts hydrogène supplémentaires. L’arrangement ainsi

formé avait une énergie de -164,2 kcal/rnol.

Donc en partant de la structure I, trois simulations parmi cinq ont conduit à

la formation de structures tétramériques. La quatrième a, pour sa part, mené à

la formation d’un trimère presque étendu tandis que les monomères n’ont pas in

teragi avec le dimère pour former une structure dans la cinquième. De plus, en

prolongeant les simulations, nous avons constaté que les brins avaient tendance à

essayer de s’étendre le long du dimère afin de diminuer leur énergie, mais qu’ils

n’y parvenaient pas totalement. Même après 25 000 événements, les simulations

prolongées n’ont pas conduit à la formation de structures aussi stables que les

structures modèles. Elles ont tout de même montré que les structures continuaient

d’évoluer vers des états plus organisés. Considérant le nombre d’arrangements pos

sibles que peuvent adopter quatre peptides de quinze résidus, 25 000 événements

ne semblent pas stiffisants pour converger vers les états les plus stables.

Dans les cas où les peptides se trouvaient à 10 et à 30 À du dimère pré-formé

(II), nous avons observé, en moins de 1000 événements, la formation de structures

trimériques. Certaines de ces structures ont ensuite mené à la formation de trimères

étendus (B de la figure 5.8) et à la formation de structures tétramériques de basse

énergie (A de la figure 5.8). Notons que la structure B est stabilisée par les inter

actions hydrogène intramoléculaires que fait le monomère n’interagissant pas avec
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FIG. 5.8 Structures de plus faible énergie obtenues à partir de la structure initiale II
en moins de 10 000 événements. A) Structure tétramérique. B) Trimère étendu.

le trimère. L’énergie des structures les plus stables observées dans ces simulations

variait de -145,5 à -176,4 kcal/mot.

Ainsi à partir de la structure II, trois simulations sur cinq ont conduit à des

structures tétramériques en passant par l’assemblage d’une structure trimérique

(formée du monomère distant de 10 À et du dimère) suivi de l’ajout du deuxième

mollomère.

Lorsque les deux monomères se trouvaient à 30 À du dimère (structure III),

nous avons constaté qu’en 10 000 événements, dans trois des cinq simulations, l’un

des deux brins éloignés ne rejoignait pas le dimère. Dans ces cas, un seul brin a pu

s’organiser de façon plus ou moins étendue avec le dimère pour former des structllres

semi-organisées trimériques dont l’énergie variait de -131,9 à -162,5 kcat/rnoÏ. Dans

le cas de la structure à -162,5 kcaÏ/mot, un des monomères éloignés formait une

épingle ; dans les autres cas, les monornères étaient en random-coit. Comme 10

000 événements semblaient insuffisants pour amener les brins à interagir ensemble,

deux des cinq simulations ont été prolongées.

Les structures de plus basse énergie de l’ensemble de ces simulations sont

présentées à la figure 5.9. Nous pouvons voir que des structures trimériques an-

‘fl’

- I 76.4 kealmol -174.6 kcalmol
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FIG. 5.9 — Structures de plus faible énergie obtenues à partir de la structure initiale
III. A) et D) Après 15 000 événements additionnels, le monomère jaune s’est approché
du trimère et commençait à s’organiser avec la structure trimérique . B) Structure
tétramérique rencontrée en moins de 10 000 événements. Malgré le fait que les résidus des
brins 1 et 2 ne présentent pas toutes les caractéristiques propres aux structures telles
que calculées par le programme DSSP du logiciel de visualisation PYMOL, ils forment
néanmoins des liaisons hydrogène avec la structure existante tel qu’on peut le voir sur
la figure. Les liens hydrogène ainsi que les extrémité N-terminale des peptides ont été
rajoutées sur la figure. C) et E) Le prolongement de la simulation n’a pas permis au brin
jaune de s’organiser avec le trirnère.

tiparallèles ont été formées dans les 10 000 premiers événements. La structure C

présente même un trimère plus ou moins étendu.

Malgré le prolongement des deux simulations, le deuxième monomère n’a pas

réussi à s’organiser avec la structure trimérique (voir A—D et C—E sur la figure).

Par contre, nous avons noté que dans la simulation A—D, le deuxième monomère

s’est tout de même rapproché de la structure trimérique. Nous avons aussi observé

que le monomère 1 (brin rouge de la structure A) s’est étendu le long du dimère.

- I 66.2 keal ni1

Ces deux phénomènes ont permis de minimiser l’énergie de la structure A à -172,7
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kcat/mot. Pour ce qui est de la structure tétramériclue B, elle a été formée en moins

de 10 000 événements.

Ainsi, de façon générale pour la structure III, il semble que les monomères

étaient trop éloignés du dimère pour interagir tous les deux avec lui dans le nombre

total d’événements effectués. Mais nous avons tout de même observé la formation

de structures trimériques stables dont un trimère presque étendu.

En résumé, nous avons observé dans cette première partie des simulations met

tant en jeu des structures pré-organisées que la présence d’un dimère pré-formé

facilitait l’assemblage de structures organisées trimériques et tétrarnériques. Aussi,

nous avons remarqué la facilité avec laquelle les structures trimériques étendues

ont été formées par rapport aux tétramères ce qui nous pousse à nous questionner

sur l’importance de cette strttcture. Toutefois, même après un nombre important

d’événements, les simulations prolongées ont montré que les structtires continuaient

d’évoluer vers des états plus organisés ce qui indique que plus d’événements ac

ceptés sont nécessaires pour observer la convergence des simulations et établir si la

formation du tétramère étendu survient.

5.3.2.2 Exemple d’un mécanisme de formation d’une structure orga

nisée à partir de la structure II

Nous avons ensuite analysé les mécanismes d’assemblage observés dans les

différentes simulations à partir des structures I, II et III. Nous avons d’abord noté

que le mécanisme d’assemblage des peptides était moins dynamique que ce à quoi

nous nous attendions. La figure 5.10 présente l’analyse de l’une des simulations ef

fectuées à partir de la structure initiale II. Cette simulation a conduit à la structure

de plus basse énergie parmi totites les structures stables. Ainsi, nous retrouvons

le graphe d’énergie, de la distance bout-à-bout, de l’orientation des brins et de

l’évolution du nombre des liens hydrogène comme c’était le ca.s au chapitre 4 pour

l’analyse des trajectoires de KffE.

Trois nouvelles analyses ont été ajoutées aux précédentes la proportion de

résidus en conformation c, et random-coit ainsi que l’évolution des nouveaux liens
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hydrogènes formés et l’évolution des liens hydrogène formés entre les monomères.

Tous ces graphes sont fonction du nombre d’événements acceptés. La proportion

de résidus dans certaines conformations a été évaluée en se référant aux régions

permises du graphe de Ramachandran601.

Dans le contexte de l’évolution des nouveaux liens hydrogène, un lien a été

défini comme nouveau s’il ne se trouvait pas dans la structure initiale et s’il n’avait

pa.s déjà été formé préalablement dans la simulation. Cette valeur permet d’avoir

une idée du dynamisme de la simulation.

Nous voyons, tout d’abord, sur le graphe présentant l’énergie en fonction du

numéro de l’événement accepté (A) que l’énergie du système diminue tout au long

de la simulation. Cela se produit parallèlement à une augmentation du pourcentage

de résidus en conformation (C) qui fluctue autour de 70 ¾ è la fin de la simula

tion, et à une augmentation du nombre de ponts hydrogène intermoléculaires (E).

L’énergie diminue donc parallèlement à l’organisation des brins en structure .

Les graphes de l’orientation des brins (C), de la distance bout-à-bout (B) et

des liens entre les monomères (D) nous permettent d’avoir une idée plus précise

des événements clés survenus durant la simulation. D’abord, l’orientation entre les

brins 3 et 4, leur distance bout-à-bout ainsi que le nombre de liens hydrogène qu’ils
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FIG. 5.10 Graphes d’analyse de la simulation ayant conduit à la structure de plus
basse énergie. Les graphes d’énergie (a), de distance bout-à-bout des monomères (b), la
conformation des résidus (c), le nombre de liens hydrogène entre les monomères (d),le
nombre de lieus hydrogènes total, intermoléculaires et intramoléculaires (e), le nombre
de nouveaux liens hydrogène (f) et l’orientation des monomères (g) sont présentés en
fonction du nombre d’événements acceptés.

effectuent varient peu au cours de la simulation. Cela indique que le dimère 3-4

reste bien formé tout au long de la simulation.
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Nous pouvons ensuite voir que le brin 1 rejoint le dimère en moins de 200

événements pour interagir de façon antiparallèle avec lui. En effet, le monomère 1

devient très rapidement parallèle au brin 4 dti dimère, donc antiparallèle au brin 3,

et établit sept liaisons hydrogène avec le monomère 3 du dirnère ce qui correspond

à une première minimisation de l’énergie. Au départ, le brin 1 n’est pas étendu tel

que le montre sa distance bout-à-bout après l’événement 110. Toutefois, la valeur

de sa distance bout-à-bout augmente vers l’événement 700 indiciuant que les deux

extrémités du peptide sont plus éloignées et que le brin s’est plus étendu.

Le graphe de l’énergie montre qu’une autre stabilisation a eu lieu vers l’événement

2000. Cette stabilisation est liée à l’interaction du brin 2 avec la structure trimérique

présente. En effet, nous constatons que la distance bout-à-bout du brin 2 a aug

menté et que ce dernier a commencé à établir des liens hydrogène avec le brin 4.

Nous pouvons aussi voir que le brin 2 a adopté une orientation antiparallèle au

brin 4. A partir de cet événement, le nombre de liens hydrogène intramoléculaires

a diminué au profit des liens intermoléculaires et la proportion de résidus en confor

mation s’est accrue. L’organisation du dernier monomère avec les autres permet

de diminuer l’énergie du système à -176,4 kcat/rnol. Ainsi, les deux peptides en

sont ventts à interagir avec le dimère pré-formé. Toutefois, la présence de liaisons

hydrogène entre ces deux brins ainsi que leur distance bout-à-bout qui n’atteint

pas 45 À signifient que les monomères ne sont pas totalement étendus au côté du

dimère.

Le graphe qui présente l’évolution des nouveaux liens hydrogène en fonction du

nombre d’événements acceptés (f) montrent très bien la formation des nouveaux

liens associés à l’interaction des brins 1 et 2 avec le dimère 3-4 aux événements

110 et 2000. Il montre aussi qu’en fin de simulations, peu de nouveaux liens étaient

formés. Il est donc difficile d’évaluer si un deuxième prolongement de la simulation

permettrait de converger vers un état de plus basse énergie comparable à celui des

modèles expérimentaux.
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5.3.2.3 À partir des structures IV, V

Nous avons ensuite évalué si la présence de deux dimères antiparallèles pré

formés pouvait mener à la formation d’un tétramère étendu. Nous avons effectué

huit simulations de 10 000 événements à partir des structures IV et V à basse

température. Sur ces huit, trois ont mené à la formation de tétramères antipa

rallèles, où le registre des liens hydrogène entre les dimères était 17 + k 19 — k

(correspondant au modèle de Sikorski), et mixtes. L’énergie des tétramères formés

se sitilait entre -184,9 et -197,2 kcat/mot où l’énergie la plus haute était associée

au tétramère mixte. Le tétramère antiparallèle était donc le plus stable. Les autres

simulations ont conduit à la formation de structures comme celle présentée en A

de la figure 5.11, c’est-à-dire à la formation de structures où les dimères n’étaient

pas correctement positionnés.

Ainsi, la formation du tétramère étendu a été observée à partir de structures

initiales composées de deux dimères. Cependant, comme pour les simulations ef

fectuées en partant des structures I, II et III, peu de dynamisme a été relevé ue

fois les premières liaisons hydrogène formées.

-183.1 kca[rnol -184.9 kcaLmol .l97 kcalmol

FIG. 5.11 Structures de plus basse énergie obtenues dans les simulations ART-OPEP à
partir de structures initiales pré-organisées IV et V. A) Les deux dimères n’interagissent
pas de manière appropriée à la formation du tétramère étendu. B) Tétramère mixte. C)
Tétramère ailtiparallèle de registre 17 + k 19 — k entre les deux dimères.
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5.4 Assemblage du tétramère à 1000 K

Puisquïtn manque de dynanusme a été remarqué dans la plupart voire toutes

les simulations et que le nombre d’événements atteint ne semblait pas suffisant pour

observer la convergence vers des états totalement organisés, nous avons augmenté

la température de Metropolis à 1000 K afin d’augmenter le nombre d’événements

acceptés par simulation.

TAB. 5.1 — Taux d’acceptation selon la température de Metropolis et la structure initiale
étudiée.

____________ ______________________

Structures Taux d’acceptation
500 K 1000 K

Aléatoire 2$ % 52 %
I 29% 51%
II 29% 50%
III 30% 52%
IV 24% 42%
V 24% 41%

Nous avons opté pour cette température, car elle nous permettait de presque

doubler le nombre d’événements acceptés pour les simulations partant des struc

tures initiales mentionnées précédemrnent(5.1). Ainsi à 1000 K, environ 50 % de

tous les événements effectués étaient acceptés. Rappelons que la température de

Metropolis n’est pas une températtire réelle car les contributions entropiqties ne

sont pas inclttses dans la méthode ART.

Comme le montre le graphe 5.12 qui présente, pour une structure aléatoire, la

distribution du déplacement des atomes relié aux événements ART de plusieurs

simulations, la température affecte principalement le taux d’acceptation et non la

façon qu’a la méthode ART d’explorer la surface d’énergie. Le graphe A de la figure

démontre que la méthode échantillonne la surface d’énergie de la même façon peu

importe la température. En effet, la distribution des déplacements est similaire,

c’est-à-dire que la majorité des déplacements effectués lors d’événements ART ont
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A) Distribution des déplacements de tous les événements B) Distribution des déplacements des événements
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FIG. 5.12 - Distribution des déplacements, en À effectués lors des événements ART.
A) Distribution des déplacements de la totalité des événements effectués à partir de la
structure aléatoire B à 500 K et 1000 K. B) Distribution des déplacements effectués lors
des événements acceptés effectués à partir de la structure aléatoire B à 500 K et 1000 K.

une valeur d’environ 5,5 À . Quant au graphe 3, il montre que la proportion des

événements acceptés associés à un déplacement supérieur à 10 À est plus faible

lorsque la température est de 500 K. À 1000 K, plus d’événements reliés à une

grande déformation des peptides sont acceptés. Ainsi, augmenter la température

affecte peu la méthode d’échantillonnage de la technique ART elle-même.

5.4.1 À partir de structures aléatoires

Nous avons effectué dix simulations de 10 000 événements à partir des deux

structures aléatoires présentées à la section 5.3.1 pour un taux d’acceptation ap

prochant 52 ¾. Une seule simulation, à partir de la structure initiale aléatoire B

(voir la figure 5.3), a conduit à uue structure organisée tétramérique dont l’énergie

était de -145,3 kcal/rnot. Cette structure comportait vingt-cinq liens hydrogènes

intermoléculaires ce qui est inférieur aux structures de basse énergie rencontrées à

500 K et 58 ¾ de résidus ce qui est équivalent. Les quatre autres simulations ont

conduit à la formation de structures compactes d’énergie plus élevée que celle at

tribuée aux modèles expérimentaux présentés en début de chapitre. La figure 5.13

présente un exemple de l’évolution de l’énergie totale en fonction des événements
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acceptés pour deux simulations l’une effectuée à 1000 K où il y a formation d’une

structure compacte et l’autre, à 500 K où il y a formation d’une structure semi

organisée.

fIG. 5.13 — Évolution de l’énergie de deux simulations effectuées à partir de la structure
aléatoire à basse (500 K) et à haute (1000 K) température pour un taux d’acceptation
respectif de 28 et 52 ¾

L’évolution de l’énergie totale montre qu’à haute température. il y a une aug

mentation de l’énergie, ce qui n’était pas le cas à basse température où l’énergie di

minue tout au long de la simulation. Un écart de 22,6 kcat/rnol sépare les dernières

structures acceptées dans chacune des simulations. À 1000 K. cette augmentation

d’énergie correspond à la formation d’une structure désordonnée.

La formation de structures compactes dans quatre simulations sur cinq à haute

température (lorsque le taux d’acceptation est plus élevé) laisse envisager que peu

de chemins conduisent aux structures organisées au niveau de la surface d’énergie

de ce système. Il faut toutefois rappeler que ART ne tient pas compte de la hau

teur des barrières d’énergie. Ainsi quoique ces trajectoires soient physiquement

possibles, nous n’avons aucun moyen de savoir si elles sont reliées aux mécallismes

d’agrégation réels.
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5.4.2 À partir de structures pré-organisées

Nous avons ensuite effectué quinze simulations de 10 000 à 25 000 événements

à partir des cinq structures pré-organisées dont le taux d’acceptation variait entre

40 et 50 % selon la strticture initiale.

Le même type de structures désordonnées a été observé dans six des quinze

simulations à partir des structures I, II et III. De plus, dans chaque cas, ce type de

structures a été associé à une déstabilisation du dimère pré-formé. Dans les autres

simulations, la dernière structure acceptée était soit en train de se désassembler

(7/15) et n’a pas été comptabilisée comme désorganisée soit une structure stable

(2/15).

La figure 5.14 présente des clichés tirés de certaines simulations effectuées à 1000

1<. En A, nous pouvons constater que le dimère pré-formé 3-4 s’est désorganisé

et qu’un nouveau dimère 1-3 s’est assemblé. En fin de simulation, le dirnère 1-

3 semblait en train de se désassembler. Cette simulation effectuée à partir de la

structure initiale I fait partie des quatre simulations n’ayant pas été comptabilisées

comme menant à une structure compacte. Quant aux clichés de B, aussi tirés

d’une simulation à partir de la structure I, ils exposent clairement le phénomène

de désorganisation du dirnère pré-formé 3-4 menant à la formation d’une structure

désorganisée, dans ce cas-ci, de -88,9 kcat/mot.

Les clichés de C proviennent, pour leur part, de l’une des deux simulations ayant

conduit à un trimère étendu stable. Cette simulation a été effectué à partir de la

structure III. Tout comme à 500 K, un premier brin interagissait avec le dimère

pour former une structure trimérique. Ce brin s’est partiellement étendu au ftl des

événements acceptés. Parallèlement, le second monomère s’est rapproché mais n’a

pu interagir avec la structure dans le nombre «événements effectués.

Pour ce qui est des structures initiales IV et V, la formation du tétramère a

été observée dans trois simulations parmi huit (et les tétramères formés étaient

toujours présents après 10 000 événements). Nous retrouvons ici le même rapport

de formation de structures étendues qu’à basse température.
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FIG. 5.14 — Clichés des trajectoires ART-OPEP effectuées à 1000 K à partir des struc
tures pré-organisées I, II, III. Les clichés de A) et B) ont été obtellus à partir de la
structure initiale I taudis que ceux de C) ont été obtenus à partir de la structure initiale
III.

Cependant, les simulations étant plus dynamiques aucune structure n’est restée

prise dans u arrangement semblable à la structure A de la figure 5.11; les brins

arrivaient à se réarranger pour former le tétramère étendu ou ils se désorganisaient

partiellement. Les structures qui n’étaient donc pas des tétramères étendus étaient

plutôt des tétramères se désorganisant. Les structures de plus basse énergie ob

servées avaient une énergie de -192,7 et -194,3 kcat/rnot. De plus, les simulations à

1000 K se sont révélées plus dynamiques qu’à basse température et un changement
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de registre des liens hydrogène a même été observé dans l’une des simulations : les

brins extérieurs du tétramère passant d’un registre 17 + k 19 — k à un registre

17 + k 21 — k. Ce dernier registre est celui conduisant au meilleur alignement

du segment hydrophobe. L’ensemble des résultats obtenus à partir des structures

initiales double dimère suggère que l’assemblage de deux dimères n’est pas suffisant

pour assurer la formation d’un tétramère étendu à 1000 K.

5.5 Stabilité des modèles expérimentaux par ART-OPEP

Compte tenu des résultats obtenus précédemment, nous avons ensuite évalué la

stabilité des structures modèles à haute et à basse température.

Au total, nous avons effectué 6 simulations de 10 000 événements à une températu

re de Metropolis de 1500 K pour un taux d’acceptation moyen de 57 %. Dans ces

conditions, le modèle de Petkova à pH 2,4 s’est avéré le moins stable, menant à

une conformation déstabilisée compacte en moins de 5000 événements. Ceci peut

s’expliquer par le fait que cette structure contenait moins de liaisons hydrogène

que les autres modèles.

Quant aux tétramères antiparallèles de Sikorski et de Petkova à pH 7,4, nous

avons observé que le modèle de Sikorski était moins stable que celui de Petkova; la

strttcture du premier se désorganisant dans les deux simulations effectuées ce qui

n’était pas le cas pour celle de Petkova7.4; cette dernière était toujours conservée

après 10 000 événements.

Nous avons ensuite entrepris des simulations à basse température à partir des

modèles de Sikorski, de Petkova2.4 et de Petkova7.4. Deux de quatre simulations

effectuées à une température de 1\’letropolis de 500 K pour un taux d’acceptation

de 25 o, à partir de la structure de Sikorski, nous ont permis d’observer le début

d’un mouvement de reptation de l’un des brins extérieurs par rapport aux brins

intérieurs. Le brin extérieur semblait glisser par rapport ati brin intérieur pour

provoquer un changement de registre permettant à la structure de minimiser mo

mentanément son énergie.
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Ce mouvement a aussi été remarqué à une température de 1000 K dans toutes

les simulations pour cette structure et dans toutes celles pour la structure de Pet

kova2.4 (nous avions aussi observé un tel mouvement dans l’une des simulations

effectuée à partir de la structure pré-organisée V comme nous l’avons mentionné

plus tôt). Notons que le registre adopté dans chaque cas variait. Ainsi, les registres

17 + k 20 — k et 17 + k 21 — k ont été adoptés respectivement 3/4 et 1/4

fois. La figure 5.15 illustre ce mouvement en présentant des clichés d’un tétramère

où un brin passe du registre 17 + k 19 — k au registre 17 + k 20 — k. Les

graphes de l’énergie totale, de l’évolution des nouveaux liens hydrogène et du re

gistre entre chaque monomère sont présentés et permettent de suivre l’évolution de

la structure. Nous pouvons voir que l’énergie associée à la structure et le nombre

de liaisons hydrogène fluctuent respectivement autour de -185 kcat/mot et de 44.

En début de simulation, les monomères 3-4 adoptent un registre 17 + k 19 — k

qui sera par contre perturbé vers l’événement 600 (voir d sur la figure 5.15). Cette

perturbation coïncide avec la formation de nouveaux liens hydrogènes. Ces derniers

se brisent avant l’événement 2200 tandis que de nouveaux liens se forment suite au

tour de l’événement 2800. Ces derniers correspondent aux liens caractéristiques du

nouveau registre observé entre les brins 3 et 4. Un minimum énergétiqtte de -193,3

kcat/rnot est observé à l’événement 4385. Le nonibre de nouveaux liens hydrogène

diminue à la fin de la simulation, mais le nombre total de liens reste relativement

stable indiquant que les nouveaux brins ayant été formés se brisent et se reforment

sans que de nouveaux liens ne soient formés. Quoique ce mouvement soit possible

et ait été noté plusieurs fois dans nos simulations, le graphe de l’énergie montre

qu’il n’est pas la source d’une stabilisation significative pour le tétramère.

Dans le cas des simulations effectuées à partir du modèle de Petkova7.4, aucun

mouvement de reptation n’a été observé pour cette structure.

Du point de vue énergétique, les structures de plus basse énergie rencontrées

à 500 K pour les modèles de Sikorski et de Petkova7.4 étaient respectivement de

-192,0 kcal/mot et de -199,0 kcat/mot tel que mentionné à la section 5.1. Toutefois,

un tétramère du registre de Sikorski de -197,2 kcat/rnot a été obtenu à partir de
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FIG. 5.15 — Changement de registre observé au cours d’une simulation effectuée à partir
du tétramère de Sirkoski à 500 K. Les graphes de l’énergie (a), du registre entre les
monomères (b) et du nombre de nouveaux liens hydrogène (e) sont présentés en fonction
du nombre d’événements acceptés. Des clichés de la trajectoire ART-OPEP obtenue
sont présentés en (d). Sur les structures, la leucille est représentée en orange, et les
phénylalanines en fushia et bleu.

deux dimères à la section 5.3.2.3. Cette différence est possiblement due à des imper

fections dans la structure modèle de $ikorski que nous avons utilisée. Néanmoins, les

structures de basse énergie des deux modèles (-197,2 et -199,0 kcat/rnot) semblent

indiquer que leur stabilité est similaire.

Nous avons ensuite évalué le détail de l’énergie associée aux structures de plus

basse énergie des deux modèles les plus stables. Nous avons noté que la principale

différence entre les deux strllctures se situait au niveau de leur énergie hydrophobe.

Une différence d’environ 4 kcat/mot favorisait la structure de Petkovaf.4 par rap

port à celle de $ikorski.

Cet écart pourrait être lié à la différence de registre des tétramères. Il semble

que le registre 17 + k 20 — k soit plus favorable que le registre 17 + k 19 — k.

Cela peut être attribué au fait que le coeur hydrophobe est mieux aligné dans

le registre de Petkovaf.4 que dans celui de Sikorski. Nos résultats semblent donc
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indiquer que les registres 17 + k 19 — k et 17 + k 22 — k sont moins favorables

que le registre 17 + k 20 — k. Ceci pourrait être lié au meilleur alignement du

coeur hydrophobe auquel conduit ce dernier.

a) 15161716 262122 b) 1516 718 17 202 2%
QK:LVFFAE QKLVFFAjE
fAFFVLKQH E.FFVLJKQ
212019181716 1514 22 20 ii 11 716 2

FIG. 5.16 — Alignement du coeur hydrophobe du fragment A11_25 dans les modèles de
a) Sikorski et b) Petkova à pH 7,4.

Aucun des auteurs[27,55] ayant présenté les modèles n’a pu expliquer les raisons

menant au registre particulier qu’il a observé expérimentalement. Du point de vue

de l’hydrophobicité des chaînes latérales, le registre 17 + k 21 — k constituerait

le meilleur choix, car il conduit à un alignement parfait du segment hydrophobe.

Cependant, cc registre n’a pas été observé dans les conditions expérimentales que

les auteurs ont utilisées. Petkova et ont suggéré que le registre ne dépendait

pas seulement des forces hydrophobes, mais qu’il était le reflet de l’équilibre entre

les forces hydrophobes, les interactions électrostatiques dépendantes du pH et les

interactions de Van der Waals.

Nos résultats montrent toutefois qu’en l’absence de l’effet du pH, le registre

17 + k 20 — k du modèle Petkova7.4 semble le plus stable des trois.

5.6 Déstabilisation du tétramère de Sikorski par simulation ART-OPEP

Nous avons caractérisé en détails le mécanisme de formation des structures

compactes. Nous avons noté que, dans la plupart des cas, la déstabilisation est

associée à une flexibilité des extrémités des peptides ou/et à un réarrangement

des brins extérieurs. Nous présentons ici l’analyse d’une simulation partant d’un

tétramère de Sikorski et aboutissant à une structure compacte.

Les graphes de la figure 5.17 présentent l’évolution de l’énergie totale et hy

drophobe (D), la distance bout-à-bout (E) et l’évolution du nombre de liens hy

drogène total (C) et entre les monomères (A) en fonction des événements acceptés.
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Ces graphes montrent que le processus de déstabilisation est caractérisé par une

réduction du nombre de liaisons hydrogène intermoléculaires se produisant d’abord

entre les brins 1 et 2. Une diminution de l’énergie hydrophobe et de la distance

bout-à-bout des monomères est aussi observée parallèlement à une augmentation

de l’énergie totale.
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f1G. 5.17 — Analyse d’une simulation de déstabilisation. A) Clichés de la trajectoire de

désorganisation du tétramère de Sikorski. Le tétramère étendu est déstabilisé et forme

une structure désorganisée (évéiement 5000) lorsque le taux d’acceptation était de 57

o. Les graphes du nombre de liens hydrogène entre les monomères (3), du nombre

de liens hydrogène total, intermoléculaires et intramoléculaires (C), de l’énergie totale,

hydrophobe et reliée aux liens hydrogène (D) et de la distance bout-à-bout des moriomères

(E) sont présentés en fonction des événements acceptés

Dans la majorité des cas où elles ont été observées, ces structures compactes

étaient caractérisées par une énergie hydrophobe faible, par un petit nombre de

liaisons hydrogèlle intermoléculaires et par une distance bout-à-bout inférieure à

25 À . De plus, la plupart de leurs résidus était en conformation random-co’it.
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Ainsi, lorsque plus d’événements étaient acceptés, les structures organisées déri

vaient rapidement vers la formation de structures compactes. Avec un plus haut

taux d’acceptation, nous acceptons plus souvent des minima locaux dont l’énergie

est supérieure à l’énergie du minimum précédent dans la trajectoire. Dans le cas

de l’assemblage de structures compactes, cela indique qu’il existe un nombre très

important de chemins conduisant à ces structures et que l’on se dirige vers leur

formation assez facilement.

5.6.1 Évaluation de la stabilité du modèle expérimental de Sikorski par

simulation de dynamique moléculaire

Compte tenu des résultats obtenus pa.r les simulations ART-OPEP, nous avons

évalué la stabilité du tétramère de Sikorski par une simulation de dynamique

moléculaire à une température de 330 K pendant 20 nanosecondes. Pour effectuer

ii) b) 1.50

‘

0.8 jt
1.45

0.6 I

::
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c) d)

I AI\]
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cc

FiG. 5.18 — Analyse de la trajectoire de dynamique moléculaire de 20 ris effectuée à
partir de la structure modèle de Sikorski à 330 K. A) Graphe du RMSD en fonction
de l’évolution de la simulation. B) Le rayon de gyration en fonction de l’évolution de la
simulation. C) Le RIVISF (RIVIS fluctuations) en fonction de l’identité des carbones n.
Les premiers C des chaînes 1, 2, 3 et 4 sont respectivement numérotés 2, 18, 34 et 48.
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la dynamique, nous avons utilisé le programme GROIVIACS4 16] pH neutre avec le

potentiel d’énergie tout-atomes GROMOS96611. Nous avons suivi un protocole où

les structures ont d’abord été solvatées dans une boîte octahédrique contenant 12

056 molécules d’eau où huit ions Na+ ont été ajoutés afin de neutraliser le système.

Les simulations ont été effectuées à pression constante (1 atrn) et la longueur des

liens a été contrainte par l’algorithme SHAKE441 Le pas de dynamique était de 2

femtosecondes et la méthode “Particte Mesh Ewatd[28l a été utilisée.

Nos résultats montre que la structure s’éloigne de la structure initiale att début

de la simulation. En effet, durant les premiers 5 ns, le RIVISD entre la structure

initiale et les structures de la trajectoire de dynamique moléculaire (figure 5.18 a)

augmente de façon constante jusqu’à ce qu’il atteigne une valeur près de 10 À . La

valeur du RMSD fluctue ensuite autour de 10 À pour les 15 ns suivant. Toutefois,

l’évolution de la structure se poursuit après les premiers 5 ns comme en témoigne

le graphe du rayon de gyration7 (b). Ce dernier varie pendant encore 5 ns avant de

se stabiliser. Quant au nombre de liaisons hydrogène entre les atomes de la chaîne

principale (c), il se maintient autour de 31 tout au long de la simulation. Aussi,

comme le montre le graphe du RIVI$F (d), de petites fluctuations sont associées aux

carbones c des brins extérieurs et des extrémités. La structure de Sikorski reste

donc stable durant les 20 ns de la simulation, même si les extrémités des peptides

ne sont plus conservées dans la structure (figure 5.19). Ceci est semblable aux

premières étapes de la déstabilisation observée dans les simulations ART-OPEP.

Cependant, cette déformation pourrait aussi être associée à la torsion naturelle

à laquelle est soumis la structure sans qu’aucune déstabilisation ne soit en cause

(comme semble indiquer l’évolution du RIVISD).

7Le rayon de gyration est calculé en faisant la moyenne de la distance de chaque atome au
centre de masse (où chaque contribution à la moyenne est pondérée selon la masse de l’atome en
cause)
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FIG. 5.19 Clichés de la trajectoire de dynamique moléculaire de 20 us effectuée à partir
de la structure modèle de Sikorski à 330 K

5.7 Qu’apprenons-nous de l’étude du tétramère de A/311_25?

Tout d’abord, notons que c’est la première fois qu’un tétramère du peptide

Ai31125 est étudié numériquement. En effet, la soixantaine de résidus du système

constitue un défi pour les méthodes numériques (autant pour ART-OPEP que

pour GROMACS) compte tenu des ressources disponibles. Tel que nous l’avons

mentionné à quelques reprises dans ce chapitre, un grand nombre d’événements a

été effectué (menant à des états plus ou moins organisés) sans que nous observions

une convergence dans les simulations. Pour un système de soixante résidus comme

celui du tétramère, deux mois ont été ilécessaires, sur un processeur Intel Pentium4

3,2 GHz, pour atteindre 25 000 événements. Ceci explique pourquoi nous n’avons

pas prolongé toutes les simulations. Toutefois, il faut noter que deux mois est aussi

la durée ayant été nécessaire pour obtenir les vingt nanosecondes de dynamique

moléculaire (avec GROMACS) sur le même type de processeur. Par contre, même

sans avoir convergé, les trajectoires ART-OPEP obtenues nous ont permis d’en

apprendre davantage sur le tétramère.

Ainsi, notre étude à basse température de IVietropolis, a montré qu’il était

20 us
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plutôt difficile de former des structures organisées en partant de structures initiales

aléatoires. En effet, à faible taux d’acceptation, nous avons uniquement relevé la

formation de structures semi-organisées présentant une énergie relativement plus

élevée (environ 50 kcat/rnot) que celle des modèles expérimentaux. De plus, les

arrangements semi-organisés formés semblaient pris dans une même “région” de la

surface d’énergie, c’est-à-dire que l’aspect global de la structure une fois partielle

ment organisée changeait peu.

La présence d’une première structure organisée dans la structure initiale a

clairement facilité la formation de structures tétramériques. Plusieurs groupes de

recherches’°’671 ont étudié l’agrégation des peptides en utilisant des structures pré

organisées fixes et/ou en imposant des contraintes sur l’attraction entre les pep

tides. Contrairement à ces études, les deux monomères impliqués dans le dimère

pré-assemblé de notre structure initiale n’étaient pa.s contraints d’interagir pendant

les simulations. Les trois structures initiales utilisées (I, II, III) nous ont permis

d’observer que la formation de structures trimériques (parfois étendues) précédait

souvent la formation de structures tétramériques stables. Nous avons noté qtte

les trimères se formaient plus facilement que les tétramères et avons rencontré

six trimères étendus parmi les quinze simulations effectuées à partir des structures

pré-organisées. Toutefois, il est difficile d’évaluer si l’importance du trimère est bio

logique ou liée à la technique. Étudier la structure trimérique en utilisant d’autres

approches numériques pourrait nous aider à établir cela.

À plus haute température, nous avons remarqué que la majorité des simulations

effectuées à partir de structures initiales aléatoires menait à la formation de struc

tures compactes désordonnées caractérisées par une énergie hydrophobe faible, par

peu de liaisons hydrogène intermoléculaires et par une énergie totale élevée. De la

même façon, une grande partie des simulations effectuées à partir des structures

pré-organisées a conduit à ce même type de structures. Dans le cas du dimère pré

formé, l’assemblage en ces structures était relié à une déstabilisation du dimère

initial.

Aussi, nos résultats concernant la formation des intermédiaires compacts suggè
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rent que la surface d’énergie du système étudié est complexe et qu’il existe peu de

chemins conduisant aux structures stables comparativement au nombre d’arrange

ments possibles de plus haute énergie. Cette représentation de la surface d’énergie

s’accorde avec les résultats expérimentaux de Kim et al.301 et avec les résultats

numériques de Wu et al.166’671 et de Nguyen et al.[8] qui ont tous relevé l’impor

tance des structures compactes désordonnées dans le processus d’agrégation. Kim

et al. ont montré, en effectuant des études de FRET (“ FÏno’rescence Energy Trans

fer’) in ‘vitro à partir du peptide A11_25 qu’en faible concentration, l’agrégation

du peptide n’était pas favorisée et que ce dernier adoptait plutôt une conforma

tion compacte de type micellaire tandis qu’à concentration plus élevée, le proces

sus d’agrégation s’enclenchait. Numériquement, deux autres groupes ont observé

l’importance des structures désordonnées dans leurs simulations. Nguyen et al.81

ont observé par DMD avec un potentiel d’énergie simplifié que la formation des

structures amorphes précédait systématiquement l’agrégation. Les 48 peptides po

lyalanines de leur simulation passaient ainsi un certain temps en conformation

désorganisée jusqu’à ce que ces derniers s’orientent adéquatement pour interagir

et former le noyau critique. Wu et al.[661 avancent pour leur part, en se basant sur

des études de dynamique moléculaire du peptide NFGAIL que la dissociation des

structures compactes amorphes constituerait l’étape limitante du processus d’ini

tiation de l’agrégation. Ils suggèrent que les interactions hydrophobes jouent un rôle

particulier en début de processus en défavorisant la formation d’agrégats organisés.

Nos résultats rejoignent donc ce que d’autres ont observé par différentes métho

des numériques. Nous avons en effet noté dans plusieurs simulations qu’une fois

en conformation compacte, les peptides n’avaient pas tendance à s’arranger de

manière à former des structures organisées. Aussi, nous avons constaté, pour le

nombre d’événements effectués, que la formation de structures organisées stables à

partir de peptides disposés aléatoirernent n’était pas favorisée tandis qu’elle était

possible lorsque un ou deux dimères étaient présents. Ceci impliciue que la formation

d’une première structure organisée (n’étant pas nécessairement le noyau critique)

peut aussi être considérée comme une étape défavorable du début du processus



84

d’agrégation.

L’étude complète concernant la stabilité des modèles expérimentaux a permis

de montrer que le modèle de Petkova7.4 semble le plus stable des trois modèles

proposés dans la littérature(27,55] Ce modèle est cependant à peine plus stable

que celui de Sikorski. La différence dans l’énergie hydrophobe de ces structures

ainsi que l’observation d’un mouvement de reptation changeant le registre des liens

hydrogène dans les strttctures de Sikorski et de Petkova2.4 nous laissent supposer

que le registre de liaisons hydrogène 17 + k 20 — k est le plus stable des trois

registres proposés selon le potentiel OPEP.

Des mouvements de reptation avaient aussi été relevés par Wei et a1.351 et

Santini et al.9’40 précédemment. Wei et al. ont révélé, suite à des simulations ART

OPEP, que ce mouvement constituait, pour un petit peptide donné, un mécanisme

de repliement possible en épingle . Quant à Santini et al., ils ont observé que

les mouvements de reptation étaient fréquents dans l’assemblage du dimère et du

trimère du peptide A16_22.

En résumé, les résultats que nous avons obtenus lors de l’étude du tétramère de

A31125 nous ont permis de suggérer qu’il n’est pas favorable pour les quatre pep

tides de s’agréger et de réduire leur entropie lorsciu’aucune autre strllcture organisée

n’est présente. Ces derniers, à plus haute température, semblent préférer s’assem

bler en une structure compacte désordonnée. Quoique ne révélant rien de l’arran

gement peptidique dans les fibrilles, ces structures intermédiaires désordonnées ne

sont pas dépourvues d’intérêt. En effet, des oligomères de type amorphe, globu

laire et annulaire31 ont été observés expérimentalement. Ces structures auraient

un rôle toxique à jouer dans la mort cellulaire associée aux amyloïdoses. L’une des

hypothèses existantes stipule que les intermédiaires annulaires contribueraient à la

perméalisation des membranes cellulaires en agissant comme des pores91.

Aussi, les nombreuses possibilités d’arrangement, la complexité de la surface

d’énergie et le nombre d’atomes impliqués dans le tétramère de A11_25 en ont

fait un système complexe à étudier qui a mis en évidence certaines limites de la

méthode et des ressources disponibles.
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Ainsi comme les températures de Metropolis utilisées dans nos simulations ont

été choisies de façon plus ou moins subjective (essai-erreur)8, il serait nécessaire

d’approfondir l’étude en effectuant des simulations supplémentaires à des températu

res variées comprises entre 500 K et 1000 K. Cela permettrait de caractériser plus

en détails la surface d’énergie associée au système et de confirmer la bonne pa

ramétrisation. Des simulations à 750 K sont d’ailleurs présentement effectuées par

un membre de notre groupe afin d’évaluer s’il est plus facile de converger à cette

température.

De plus, quoique plusieurs étudest38,39,41,5l aient montré que les mécanismes

trouvés par simulation ART-OPEP correspondaient à ceux observés par d’autres

méthodes numériques, il serait intéressant d’utiliser la technique d’activation-relaxa

tion avec un potentiel différent pour valider nos résultats et essayer d’en apprendre

davantage sur la formation des fibrilles. Par exemple, l’utilisation d’un potentiel où

le solvant est traité explicitement permettrait de mieux détailler l’effet du pH sur

la formation des fibrilles.

Aussi, comme ART-OPEP a été utilisé par le passé avec de petit système

(contenant peu de résidus), il serait nécessaire de valider nos résultats par d’autres

méthodes numériques afin d’évaluer l’efficacité de notre méthodologie pour de plus

gros systèmes.

Enfin, nous avons mentionné au chapitre 2 que le fait que ART ne tienne pas

compte de la hauteur des barrières d’énergie pouvait s’avérer un avantage dans

certains cas. En effet, cela permet à la méthode de proposer plusieurs mécanismes

possibles. Cependant, il n’est pas possible d’évaluer lequel des mécanismes pro

posés est le plus probable. Contrairement aux études précédentes où relativement

peu d’arrangements était possible, quatre peptides de quinze résidus génèrent un

nombre important de possibilités. Ainsi, on peut supposer que plusieurs mécanismes

peuvent mener aux structures plus organisées et que, dans ce cas, il serait utile

d’identifier les plus plausibles.

8La température de 500 K a été choisie suite à une série d’essais et d’erreurs et celle de 1000
K a été choisie pour doubler le taux d’acceptation observé à 500 K
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En terminant, suite à notre étude, nous pouvons soulever quelques points qui

mériteraient d’être approfondis (en plus de tester différentes températures de IVIe

tropolis incluses entre 500 K et 1000 K). Tout d’abord, il serait intéressant d’exa

miner, malgré le nombre d’atomes plus élevés, les mécanismes de formation de

l’hexamère du peptide A1125. La, structure trimérique ayant été aisément as

semblée dans plusieurs simulations, nous pouvons nous demander quel serait son

rôle dans la formation d’un hexamère. De plus, comme la composante hydrophobe

semble importante dans la formation des structures compactes, il serait intéressant

d’effectuer des mutations dans le segment hydrophobe afin d’évaluer leur effet au

niveau des processus d’assemblage.



CONCLUSION

Les fibrilles amyloïdes sont reconnues pour leur implication dans un nombre

important de maladies (amyloïdoses) incluant la maladie d’Alzlieimer. Ces strttc

tures, difficiles à étudier expérimentalement ont longtemps été associées à la toxi

cité observée dans les amyloïdoses, mais de récentes études ont remis leur impli

cation en dotite. L’effet toxique observé serait plutôt ou principalement lié aux

oligomères solubles formés dans les premières étapes de la fibrillogenèse. L’objectif

de ce mémoire était d’effectuer une étude détaillée des mécanismes d’assemblage

de peptides amyloïdes en utilisant la technique d’activation-relaxation, développée

par Normand Mousseau, afin d’en apprendre davantage sur les mécanismes de for

mation des oligomères et des fibrilles.

Pour répondre à notre objectif, nous avons d’abord étudié les mécanismes d’as

semblage de quatre tétrapeptides synthétiques de séquence KFFE. Ce petit peptide

est capable de former des fibres in vitro similaires aux fibres pathologiques. Comme

il a été révélé qu’une large classe de protéines diversifiées avait la capacité de former

des fibrilles, il a été suggéré que des mécanismes généraux puissent gouverner la

formation de ces dernières. Dans un tel cas, l’étude du tétramère de KFFE est très

avantageuse, car elle permet d’en apprendre davantage sur la formation des fibrilles

en un temps de simulation raisonnable. Trois séries de simulations ont été effectuées

dans cette partie dtt projet la première consistait en une trentaine de simulations

ART-OPEP à 300 K à partir d’un arrangement initial aléatoire de quatre peptides,

la seconde implicuait aussi des simulations ART-OPEP, mais effectuées à partir

d’une structure initiale où les phénylalanines de la séquence peptidique ont été

mutées par une proline et une glycine tandis citie la troisième série de simulations

faisait intervenir deux simulations de dynamique moléculaire tout-atome en solvant

explicite afin d’évaluer la stabilité d’un feuillet antiparallèle modèle proposé dans

la littératuret221.

Ensuite, nous avons étudié les mécanismes d’agrégation d’un tétramère du pep

tide A1125. L’intérêt d’étudier ce peptide, aussi capable de former des fibrilles in
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vitro, réside dans le fait qu’il est un fragment composé des acides aminés 11 à 25 du

plus gros peptide 3-amyloïde relié à la maladie d’Alzheimer. Ici aussi, nous avons

entrepris trois séries de simulations pottr tenter d’en apprendre davantage sur les

processus d’oligomérisation et de fibrillogenèse. Une première série a été effectttée à

500 K à partir de différentes structures initiales, aléatoires et pré-organisées, tandis

que la deuxième série a été effectuée à 1000 K pour ces mêmes structures initiales.

Quant à la troisième, elle visait surtout à évaluer la stabilité de trois modèles

expérimentaux proposés dans la littérature27’ 551•

Les résultats que nous avons obtenus, tant pour le peptide KFFE que pour

le peptide A11_25 ,étaient les premiers résultats concernant l’assemblage de ces

peptides en tétramère. Nos résultats ont montré que la technique d’activation-

relaxation est une méthode alternative pour étudier les phénomènes d’agrégation

des peptides.

L’étude du peptide de KffE a démontré que le mécanisme d’oligomérisation est

un processus d’addition séquentielle de peptides. Plusieurs mécanismes d’agrégation

différents ont été observés dans les différentes simulations, mais tous avaient la par

ticularité de privilégier une addition séquentielle de monomères.

Enfin, l’étude concernant le peptide A1125 a mis en lumière l’importance des

oligomères désordonnés. Un certain nombre de résultats expérimentaux suggère

que ce type d’oligomères serait particulièrement nocif pour les cellules. L’étude du

tétramère de A1125 a aussi exposé certaines des limites de la méthode. En effet,

le choix d’une température de IVietropolis adéciuate s’est révélé difficile tandis que

le nombre d’événements quotidiens générés s’est révélé insuffisant pour permettre

une exploration efficace de la surface d’énergie en moins de quelques mois.

Comme le but ultime de l’étude concernant les fibrilles amyloïdes, entreprise

par le groupe du Dr. Mousseau, vise à approndir les connaissances liées à ces struc

tures afin de permettre la conception rationnelle d’inhibiteurs capables de lutter

contre les différentes maladies liées au fibrilles, la prochaine étape du projet serait

d’étudier les mécanismes d’action des inhibiteurs déjà identifiés. IA5p5’ 34J, liant

le peptide -amyloïde, est l’un de ces composés prometteurs. Il a été démontré
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expérimentalement que ce composé ralentissait la formation des fibrilles, mais son

processus d’inhibition n’est pas connu et le complexe formé n’est pas résolu. Il se

rait donc primordial de comprendre comment fonctionne cet inhibiteur et à quel

niveau il interagit avec les structures arnyloides. Cela pourrait être tenté par des

simulations ART-OPEP. Une fois les mécanismes d’action dégagés et la structure

du complexe élucidée, la recherche, dans des bases de données, de composés aux

propriétés similaires pourra être envisagée, permettant ainsi de réellement orien

ter la conception de médicanrents permettant de lutter contre les amyloïdoses. La

combinaison des résultats expérimentaux et numériques permet d’espérer un réel

développement dans ce domaine.

D’ailleurs, il est fort probable que de plus en plus d’études unissant l’effort

expérimental aux méthodes numériques seront effectuées avec succès dans les années

à venir. Les innombrables données biologiques maintenant disponibles ont tout

avantage à être étudiées numériquement maintenant que les progrès au niveau des

ressources informatiques permettent de traiter des problèmes de plus en plus com

plexes.
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