Proposition de sujet de thése

Acronyme: REAL

Titre: Régulation Allostérique de récepteur NMDA: Model computationnel de dynamique du canal
ionique

Résume : Les récepteurs a NMDA (NMDARS), constituent 1’un des principaux types de canaux
ioniques activés par le glutamate au niveau du systeme nerveux central et dans certains tissus non-
neuronaux. La dérégulation de I’activité de NMDAR provoque des maladies severes et par
conséquent, la modulation de ces fonctions est une stratégie prometteuse en meédicine. Le
développement d’un modele dynamique de NMDAR est crucial pour expliquer sa
régulation allostérique a I’échelle atomique et présent une base fondamentale pour postuler la
stratégie de la modulation ciblée. Le modéle dynamique, décrivant I’ouverture/fermeture du canal
ioniqgue de NMDAR dans son environnement naturel (intégré a la membrane spécifique en milieu
aqueux), sera basé sur des simulations de dynamique moléculaire dont seront extraits les mouvements
de différent type (local ou global), associées aux fonctions variées (fixation des ligands, transmission
du signal, activation du canal). Le projet se base sur les méthodes mathématiques, dites “classiques’,
connues et appliquées dans le domaine, et les méthodes novatrices, développés ou en cours de
développement au CMLA. Par conséquent, la thése se constitue de deux composantes — l'une
exploratoire, en ce qui concerne génération et interprétation des données massives - et l'autre
creative, en sens de développement de nouvelles méthodes d'analyse de ces donnees.

Title: Allosteric Regulation of the NMDA receptor: Computational Model of the lonic Channel
Dynamics

Summary: NMDA receptors (NMDARS) constitute one of the main types of ion channels activated
by glutamate in the central nervous system and in some non-neuronal tissues. Deregulation of the
NMDAR activity causes severe maladies and therefore, the modulation of its functions is a promising
therapeutic strategy. The development of the NMDAR dynamic model is crucial step to explain its
allosteric regulation at the atomic level and presents a fundamental basis for applying the strategy of
targeted modulation. The dynamical model describing the opening/closing of the ion channel of
NMDAR in its natural environment (receptor integrated on specific membrane in an aqueous
medium) will be based on molecular dynamics simulations and decomposition of the NMDAR
dynamics associated with the various functions (ligand binding, signal transduction, activation of the
channel) on different types of movements (local and global). The project is based on mathematical
methods, so called "classic”, known and widely applied in the field, and innovative methods,
developed or currently under development at CMLA. Therefore, the thesis consists of two
components - an exploratory, regarding generation and interpretation of massive data - and the other
a creative, aiming development of new methods for analyzing these data.

Thématique du projet : 1l s’inscrit dans le cadre de I’Ecole Doctorale EDMH — Paris Saclay (Ecole
Doctorale de Mathématique Hadamard).

Etablissement: ENS Cachan Université Paris-Saclay

Laboratoire ou Unité de Recherche : CMLA Centre de Mathématique et de Leurs Apllications
(UMR CNRS 8536) & Institut FARMAN (Fedération de Recherche CNRS, FR 3311).
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PROJET REAL.: Description détaillée des travaux

Role biologigue_de NMDAR : Les récepteurs NMDA (NMDARSs) sont au centre d’intenses
recherches en raison de leur implication dans des processus physiologiques et pathologiques du
systeme nerveux central. Un grand nombre de publications ont aussi montré I’importance de I’activité
du NMDAR dans les tissus non-neuronaux. Dans de tels tissus (0s, pancréas, peau...) le récepteur
NMDA joue différents réles de régulation. Une attention toute particuliére a été portée sur la présence
du recepteur NMDA dans les cellules immunitaires et le systéme cardiovasculaire. Alors qu’il joue
un réle de modulateur de la réponse immunitaire, il est impliqué dans la contraction cardiaque, la
circulation coronarienne, et intervient dans les poumons lors de I’induction du stress oxydatif et
I'apparition d’cedémes. Ces récepteurs représentent sont donc des cibles thérapeutiques tres
importantes, plusieurs inhibiteurs ont été développés. Cependant, essais cliniques ont montré qu'il est
nécessaire d'élaborer des inhibiteurs plus sélectifs pour ces récepteurs spécifiques des tissus ou
cellules.

L’activation des récepteurs NMDA requiert non seulement la fixation de deux agonistes, le
glutamate (Glu) et la glycine (Gly), mais aussi une dépolarisation de la membrane permettant le départ
de I’ion Mg?* qui y est fixé dans
le canal stabilisant son état fermé.
L’activation et I|’ouverture de
NMDAR sont donc dépendantes
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Figure 1. Représentation schématique de NMDAR, intégré a la / _
cations Na?* et K* (Fig. 1).

membrane, et les facteurs contribuant a I’activation du récepteur.

Structure de NMDAR. Le récepteur a NMDA est un hétéro-tétramere, assemblé pour former un
canal ionique. Il existe différents types de sous unités : deux sous-unités GIuN1 ubiquitaires et deux
sous-unités de type GIuN2 et/ou GIuN3, déterminant les propriétés du récepteur. Chaque sous-unité
est composée de quatre domaines: le domaine N-terminal
(ATD), le domaine de fixation du ligand (LBD), le domaine
transmembranaire (TMD) et le domaine intracellulaire C-
terminal (CTD) (Fig. 2). Chaque domaine structural de chaque
sous-unité joue un role particulier, mais leurs fonctions sont
interdépendantes au niveau local (de la sous-unité) et global
(I'effet allostérique). En particulier, I’ATD contribue a
I'assemblage et au contréle de I’ouverture du canal ionique ; il
module également la vitesse de désactivation du récepteur ; il
est le site d'action pour des modulateurs allosteriques tel que
le pH, Zn?*, lifenprodil et polyamines. Le LBD fixe les
agonistes et participe ainsi au déclenchement de I’ouverture du
canal ionique. Les TMDs forment a leur interface le canal
ionique, potentiellement bloqué par un ion Mg?" dont la

Figure 2. Structure cristallographique
4PE5 de NMDAR, Nature-2014
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cations physiologiques (K*, Na?*, Ca?*) entre les milieux extra- et intracellulaires, est donc régulée
de maniere allostérique par différents effecteurs (Gly, Glu...) qui se fixent sur les sites spécifiques et
distants entre eux. Entre autres, I'activation du NMDAR requiert non seulement la fixation de deux
agonistes, Gly et Glu, mais aussi une dépolarisation de la membrane.

Objectifs: Pour le projet REAL-NMDAR (d'une durée de 3 a 4 ans) nous planifions d’étudier les
propriétés structurales, dynamiques et énergétiques caractérisant la plasticité du récepteur entier,
pour comprendre les effets de différents effecteurs (agonistes et antagonistes), et décrire le modeéle
de canal ionique dans son environnement naturel. Cette étude permettra de contribuer a une
meilleure compréhension du fonctionnement du NMDAR, ce qui sera appliqué dans un deuxieme
temps a la conception de nouveaux inhibiteurs ou modulateurs spécifique des fonctions du
récepteur.

Difficultés et problématigues: La topologie générale du NMDAR, décrit a partir des données
cristallographique (pdb codes 4PE5 (Fig. 2) et 4TLL) a été publiée dans Nature-2014 et Science-
2014. Les structures 4PES5 et 4TLL (résolution de 3.96 et 3.59 A, respectivement) représentent le
NMDAR de Ratus norvegicus et de Xenopus laevis. Ces deux structures caracterisent des protéines
mutées (13-16 mutations, incluant des mutations ponctuelles, des délétions et insertions des segments
de 10 résidus) co-cristallisés avec les inhibiteurs et/ou agonistes, et présentent le récepteur avec le
canal ionique fermé. Pour plusieurs régions fonctionnelles du NMDAR les données sont absentes ou
incertaines (par ex., le CTD et les régions du TMD liées au passage de Ca?* et déterminant le blocage
‘voltage-dépendent’ par le Mg?* ne sont pas résolues dans la structure 4PES5 ; dans 4TLL la position
du bloqueur de canal MK-801 n’a pas été localisée). Néanmoins, ces structures serviront de
‘templates’ pour construire les modeéles du récepteur NMDA humain permettant de répondre a des
questions spécifiques liés a la régulation/dérégulation de son fonctionnement et la modulation de
ses fonctions.

Dispositifs utilisés: La modélisation et la simulation de dynamique moléculaire (DM) constituent des
outils indispensables pour répondre a ces questions. Elle permettra de comprendre les processus
dynamiques responsables des états physiologiques et physiopathologiques, et donnent acces a des
propriétés parfois difficiles, voire impossible, a mettre en évidence expérimentalement. Nous visons
la simulation de DM du MNDAR pour caractériser sa régulation allostérique a I’échéle atomique.
L’allostérie est une régulation de la fonction des protéines par la fixation d’un ligand ou une autre
protéine, appelé effecteur, sur un site différent du site actif. C’est un phénomeéne fondamental en
biologie — Jacques Monod disait qu'il était le second secret de la vie, apres le code génétique —
résultant de la transmission d'une information (signal), induite par une perturbation locale (effecteur
= ligand/protéine/mutation), entre deux sites de la protéine spatialement distants. Cette perturbation
mécanique conduit a une sequence de réarrangements conformationnels et changements de la
flexibilité dynamique d'un ou plusieurs site(s) éloigné(s).

Nous avons une expertise dans l'application des méthodes de simulations pour caractériser les
propriétés structurales, dynamiques et energétiques des proteines, dont la fonction est altérée, par
exemple par des mutations [1-7], par la phosphorylation [8-9], par la liaison avec une autre protéine
[10] ou ’ADN [11-12]. Nous possédons I'expérience du développement d’approches originales de
calcul pour traitement des images [13] ou pour analyser le réseau de communication (MONETA) en
se basant sur la dynamique moléculaire interne et la description topologique d’une protéine [8,14-
15]. MONETA a été déja appliqué pour caractériser plusieurs macromolécules par nous-méme [2-3,
8-9, 14] et par une quinzaine de laboratoires a travers du monde.

Programme de recherche envisagée: Le but du projet REAL est la description des mécanismes de
la régulation allostérigue du NMDAR au niveau atomique et le développement d’un modeéle
dynamique de canal ionique du NMDAR dans son environnement naturel — le NMDAR intégré a la
membrane en milieu aqueux, en absence et en présence d'agonistes ou d'antagonistes. NMDAR est
un récepteur membranaire de tres grande taille (~5000 résidus), et constitue un vrai défi a cause de
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sa complexité (un tétramere composé de deux hétéromeres) et sa plasticité conformationnelle stimulé
par plusieurs effecteurs. Pour réaliser le projet, une stratégie impliquant la modélisation du récepteur,
la simulation de sa dynamique moléculaire (DM) et I’exploration des données de simulations de DM
par différentes méthodes d’analyse, existantes ou a développer, sera appliquée selon le schéma
suivant :

1) Développement des modelés atomistiques de NMDAR
humain, présentent le récepteur sans ligands et avec des ligands
(Glu, Gly) fixés sur leurs sites de liaisons dans le domaine LBD en
présence et I’absence du Mg?* dans le TMD. 5 modelés a générer a
partir des structures cristallographiques.
2) Modélisation d’une membrane contenant un micro-domaine
ou ‘raft’, spécifique pour le NMDAR d’intérét.
3) Intégration de chaque modele de NMDAR sur la membrane
suivis par une optimisation.
4) Simulations de dynamique moléculaire tout-atome de chaque
systéme incluant le modele du NMDAR humain inséré dans une
membrane (Fig. 3) sur une durée de 200 ns. En générale, la
simulation de systémes pareils (protéine + ligands + lipides + eau +
Y ions), nécessite un temps de simulation extrémement long car les
Figure 3. Le modele duNMDAR  échelles de temps pour atteindre un équilibre thermodynamique sont
intégré a la membrane (eau non e géngral trés élevées, de I’ordre de la milliseconde (ms). Une étude
présente). trés récente permettant d’observer le switch entre I’état actif et
inactif du canal ionique en réponse au changement de voltage (VSD)
a été realisée par des simulations de 400 s.
5) Analyse des simulations de DM. Les simulations serviront (i) & caractériser les structures
équilibrées du NMDAR dans sa forme fermée ; (ii) d’extraire les modes de vibration afin de
caractériser I’espace des mouvements collectifs conduisant a I’ouverture du canal; (iii) d’étudier a
posteriori la communication allostérique entre des sous-unités et entre les domaines (avec I’outil
MONETA) ; (iv) obtenir la modéle du NMDAR en forme ouverte ; (v) de rechercher de nouveaux
sites d’inhibition potentiels pour stabiliser le récepteur en forme fermé ou bloquer le canal ouvert.

L analyse des mouvements collectifs permettra d’étudier les corrélations entre différents types de
mouvement dans domaines/chaines/fragments distants du NMDAR. Il a été établi expérimentalement
qu’une fermeture des sous-domaines du domaine LBD de NMDAR devrait étre corrélée avec
I’ouverture du canal. Nous espérons décrire ce phénomene a partir de simulations, ce qui constituera
une premiére validation des calculs, et trouver d’autres types de corrélations qui ne sont pas encore
connues. Cette analyse nous permettra (i) de déterminer les mouvements de grande amplitude les plus
pertinents intervenants dans I’ouverture du canal qu’on pourra explorer par DM et (ii) de localiser les
voies de communication. Cette partie de thése s’appuiera également sur nos recherches précédentes
dans ce domaine et qui ont donné lieu & la conception de MONETA [8,14-15] visant la localisation
et “visualisation’ de la transmission d’information a travers le réseau de résidus d’une protéine. Pour
pouvoir établir les liens entre les différents domaines/chaines/fragments distants du NMDAR,
permettant la régulation allostérique de I’ouverture/fermeture du canal, le développement/évolution
de nouvelles approches d’analyse des simulations ont été envisagées.

En paralléle, nous planifions de mettre au point I’application des simulations en approximation gros-
grains, I’approche largement appliquée aux lipides, membranes, protéines membranaire et les
systemes trés complexes. Les simulations gros-grains seront appliquées au NMDAR - un
‘benchmark’ pour les simulations massives. Les donneées issues de deux types de simulation — tous
atomes et gros-grains — seront confrontées.

Environnement de travail : éguipes concernées, partenariat :




Le projet s’inscrira au sein de I’institut FARMAN de I’ENS Cachan, institut fedératif regroupant cinq
laboratoires (CMLA, LMT, LSV, LURPA et SATIE) autour de la modélisation, la simulation
numérique et I’ingénierie des systemes complexes. Au sein du CMLA, le projet sera supporté par
deux équipes, BiMoDyM (Bioinformatique, Modélisation et Dynamique Moléculaire) pilotée par L.
Tchertanov et SIP (Signal and Image Processing) piloté par A. Trouvé.

REAL s’appuie sur les projets pluridisciplinaires en cours:

(i) NUTS (Les NMDARs, des cibles inattendues dans I’hypertension artérielle pulmonaire/NMDA
receptors, Unexpected TargetS in pulmonary arterial hypertention, ANR, 2015-2017), réunissant les
expertises de trois équipes — des biologistes (S. Kaminsky-Cohen, Laboratoire Hypertension Artérielle
Pulmonaire: Physiopathologie et Thérapeutique, AP-HP Centre Chirurgical Marie-Lannelongue), des
chimistes (M. Alami, BioCIS, Faculté de Pharmacie de Chatenay-Malabry) permettent de valider nos
modeles (L. Tchertanov, BiMoDyM, CMLA, ENS de Cachan).

(ii) ICAR (ldentification de Chemins Allostériques a travers I’analyse de Réseaux) basé sur les
compétences complémentaires des trois équipes-partenaires de I’institut FARMAN: mathématiciens
(SIP, A. Trouve, CMLA), informaticiens (MeXiCo, S. Haar, LSV) et les chercheurs en biologie
computationnelle et structurale (BiMoDyM, L. Tchertanov, CMLA), qui vise a définir des descripteurs
valides et d’elaborer de nouvelles approches analytiques ou adapter des méthodes développer pour les
systemes statistiques [13] permettant I’interprétation des données de simulation de dynamique
moléculaire des protéinées ciblées a I’échelle atomique.

(iii) DIGISCOPE, un dispositif de moyens d'interaction et de visualisation installé sur plusieurs sites
de l'université Paris-Saclay, inclus I’Ecole Normale Cachan, en sein le quelle des approches immersives
de la modélisation moléculaire en réalité virtuelle [16] autour la plateforme SHIVA (Shared Interaction
& Visualisation Area) [17] sont en cours d’évolution.

Compétences requises

Le candidat pour ce projet devra posséder des connaissances en biologie structurale, en application/
développement des méthodes bio-informatique de modélisation et simulation moléculaire. Une base
solide en méthodes mathématique et informatique est requise.
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