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Chapitre 1

Introduction

1.1 Impact de la désialylation du récepteur a I’insuline

1.1.1 Le récepteur a l’insuline : structure et fonction

Le récepteur a l'insuline est une protéine transmembranaire composée de deux sous-unités
a et B (130 et 95 kDa, respectivement). La sous-unité « est exclusivement extracellulaire. La
sous-unité S comporte environ 190 acides aminés extracellulaires, une hélice transmembranaire
et environ 400 acides aminés intracellulaires [1]. Ces deux sous-unités sont reliées par des ponts
disulfures entre les cystéines a647 et 8872, formant ainsi un monomeére a5. Ces deux sous-unités
assemblées vont ensuite former un dimére fonctionnel o282 maintenu par deux ponts disulfures

supplémentaires [2, 3].

La chaine a comporte deux domaines riches en leucine L1 et L2 séparés par un domaine
riche en cystéine C. Elle comporte également un premier domaine fibronectine complet. Un
second domaine fibronectine et un domaine d’insertion sont répartis entre les chaines « et
B. La chaine 8 porte un troisiéme domaine fibronectine complet, un domaine transmembra-
naire/juxtamembranaire et un domaine Tyrosine Kinase (domaine TK) suivi d’'une queue C-
terminale [4]. Ce dernier domaine comporte de nombreuses tyrosines qui sont phosphorylées a
lactivation du récepteur [5]. L’ensemble de ces domaines et leur organisation sur la structure

tridimensionnelle sont représentés sur la figure 1.1 A.

Deux isoformes du récepteur & l'insuline existent, appelées A et B. L’isoforme A est formée
grace a I'exclusion de ’exon 11 par épissage alternatif, contrairement & l'isoforme B qui contient
toujours cet exon. Ces deux isoformes peuvent dimériser de fagon indifférente et former des di-
méres A-A, B-A ou B-B [6]. Les différences entre les isoméres sont mal caractérisées mais celles-ci

présentent des affinités légérement différentes pour I'insuline [7].
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FIGURE 1.1 — Structure et organisation du récepteur a ’insuline. Les différents domaines du récepteur
sont mis en évidence par couleur : les domaines fibronectines (Fnl, Fn2 et Fn3), les domaines riches en leucine L1
et L2, le domaine riche en cystéines C, le domaine transmembranaire/juxtamembranaire Tm/Jm et le domaine
tyrosine kinase (TK). A : Structure tridimensionnelle du récepteur a l'insuline. Les domaines sont colorés pour
une seule sous-unité (chaine a et 8). B : Représentation schématique du récepteur a 'insuline et de ses domaines.
Les ponts disulfures sont en pointillés et les points potentiels de N-glycosylation sont indiqués par les symboles
"Y". Image par A. Guillot [8]

Le récepteur a l'insuline posséde une activité tyrosine kinase grace a sa partie intracellulaire.
Aprés la fixation du ligand, les deux domaines TK du dimére du récepteur se rapprochent et dé-
clenchent une cascade d’autophosphorylation ainsi que 'activation du récepteur, entrainant ainsi
le recrutement et I’activation de substrats et le déclenchement de voies de signalisations |9, 10].
Parmi les fonctions régulées par le récepteur a l'insuline, on retrouve notamment le stockage du
glucose sous forme de glycogéne (polymeére de glucose lié en al-4). Ce récepteur a également un
role dans le cycle de vie cellulaire et est impliqué dans la mitose, ’apoptose ou la différenciation

cellulaire [11].

Le récepteur a I'insuline est une protéine fortement glycosylée qui, en plus de nombreuses
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O-glycosylations, comporte 18 sites potentiels de N-glycosylation (14 sur la sous-unité « et 4
sur la sous unité 3, figure 1.1 B) [12]. Ces glycosylations sont majoritairement situées sur la
région extracellulaire du récepteur. L’impact des glycosylations sur le récepteur a l'insuline est
trés variable et concerne aussi bien le repliement de la protéine que sa dimérisation ou son affinité

pour le ligand [13].

Le récepteur a l'insuline et son ligand sont trés étudiés dans le cadre de pathologies, notam-
ment les deux types de diabéte. De par sa nature de protéine transmembranaire, ce récepteur est
exposé & la matrice extracellulaire et interragit avec ses éléments. Au sein de notre laboratoire,
il a été notamment montré que Pactivation du complexe récepteur a ’élastine (CRE) par les

produits de dégradation de ’élastine affectait les fonctions du récepteur a 'insuline [14].

1.1.2 Désialylation du récepteur a l’insuline par le complexe récepteur a

I’élastine

Le complexe récepteur a 'élastine est formé d’une sous-unité Elastin Binding Protein (EBP),
une protéine protectrice (Cathepsin A), et d’'une Neuraminidase 1 (Neu-1) [15] (figure 1.2). La
sous-unité Neu-1 de ce complexe posséde une activité sialidase et hydrolyse la liaison entre les
acides sialiques terminaux et le reste de la chaine de glycosylation [16]. Dans le cadre de I’étude
de l'influence de la dégradation de 1’élastine, il a ainsi été montré que, aprés activation du CRE,

la sous-unité Neu-1 de ce complexe interagit avec le récepteur a U'insuline [14].

Chemotactism Angiogenesis
Migration Cell survival
Adhesion Proliferation

Protease expression
and secretion

FI1GURE 1.2 — Représentation schématique du complexe récepteur a I’élastine. Le complexe est composé
de trois sous-unités : une Elastin Binding Protein (EBP), une protéine protectrice / cathepsin A (PPCA) et
une Neuraminidase-1 (Neu-1). Cette protéine posséde notamment une activité sialidase et est impliquée dans de

nombreuses voies de signalisation ou de régulation. Image tirée de Scandolera et al. [15]

Une expérience de docking moléculaire a confirmé la possibilité structurale de cette interac-
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tion. De plus, la mesure des niveaux d’acides sialiques sur le récepteur a permis de montrer que
I’action de Neu-1 réduit le taux de sialylation des glycanes portés par le récepteur a l'insuline.
A Tinverse, 'inhibition de Neu-1 restaure I’état de sialylation du récepteur. L’étude détaillée de
I'impact de 'hydrolyse des acides sialiques menée pendant la thése d’Alexandre Guillot a montré
que la désialylation n’affecte pas 'internalisation du récepteur & I'insuline par la cellule, ni le
shedding (clivage de la partie extracellulaire) du récepteur, son niveau d’expression et son affinité
a l'insuline. Il est donc probable que I'hydrolyse des acides sialiques ait un effet plus fin au niveau

de la structure des récepteurs (8, 14].

Ainsi, il a été décidé d’étudier 'influence des acides sialiques sur la dynamique et la flexibilité
des glycanes afin de comprendre comment la désialylation impacte la structure et la dynamique

des glycanes.

1.2 Acides sialiques et flexibilité des glycanes

L’objectif des travaux suivants a donc été d’élucider I'impact de la sialylation sur la dyna-
mique et la flexibilité des glycanes. Cette étude a notamment permis le développement d’une

méthode d’analyse dédiée aux chaines de glycosylation [17].

1.2.1 Caractérisation des conformations principales : méthodes de clustering

Dans un premier temps, une étude de dynamique moléculaire sur des glycanes bi- et tri-
antennés en chaines isolées a débuté. Huit glycanes ont été étudiés au total. L’utilisation de
méthodes de clustering a permis de classer les conformations principales obtenues en fonction
des grandes familles conformationnelles définies par Mazurier et al [18] et présentées sur la figure
1.3. Sur des glycanes bi-antennés : la conformation Bird correspond & un glycane aux deux
branches étendues vers le solvant. Les conformations Broken Wing et Backfolded correspondent

a des conformations ot I'une des branches du glycane est repliée le long du cceur du glycane [18].

Ainsi, ces travaux réalisés sur 1 500 ns de trajectoire pour chaque glycane ont montré que les
conformations principales adoptées par le glycane au cours de la trajectoire varient en fonction de
I’état de sialylation : les glycanes bi-antennés passent d’une préférence pour la conformation Bro-
ken Wing en présence d’acides sialiques a une préférence pour la conformation Bird (extension
des branches vers le solvant). Les glycanes tri-antennés, a I'inverse, montrent que la conformation
principale similaire & la conformation Broken Wing est stabilisée en 'absence d’acides sialiques :
la proportion de cette conformation passe en effet de 68% a 87% de la trajectoire. Le RMSF

(Root Mean Square Fluctuations, fluctuations autour de la structure moyenne) diminue ainsi au
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FIGURE 1.3 — Familles conformationnelles des glycanes bi-antennés. Les conformations Broken Wing et

Backfolded ont une branche repliée le long du cceur du glycane tandis que la conformation Bird est étendue vers le
solvant. Les N-acétyl-glucosamines sont en bleu, les mannoses en vert, les galactoses en jaune, le fucose en rouge
et I'asparagine glycosylée en gris. Les structures en haut de la figure sont extraites de simulations de dynamique

moléculaire et correspondent aux représentations schématiques en bas de la figure.
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cours de la trajectoire.

Ces travaux ont également mis en avant le role de certains points de flexibilité bien par-
ticuliers, notamment la liaison glycosidique entre les mannoses du cceur du glycane. Les deux
mannoses a la base des branches sont en effet reliés au mannose central par une liaison différente :
la liaison «1-3 est formée de trois atomes et peut étre caractérisée par deux angles diédres Phi
et Psi. La liaison a1-6 comporte un atome de plus et, par conséquent, un angle diédre supplé-

mentaire Omega est nécessaire pour décrire celle-ci (figure 1.4).

a 1-6 al-3
Vo,
a1l-6 al-3 M

FIGURE 1.4 — Structure des liaisons a1-6 et a1-3. A gauche, la représentation d’un glycane selon la nomen-
clature SNFG présentée dans la section 2.2.2. L’emplacement des deux liaisons d’intérét est encadré en rouge. A
droite, la structure des trois mannoses impliqués est détaillée. Les atomes des liaisons a1-3 et a1-6 sont représen-
tés par les sphéres oranges. La liaison a1-6 comporte un atome de plus que la liaison a1-3. Les différents angles

diédres sont identifiés sur la structure.

Ces résultats sont également confirmés par les résultats obtenus grace & une méthode déve-
loppée afin d’évaluer la flexibilité et la zone explorée par les glycanes au cours de la trajectoire :

I"Umbrella Visualization.

1.2.2 Développement de I’Umbrella Visualization et problémes soulevés pen-
dant I’étude

Cette méthode considére que le glycane agit comme un parapluie qui protége la surface de la
protéine de sorte qu’une hypothétique molécule approchant cette région ne pourrait pas interra-

gir directement avec la protéine. La section 3.2.1 décrit cette méthode et son utilisation.

L’application de cette méthode a ainsi permis de montrer la variation de flexibilité des gly-
canes en fonction de leur état de sialylation : les glycanes bi-antennés montrent en effet une flexi-

bilité plus importante et explorent une plus grande région comparés aux glycanes bi-antennés
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sialylés. La désialylation a cependant un impact différent sur les glycanes tri-antennés puisqu’une

seule des trois branches montre un changement de flexibilité significatif [17].

La mise en place de cette méthode a ainsi permis de compléter les informations de clustering

avec des informations de dynamique a l'aide de 1I’Umbrella Visualization.

1.2.3 Vers une nouvelle approche de 1’étude des glycosylations dans le cadre
du Projet DOGME

Le principal probléme rencontré pendant les précédents travaux a été le manque d’outils adap-
tés a I’étude des glycosylations. En effet, bien que de nombreux logiciels et serveurs permettent la
construction de systémes de protéines glycosylées (voir section 2.3), les outils spécifiques dédiés
a l’étude de 'impact des glycosylations sur les protéines sont peu nombreux. La premiére version
de I’Umbrella Visualization a été développée pour pallier ce manque. Bien que cette méthode
ait permis d’obtenir des résultats intéressants et décrivant la zone explorée par des glycanes en
chaines isolées, cette méthode ne permet pas de prendre les interactions avec la protéine ou la

topologie de cette derniére.

Dans la continuité des travaux relatifs & I’ Umbrella Visualization et engagés au sein de 'unité
MEDyC nous avons choisi d’étendre cette derniére a une représentation tridimensionnelle qui per-
met de tenir compte des interactions les glycanes et la surface de la protéine. Ainsi, le projet
DOGME (Développements d'un Outil de visualisation moléculaire et application a 1'étude in
silico de Glycosylations de protéines de la Matrice Extracellulaire) dans lequel s’inscrivent les
travaux de thése présentés dans ce manuscrit a pour objectifs d’une part de développer un outil
d’analyse visuel dédié aux sucres et d’autre part de tester ce dernier sur diverses trajectoires de

dynamique moléculaire (glycanes isolés ou portés par une protéine).

Afin de présenter I'ensemble des travaux réalisés pendant les trois années de thése ainsi que
leur contexte, le manuscrit est organisé de la fagon suivante : dans un premier temps le chapitre
"Contexte scientifique" nous permet de présenter de maniére plus approfondie 'objet d’étude
de 'unité MEDyC, & savoir la matrice extracellulaire et de faire le lien avec les glycosylations,
leur représentation schématique, et les différentes méthodes qui permettent d’appréhender leur
étude. En cléture de ce chapitre, nous spécifions les enjeux de la visualisation scientifique as-
sociés a la représentation et I’étude des objets moléculaires. A travers le chapitre "Matériel et
méthodes", nous présentons les outils spécifiques de dynamique moléculaire utilisés ainsi que le
logiciel de visualisation avec lequel nous avons procédé & nos développements. L’ensemble des

résultats et analyses des expériences de dynamique moléculaire réalisées sur des glycanes isolés
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ou encore portés par une protéine (la fibromoduline) sont ensuite détaillés dans le chapitre 4.
Nous y présentons notamment une étude comparative de deux types de liaisons des acides sia-
liques terminaux. Le chapitre intitulé "Développements d’un nouvel outil de visualisation intégré
a UnityMol" revient sur les implémentations originales intégrées au logiciel UnityMol. Nous pré-
sentons ensuite les tests réalisés a 1’aide de cet outil et validons son utilisation en application sur
huit trajectoires de dynamique moléculaire décrivant le comportement du récepteur a I'insuline
glycosylé. Enfin, dans le dernier chapitre, nous discutons et comparons I’ensemble des résultats

obtenus au cours de ces travaux pour ensuite proposer de nouvelles pistes scientifiques & explorer.



Chapitre 2

Contexte scientifique

2.1 Biologie de la matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est un réseau tridimensionnel de macromolécules impliqué
dans de nombreux mécanismes et processus cellulaires. La MEC est présente dans tous les tissus
et organes et leur procure un soutien physique grace a ses propriétés mécaniques et un soutien
biochimique grace aux nombreuses molécules actives qu’elle contient. Ces molécules peuvent étre
des facteurs de croissance, des produits de dégradation ou des hormones et permettent ainsi les
échanges entre la MEC et les cellules environnantes, activant différentes voies de signalisation et
de régulation impliquées dans ’adhésion et la différenciation cellulaire, la migration, la prolifé-

ration [19].

La MEC est ainsi un milieu trés dynamique grace aux enzymes et protéases qu’elle contient.
Synthétisées par les fibroblastes, ces enzymes dégradent et remodélent les composants de la MEC.
On y trouve notamment les métalloprotéases matricielles (MMP), des protéases a Serine ou a
Cystéine. Ces produits de dégradation, appelées matrikines, sont également impliqués dans di-
verses voies de signalisation [20,21]. Cette section vise a présenter la matrice extracellulaire et
ses caractéristiques principales : son organisation en membranes basales et matrices interstitielles

et les grandes familles de molécules qui la composent.

2.1.1 Organisation générale de la MEC

La MEC est composée de quatre grandes familles de macromolécules : les protéoglycanes, les
glycoprotéines de structure les fibres de collagéne et 1’élastine. Les fibres de collagéne et I’élastine
forment un réseau dense dont les propriétés mécaniques permettent aux tissus de résister aux

forces de tension. Les glycoprotéines et les protéoglycanes forment également un réseau, moins
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dense, pour résister aux forces de compression [22]. La composition de la MEC, ainsi que ses
propriétés mécaniques associées, varie en fonction des organes et des tissus. Ainsi, les tissus les
plus élastiques, comme la peau, sont plus riches en élastine alors que les tissus plus riches en
collagéne, comme les os, sont plus rigides. Cette organisation en réseaux permet de différencier

deux sous-types de matrice extracellulaire : les membranes basales et les matrices interstitielles.

Les membranes basales sont organisées en couches de 50 & 100 nm d’épaisseur soutenant les
monocouches cellulaires des épithéliums ou des endothéliums. Elles sont hétérogénes et multifonc-
tionnelles, ainsi leur composition différe en fonction des organes. On y retrouve majoritairement
du collagéne de type IV (jusqu’a 50% des protéines de la membrane basale) [20,23|. Les ma-
trices interstitielles enveloppent les cellules des tissus et leur fournissent un soutien structural
et biochimique. La figure 2.1 résume 'organisation globale de la matrice extracellulaire dans les

organes.

P ©® @ @ e g Epithélium

~—— Membrane basale

) Fibroblaste
Matrice ~€&—— Matrice interstitielle

extracellulaire

Capillaire sanguin

FI1GURE 2.1 — Organisation globale de la matrice extracellulaire. La membrane basale soutien les cellules
des épitheliums et leur sert de point d’ancrage. La matrice interstitielle plus épaisse, enveloppe les cellules et leur
apporte un soutien structural mécanique et biochimique. Ces deux composants forment la matrice extracellulaire.

Les fibroblastes contenus dans la matrice interstitielle synthétisent les molécules de la MEC.

2.1.2 Les protéoglycanes

A Texception du hyaluronane qui existe sous forme libre, tous les protéoglycanes adoptent
la forme d’un corps protéique auquel est greffé une ou plusieurs chaines de glycosaminogly-
cane (GAG). Ces chaines possédent de nombreux groupements sulfates ou carboxylates, leurs
conférant une importante charge négative qui attire les molécules d’eau environnantes. Cette

hydratation joue un role important dans les tissus subissant des variations de pression [24].
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On retrouve trois grands groupes de protéoglycanes au sein de la MEC : les protéoglycanes
des membranes basales, les hyalectanes et les SLRP (Small Leucine Rich Protein). Ces protéines
sont notamment impliquées dans ’organisation des tissus, la croissance tissulaire et la maturation
des tissus spécialisés. Elles sont également impliquées dans la fibrillogenése et modulent I'action
des facteurs de croissance [25]. Dans le cadre de cette thése, nous nous sommes en particulier
intéressés a la fibromoduline, un protéoglycane de la famille des SLRP. Cette famille comporte
18 membres répartis en 5 classes dont les membres comportent une forte homologie de structure.
La fibromoduline fait partie de la classe II avec le lumicane, deux protéines trés étudiées au
sein de 'unité MEDyC. La classe II des SLRPs se définit principalement par la présence de
chaines de keratan sulfate ou polylactosamine. Cette classe posséde 3 sous-groupes définis en
fonction de ’homologie de séquence des protéines les composant. La fibromoduline porte donc
des chaines de keratan sulfate et se lie aux collagénes pour réguler leur fibrillogenése [25,26]. Le
lumicane porte également des chaines de keratan sulfate et est essentiellement présent dans les

tissus mésenchymateux et dans les tumeurs (cancers du sein, mélanomes) [27,28].

2.1.3 Les glycoprotéines

Les glycoprotéines sont des protéines auxquelles sont greffées des saccharides de plus petite
taille que les glycosaminoglycanes. La synthése et la composition de ces oligosaccharides sont
détaillées dans la section 2.2. Ces macromolécules constituent une part importante de la MEC

et regroupent notamment la fibronectine, les fibrillines, les laminines et trombospondines [29].

2.1.4 Les collagénes

Les collagénes sont les protéines fibreuses les plus abondantes dans la matrice extracellu-
laire, constituant jusqu’a 30% des protéines totales chez I'homme [30, 31]. La superfamille des
collagénes comporte 28 types de collagénes différents composés par au moins 46 chaines a dif-
férentes. Cette superfamille trés complexe montre une grande diversité en terme d’organisation
supramoléculaire, de fonction et de distribution au sein des tissus [32]. La caractéristique com-
mune des collagénes est leur organisation en triple-hélice grace au triplet G-X-Y, ou X et Y
sont respectivements une proline et une hydroxyproline [33]. La structure est maintenue par des
liaisons hydrogénes interchaines. Les extrémités N-terminales et C-terminales peuvent présenter

des domaines globulaires non collagéniques appelés « domaine NC » [34].

2.1.5 L’élastine

Les fibres élastiques sont d’importantes structures de la matrice extracellulaire qui remplissent
un roéle principalement mécanique : elles conférent 1’élasticité aux tissus soumis a des élongations

ou des contractions comme les vaisseaux sanguins, les poumons ou le cceur. Ces fibres trés stables
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sont principalement composées d'un coeur d’élastine (polymeres de tropoélastine) et de fibrillines
associées en microfibrilles qui entourent ce coeur [35,36]. Les microfibrilles sont composées de
petites glycoprotéines comme les fibrillines, les MAGP (Microfibril-associated glycoproteins) ou
certains glycosaminoglycanes comme la décorine ou le biglycane. La dégradation de l’élastine
conduit & la production de nombreux fragments protéiques actifs appelés élastokines et impli-

qués dans certaines pathologies (par exemple 'athérosclérose ou des cancers) 37, 38].

Ainsi, ces grandes classes de molécules s’organisent et interagissent entre elles et avec leur
environnement, formant ainsi un milieu complexe et dynamique, structuré par les réseaux formés
par les collagénes, laminines et fibres élastiques. Les glycanes, présents sous forme libre (héparane
sulfate) ou liés a la surface des protéines jouent un role important dans les fonctions des compo-
sants de la MEC, comme la migration ou ’adhésion cellulaire [39-42|. Présents sous la forme de
longues chaines de glycosaminoglycanes (comme dans la famille des SLRP, par exemple) ou de
chaines plus courtes et ramifiées, les oligo- et poly-saccharides sont ainsi des éléments clés de la

matrice extracellulaire.

2.2 Glycosylations

La glycosylation est une modification post-traductionnelle consistant a ajouter a une protéine
une ou plusieurs chaines de saccharides. Ces chaines sont trés flexibles et réactives en raison de

leur structure et leur composition.

2.2.1 Liaison glycosidique et diversité structurale des glycanes

Les glycanes sont des polyméres de monosaccharides reliés par une liaison glycosidique et
présents sous forme libre ou liés & des protéines. Sous forme libre, les monosaccharides existent
sous forme linéaire ou cyclique. Lorsqu’ils sont liés & une protéine, les monosaccharides sont pré-
sents sous forme cyclique : cette forme crée un centre anomérique, utilisé pour former une liaison
glycosidique et qui peut étre situé au niveau du carbone C1 ou C2 en fonction de la nature du

saccharide (aldose ou cétose) [43].

La liaison glycosidique permet ainsi de relier un monosaccharide & un autre composant hy-
droxylé comme un autre saccharide (permettant ainsi la formation de polyméres complexes), un
acide aminé (sérine, thréonine, asparagine) ou un lipide. Un seul monosaccharide peut porter
plusieurs liaisons glycosidiques, créant un point de branchement dans la chaine et augmentant
la complexité structurale du glycane. De plus, les deux stéréoisoméres possibles de la liaison

glycosidique, appelés « et 3, contribuent a augmenter la diversité structurale des glycanes [43].
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2.2.2 Représentation schématique et nomenclature SNFG

La complexité structurale des glycanes, leur longueur et la diversité de leur composition a
conduit & I’élaboration d’une nomenclature, appelée nomenclature SNFG (pour Symbol Nomen-
clature For Glycans) [44], basée sur la représentation des monosaccharides a l'aide de formes
géométriques colorées. Cette nomenclature permet de s’affranchir des représentations chimique-
ment exactes (représentation de Fischer ou Haworth, par exemple), qui tendent a devenir confuses
pour des glycanes complexes. La premiére version standardisée de cette nomenclature a été in-
troduite avec la premiére édition du livre Essentials of Glycobiology, en 1999 [45]. Actuellement,
la nomenclature SNFG est largement utilisée par la communauté scientifique et les récents déve-
loppements étendent 1'utilisation de symboles blancs (dédiés aux saccharides dont la nature n’est
encore pas identifiée) en permettant I'ajout de lettres dans le symbole afin d’apporter d’éven-
tuelles précisions ou détails en annotation [46]. Dans ce manuscrit, nous avons adopté cette

nomenclature pour les schémas simplifiés qui sont présentés.

2.2.3 Protéoglycanes et glycoprotéines

Comme évoqué en début de chapitre, les protéines glycosylées peuvent étre classées en deux
grandes catégories en fonction des chaines qu’elles portent. Les protéoglycanes portent de longues
chaines (plusieurs dizaines de saccharides) trés peu ramifiées et généralement composées de répé-
titions de disaccharides. Ces longues chaines, appelées GAG, sont principalement présentes sur
les protéines de la matrice extracellulaire (Section 2.1). Les GAG peuvent représenter jusqu’a
90% du poids moléculaire du protéoglycane. Les protéoglycanes peuvent également porter des
N- ou des O-glycosylations, en plus des GAG [47,48]. Les glycoprotéines représentent ’ensemble
des protéines glycosylées qui ne comportent pas de chaines de GAG. Les N- et O-glycosylations
peuvent également représenter une importante part du poids moléculaire de ces protéines, mais
les chaines de glycanes sont plus courtes et ramifiées. Alors que les GAG sont essentiellement
présents sur les protéines de la MEC, les N- et O-glycosylations sont présentes sur les protéines

de tous les milieux (cellulaires et extracellulaires) [49].

2.2.4 N-glycosylations

Nos travaux se concentrent essentiellement sur l'impact des N-glycosylations chez 'homme
et/ou les vertébrés. Cependant, cette modification post-traductionnelle a été retrouvée dans tous
les domaines du vivant. Chez les vertébrés, les N-glycanes présentent un coeur ou noyau commun
composé de 2 N-acetylglucosamines et 3 mannoses. A partir de cette caractéristique commune,

une grande diversité de structures de N-glycanes existe.
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La N-glycosylation consiste & créer une liaison glycosidique entre un glycane et une asparagine
d’une protéine. Les sites de glycosylation partagent une séquence consensus commune : Asn —
X — Thr/Ser, ot Asn est 'asparagine portant la glycosylation, X peut étre n’importe quel acide
aminé sauf une proline [50]. Méme si cette séquence est présente aux sites de N-glycosylations,
toutes les séquences correspondantes d’une protéine ne sont pas forcément glycosylées. En effet,
des contraintes telles que des génes stériques peuvent empécher ’ajout d’un glycane sur un site.
Des outils permettant d’évaluer I'accessibilité d’un site de glycosylation potentiel existent, comme

détaillé dans la section 2.3.

Synthése des N-glycanes

La synthése des N-glycanes se fait en deux étapes, dont la premiére est hautement conservée.
Un oligosaccharide est assemblé sur un transporteur lipidique (dolichol phosphate) dans la mem-
brane interne du réticulum endoplasmique [50]. Ce glycane, composé de 2 N-acétyl glucosamines,
9 mannoses et 3 glucoses, est ensuite transféré sur une protéine pendant sa translocation dans le
réticulum endoplasmique. Cette premiére phase est ensuite suivie d’une phase de transformation
ou maturation impliquant différentes glycosidases et glycosyltransférases dans la lumiére du ré-
ticulum endoplasmique et également dans I'appareil de Golgi. Dans un premier temps, les trois
glucoses a 'extrémité du bras a1-3 sont hydrolysés. Les deux mannoses terminaux sur les deux
branches a1-6 peuvent également étre hydrolysés. Les protéines sortent du réticulum endoplas-
mique avec 8 ou 9 mannoses et rejoignent I’appareil de Golgi ol ces branches vont pouvoir étre
modifiées [51].

Le processus ainsi engagé va permettre d’ajouter des sucres au coeur du glycane, notamment
I’ajout de a fucose sur la premiére N-acétyl glucosamine. Les branches vont également pouvoir
étre étendues par I’addition de disaccharides (par exemple, un dissacharide composé d'un galac-
tose et une N-acétyl glucosamine). Des « décorations » terminales comme des acides sialiques
peuvent également étre ajoutées a extrémité des branches. Ce processus de maturation est

connu pour ses résultats hétérogénes, mais trois types de glycanes peuvent étre distingués :

1. Les N-glycanes complexes présentent plusieurs branches ou antennes débutant par une

N-acétylglucosamine.
2. Les N-glycanes de type oligomannose ne sont composés que de mannoses.

3. Les types hybrides enfin, portent une antenne « compléte » sur le bras a1-3 et des man-

noses sur le bras a1-6 [49].

La figure 2.2 résume le processus décrit ci-dessus et présente ces trois types de glycanes.
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‘ Acide sialique Protéine
O Galactose

B N-acétyl glucosamine Protéine Hydrolyse
—_—

. Mannose

A Fucose

Transfert

Sortie du RE et
transfert vers
I'appareil de Golgi

Lumen du RE

Membrane du RE

\
S~ —0__¢

Transporteur Dolichol P

;é Modifications Protgine

Glycane Glycane  Oligomannose

complexe hybride
FIGURE 2.2 — Synthése des N-glycanes. Dans un premier temps, un précurseur est synthétisé sur un transpor-
teur lipidique Dolichol P. Ce précurseur est composé de 9 mannoses (en vert) et 3 glucoses (en bleu). Ce précurseur
est ensuite transféré sur une protéine. Les glucoses sont ensuite hydrolysés. Quand la protéine quitte le réticulum

endoplasmique (Abrégé en RE sur le schéma) et rejoint appareil de Golgi, le glycane est modifié¢ pour devenir
un glycane complexe, hybride, ou oligomannose.
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Roles biologiques

Les N-glycanes sont impliqués dans de nombreux processus biologiques et il a été montré
que le glycome (ensemble des glycanes présents dans une cellule) varie en fonction du contexte
cellulaire, et peut évoluer dans un contexte pathologique donné. Par exemple, les travaux de
Lee et al. ont montré que la proportion d’acides sialiques liés en a2-3 aux antennes des glycanes
augmentait dans les cellules de lignées cancéreuses (cancers du sein) au détriment des acides
sialiques en a2-6, présents en trés grande majorité dans les cellules saines [52]. Cette méme étude
a également mis en évidence que le nombre de branches des glycanes augmentait dans le contexte
pathologique cancéreux, avec 'apparition notamment de glycanes complexes & 3 ou 4 antennes.
Sate et al. ont également montré que, dans le contexte de la maladie d’Alzheimer, le taux de
glycosylation de protéines impliquées dans la maladie pouvait augmenter ou diminuer de maniére
significative [53]. Chez les virus, la présence de nombreux glycanes a la surface des protéines de
la capside pourrait également jouer un réle dans l’échappement au systéme immunitaire en
masquant les épitopes reconnus par les anticorps [54, 55]. De nombreuses études s’intéressent

également le role des glycosylations sur les immunoglobulines et le systéme immunitaire.

2.3 Glycosylations et modélisation moléculaire

Cette section a pour but d’introduire les outils déja disponibles permettant d’étudier les gly-
cosylations. Ces outils permettent d’identifier les sites de glycosylation, analyser les structures
des saccharides, de les intégrer & une structure protéique et de les visualiser. Plusieurs de ces
outils sont répertoriés sur le portail Glycosciences (www.glycosciences.de). Plus généralement, le
portail Glycopédia (https ://www.glycopedia.eu) répertorie de nombreuses ressources (actuali-

tés, librairies, ...) dédiées a 1’étude des saccharide.

2.3.1 Identification des sites de glycosylation

Parfois, les premiers résidus saccharides d’'un glycane sont présents dans la structure pdb
disponible sur la Protein Data Bank (PDB, www.rcsb.org, [56]). Ceci permet d’identifier cer-
tains sites de glycosylation mais la plupart du temps, les structures de glycanes ne sont pas
visibles : en raison de leur grande flexibilité, les glycanes ne sont pas assez ordonnés pour étre
détectés par les méthodes classiques utilisées pour résoudre les structures des protéines, comme
la cristallographie aux rayons X [57]. Il est donc nécessaire d’utiliser des outils de prédiction afin

d’identifier les sites de glycosylation potentiels.

16



CHAPITRE 2. CONTEXTE SCIENTIFIQUE

Le programme GPP (Glycosylation Prediction Program) |58 utilise des algorithmes couram-
ment utilisés en bio-informatique (pairwise pattern et random forest) afin de déterminer si les
sites d’intérét comportent des N- ou O-glycosylations. Ces algorithmes se basent respectivement
sur la détection de motifs similaires a ’aide d’une fenétre glissant le long de la séquence et d’un
ensemble d’arbres de décisions afin de détecter les sites potentiels de glycosylation. NetNGlyc [59]
utilise des réseaux neuronaux artificiels afin d’étudier la séquence protéique entourant les sites
potentiels de glycosylation. NetNGlyc est disponible en tant que programme autonome ou ser-
veur web. NGlycPred [60] utilise également 'algorithme random forest et prend en compte les
propriétés structurales autour des sites de glycosylation potentiels, comme la structure secondaire
de la protéine ou 'accessibilité de la surface. Ce programme détermine ensuite si une chaine de

glycosylation peut y prendre place sans générer de génes ou de clashes stériques.

2.3.2 Analyse des structures

Plusieurs outils permettent d’analyser et de comprendre la structure des protéines glyco-
sylées. Notamment, pdb-care [61] recherche et trouve les résidus carbohydrates et identifie les
erreurs conformationnelles. Les auteurs ont développé cet outil aprés avoir montré que plus de

30% des structures de carbohydrates dans les structures de la pdb comportaient des erreurs [62].

Une fois que les structures possédent des conformations correctes, CSS (Carbohydrate Struc-
ture Suite) [63] met & disposition une série d’outils dédiés a l'analyse des carbohydrates :
pdb2LINUCS lit les coordonnées des atomes et donne la représentation LINUCS (LInear Notation
for Unique description of Carbohydrate Sequences) [64] des résidus saccharides. Cet outil com-
pense donc le manque de consensus pour les noms des saccharides dans les fichiers de structures.
Les résultats obtenus peuvent ensuite étre utilisés dans l'outil de CSS Glytorsion. Glytorsion
interroge la base de données GlytorsionDB afin d’identifier et analyser les angles de torsion des
structures de carbohydrates. Il est possible d’obtenir facilement des valeurs telles que les valeurs
préférentielles pour un angle donné. CARP (Carbohydrates Ramachandran Plot) génére des gra-
phiques de Ramachandran pour chaque liaison dans la structure d’intérét. Les résultats sont mis
en parralléle avec des cartes provenant de la PDB ou de la base de données GlycoMapsDB [65]
qui réunit des cartes conformationnelles obtenues par expériences in silico. Cet outil permet de

détecter les valeurs d’angles incorrectes dans les liaisons glycosidiques.

Les carbohydrates possédent de nombreux groupements hydroxyles. Ces groupes sont trés
réactifs et peuvent interragir avec leur environnement. C’est pourquoi il est également impor-
tant de comprendre comment les glycanes peuvent interagir avec les résidus de la protéine.

GlyVicinity [66] analyse statistiquement quels acides aminés sont les plus proches d'un type de
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carbohydrate choisi. Pour ce faire, il utilise des structures issues de la PDB, permettant ainsi de

donner un apergu des atomes impliqués dans les interactions glycane/protéine.

Bien que ces outils soient trés utiles et aident & comprendre I'impact des glycanes sur la
structure des protéines, ils sont principalement dédiés & ’analyse de structures statiques. Nous
savons cependant que les glycanes et les protéines sont des objets dynamiques. Il est donc essen-
tiel de suppléer ces résultats a l'aide de données obtenues par des techniques de simulation de
dynamique moléculaire et de les analyser avec des méthodes spécifiques. La premiére étape vers

cet objectif est de construire la structure 3D de glycanes.

2.3.3 Construction des systémes Protéine/Glycanes

Une fois les sites de glycosylation identifiés, I'étape suivante est de construire puis greffer les
chaines de glycosylation au niveau des sites d’intérét. Méme si certains fichiers pdb contiennent
les premiers saccharides du glycane, le reste de la chaine doit étre reconstruite, tout en évitant

les structures incorrectes ou le recouvrement avec des atomes de la protéine.

SHAPE [67] est un outil qui permet & un utilisateur de construire une structure de gly-
cane et de prédire plusieurs conformeéres de basse énergie en utilisant un algorithme génétique.
SWEET II, disponible sur le portail glycosciences.de, est un autre outil qui peut étre utilisé pour
construire une structure de glycane [68,69]. Les fichiers ainsi générés sont exploitables sur la page
de Glyprot. Glyprot permet a un utilisateur de charger un fichier pdb de protéine et d’ajouter
le glycane créé a un ou plusieurs sites de glycosylation [70]. Le fichier obtenu est une structure
de protéine glycosylée, minimisée avec le champ de forces MM3. Récemment, ’ensemble d’outils
DoGlycan [71] a été développé afin d’accomplir la méme tache mais avec le champ de forces
Glycam [72], un champ de forces dédié a 'étude des structures de carbohydrates. Glycam-Web
(http ://glycam.org/) est un portail web qui propose des outils développés autour de ce méme

champ de forces et qui permet la construction et ’ajout d’un glycane sur une protéine.

Charmm-gui (www.charmm-gui.org/) est un autre portail web permettant les mémes fonc-
tions grace a l'outil Glycan-Reader [73|, qui lit les structures de carbohydrates depuis le fichier
donné en entrée. Glycan-Reader ne prédit donc pas les sites de glycosylation et nécessite la pré-
sence d’au moins un carbohydrate pour construire le glycane sur un ou plusieurs sites choisis.
Cependant, ce portail permet de solvater une molécule et de minimiser la structure pour préparer

des travaux de simulation. Charmm-gui utilise le champ de forces Charmm36 [74].
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2.3.4 Travaux connexes

La plupart des logiciels de visualisation dédiés aux protéines et édifices moléculaires biolo-
giques permettent de représenter des saccharides en mode tout-atomes, comme les licorices ou
les représentations en sphéres de van der Waals (vdW)... Cependant, peu d’entre eux proposent
des modes de visualisation qui mettent en avant les spécificités structurales des sucres et / ou

des glycosylations.

Le plugin Azahar [75], disponible sous PyMol peut étre utilisé pour créer un glycane a partir
d’une liste de modéles de structures de saccharides. Ce plug-in intégre également trois modes de
représentation spécifiques qui visent a simplifier la représentation des structures de glycanes : la
représentation cartoon représente les cycles comme des polygones non plats et colorés, reliés par
des tubes. La représentation wire est trés similaire mais les tubes sont plus fins et les polygones
des cycles sont vides. La représentation en perles (beads) représente chaque cycle comme des
sphéres. Azahar offre également la possibilité de calculer plusieurs parameétres comme le rayon
de gyration, les diagrammes de Ramachandran ou la position de liaisons hydrogénes. Ces valeurs
peuvent étre évaluées pour des structures statiques ou des simulations de dynamiques molécu-
laires. Enfin, en utilisant une routine Monte-Carlo assocée & une minimisation d’énergie, Azahar

peut effectuer une recherche des conformations de plus basse énergie potentielle sur un glycane.

Avec le plugin 3D-SNFG [76], le logiciel VMD implémente sa propre représentation graphique
basée sur la nomenclature développée dans la seconde édition du livre Fssentials of Glycobio-
logy [77]. Chaque monosaccharide est représenté par un objet 3D basé sur le symbole correspon-
dant & la nature du sucre. Cette représentation simplifie beaucoup la visualisation des glycanes,
donnant une vue claire de leur organisation tout en conservant les informations de structure.
Cependant, le cofit de calcul requis pour calculer les formes 3D pour chaque image extraite d’une
trajectoire est élevé. Cette représentation est donc peu adaptée a des études sur des trajectoires

de dynamique moléculaire.

UnityMol est une plateforme open source codée en C# et développée avec le moteur Unity
(http ://unity3d.com/) [78]. Cette plateforme est dédiée a la visualisation de molécules biolo-
giques et utilise la visualisation Hyperballs [79]. Dans une version récente appelée SweetUnity-
Mol [80], ce logiciel intégre des modes de représentation dédiés aux saccharides, notamment une
représentation en rubans et la possibilité de colorer les saccharides en fonction leur nature. Pour
chaque saccharide, la couleur associée est déterminée par le symbole correspondant dans la no-
menclature SNFG.
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Les outils répertoriés ci-dessus présentent différentes maniéres de construire, analyser et vi-
sualiser les structures de protéines glycosylées. Il est possible de mettre en place un processus
aboutissant a la construction d’un systéme de protéine glycosylée prét pour des travaux de simu-
lation de dynamique moléculaire, comme celui présenté dans Mazola et al. [81]. Cependant, les
champs de forces et les nomenclatures peuvent différer entre tous ces outils et portails, rendant
difficile parfois la transition de I'un & ’autre. De plus, ces outils sont principalement dédiés a la
construction de protéines glycosylées et a 'analyse de structures statiques, cristallographiques.
Bien qu’il soit possible d’obtenir des données de dynamique moléculaire sur des glycanes et des
protéines glycosylées, les outils spécifiques dédiés a 'analyse des trajectoires font défaut. Déve-

lopper de nouveaux outils de visualisation scientifique dédiés aux glycanes est ainsi nécessaire.

2.4 Visualisation scientifique

Dans cette section, nous allons définir ce qu’est la visualisation scientifique et quels sont ses
enjeux principaux au sein de la communauté scientifique. Nous introduirons ensuite les logiciels
de visualisation utilisés en modélisation moléculaire et les principaux modes de représentation

disponibles sur ces plateformes.

2.4.1 Visualisation scientifique : définition et enjeux principaux

La visualisation permet de présenter, sous forme de production visuelle (image, graphique,
animation,. .. ), un ensemble d’informations afin de les rendre compréhensibles et claires aupres
d’un public ciblé. Les expériences scientifiques générent une grande quantité de données qu’il

faut traiter et rendre lisibles & 1’aide de méthodes de visualisation.

Ainsi, nous pouvons définir la visualisation scientifique au sens large comme un domaine
dédié a la mise en avant d’informations pertinentes qui vont permettre d’apporter un nouvel
éclairage sur un sujet donné. Les représentations classiques et trés répandues prennent la forme
de graphiques, courbes ou images fixes. Ces représentations sont restreintes & un espace en deux

dimensions.

Historiquement, 'une des premiéres représentation scientifique en 3D et préfigurant ce qui est
fait de fagon plus moderne de nos jours est la sculpture de platre crée par James Clerck Maxwell,
en 1874 (figure 2.3 A). Cette sculpture fait suite aux travaux de thermodynamique de Josiah
Willard Gibbs en 1871 sur la relation entre le volume (axe x), 'entropie (axe y) et I’énergie (axe
z) d’une substance [82]. La publication de Gibbs ne comportait pas de schéma ou de représenta-

tion de la surface 3D considérée. Maxwell proposa alors son interprétation de cette surface en se
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basant sur les propriétés d’une substance imaginaire aux propriétés physico-chimiques similaires
a celle de 'eau. Maxwell traga sur cette surface des lignes de méme température (isothermes),

méme pression (isobares) et méme énergie.

Plus récemment, les développements de I'informatique et des logiciels de visualisation et de
modélisation ont fait évoluer les enjeux de la visualisation scientifique. En effet, il est maintenant
crucial d’apporter, en plus des méthodes de représentation, des méthodes aidant a l'interpréta-
tion et 'analyse des données numériques. Il s’agit donc de leur donner une forme appréciable
par I'ceil humain afin de permettre le raisonnement scientifique et la compréhension du processus

étudié.

Ainsi, il est possible de définir deux enjeux principaux pour la visualisation scientifique :

1. Tout d’abord, les aspects liés & la communication scientifique impliquent la production
d’éléments graphiques qui visent & mettre en avant une ou plusieurs informations perti-

nentes sous une forme accessible et compréhensible pour un public ciblé.

2. Ensuite, I'analyse et le traitement de données, souvent issues de simulations et donc sous
forme numeérique, cherchent & rendre observable quelque chose qui ne l'est pas. Ainsi, il
est possible d’utiliser simultanément plusieurs modes de représentation (par exemple une
surface et une coloration spécifique dépendante des données) pour permettre de clarifier

et d’expliciter les résultats.

C’est notamment le cas des logiciels de visualisation moléculaire qui permettent de représenter
les molécules biologiques étudiées sous différentes formes, soit comme finalité soit comme étape

intermédiaire afin d’analyser les résultats.

FIGURE 2.3 — A : Photographie historique de la surface sculptée par Maxwell, représentant le lien entre volume,
entropie et énergie d’une substance. B : Sculpture en plasticine de la myoglobine, réalisée par John Kendrew en
1957. C : Photographie originale de la "Richard’s Box" de F. Richards représentant la RNase S. D : Modéle en
fil de fer développé par C. Levinthal et son équipe.
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2.4.2 Logiciels de visualisation moléculaire : historique et évolutions

La compréhension de la structure des macromolécules biologiques est un élément essentiel
dans le décryptage de leurs fonctions. Tout comme la surface sculptée par Maxwell, les premiers
modéles de structures prenaient une forme physique. La premiére structure modélisée ainsi a été
élaborée en 1957. Ce modéle de la myoglobine, réalisée en plasticine par John Kendrew (figure
2.3 B), fut créé un an avant la résolution de la structure par cristallographie aux rayons X.
Avec 'augmentation de la précision des méthodes de détermination de structures, les sculptures
en plasticines n’étaient plus suffisantes. C’est pourquoi d’autres modéles, comme ceux créés
par Frederic Richards, furent utilisés, notamment dans le domaine de la cristallographie. Ces
derniers, appelés Richards Boz et (composés de plaques transparentes montées verticalement)
permettaient de construire des modéles physiques des structures de protéines en visualisant la
densité électronique & travers un systéme de mirroirs semi-argentés. (figure 2.3 C).

L’arrivée des premiers modeéles virtuels permit de s’affranchir du support physique (sculpture
ou procédé optique), souvent impossible & transporter. Le premier recensé date de 1964 et a
été développé au MIT par Cyrus Levinthal et son équipe. Un écran d’oscilloscope monochrome

permettait d’afficher les structures protéiques avec un rendu en fil de fer (figure 2.3 D).

Pendant les décennies suivantes, des programmes comme CHAOS ou MANOSK |[83] furent
développés sur des ordinateurs devenant progressivement de plus en plus performant, permet-
tant de s’éloigner des modéles physiques. Cependant, les ordinateurs capables d’exécuter ces

programmes étaient trés chers et donc peu accessibles.

L’arrivée de RasMol [84] va cependant permettre de palier ce probléme. Développé par Roger
Sayle pendant ses travaux de thése a 'université d’Edimburg et sous la direction d’Andrew Coul-
son, RasMol pouvait étre exécuté par des ordinateurs de puissance moindre. Ce fait, en plus des
développements de l'informatique qui participérent a réduire le cotlit des ordinateurs, consolida
la place de l'informatique dans la visualisation scientifique. Le programme fut ainsi développé
et implémenté sur les plateformes Windows, Linux et Macintosh, évoluant jusqu’a devenir un

logiciel de visualisation moléculaire complet.

En 1993, aprés la soutenance de thése de Roger Sayle, RasMol devient libre de droit et le
code source est ainsi publié [84]. RasMol sera donc intégré a de nombreux programmes déri-
vés sur toutes les plateformes, ouvrant la voie au développement d’autres logiciels de visuali-
sation moléculaire. De nos jours, il en existe un nombre trés important, permettant d’afficher
les données issues d’expériences de cristallographie aux rayons X, résonance magnétique nu-

cléaire ou encore dynamique moléculaire. On peut par exemple citer VMD [85], PyMol [86],
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Jmol (http ://www.jmol.org/), ChimeraX [87].

Ces logiciels sont souvent distribués en open source, ce qui permet aux utilisateurs de proposer
des outils et fonctionnalités nouvelles pour ces derniers. Dans le cadre des développements effec-
tués pendant cette thése, nous avons utilisé le logiciel de visualisation UnityMol qui sera présenté

dans la section 3.2.2.

2.4.3 Modes de représentations classiques des objets biologiques

Les macromolécules biologiques sont des objets complexes, composés d’un grand nombre
d’atomes (de quelques milliers a plusieurs dizaines de milliers, voire plus). Ainsi, utiliser différents
modes de visualisation permet de simplifier leur structure et de faciliter ’observation et ’analyse

des résultats.

Fil de fer / batons :

La représentation en fil de fer (ou lignes) et en batons représente les liaisons entre les atomes
par des lignes et des cylindres, respectivement (figure 2.4 A et B). Le rendu fil de fer étant
fait de lignes, il n’est pas le plus adapté pour la représentation de la profondeur et du volume,
au contraire du mode en batons. En effet, les cylindres utilisés pour représenter les liaisons
permettent, grace a leur volume en trois dimensions, d’y apposer des ombres et des reflets et de

faire varier leur diamétre apparent pour rendre l'illusion de profondeur.

Boules et batons :

Dans les deux modes de représentation précédents, la position des atomes est suggérée par
I'intersection des lignes ou cylindres représentant les liaisons. Le mode boules et batons est tres
similaire au mode batons et représente les liaisons de la méme facon mais les atomes seront cette
fois représentés par des spheéres de diameétre équivalent pour tous les types d’atomes (figure 2.5

A).

Vdw :

La représentation en sphéres de van der Waals (VAW) représente les atomes sous forme de
sphéres et ne représente pas les liaisons entre atomes. Le diamétre des sphéres est basé sur le
rayon de van der Waals associé a I'atome considéré et représente donc son volume approximatif
(figure 2.5 B).
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FIGURE 2.4 — Représentations en fil de fer et en batons sur la fibromoduline. L’identifiant de cette
structure sur la PDB est 5MX0. A : Représentation en fil de fer. Les liaisons entre atomes sont représentées par
des lignes. B : Représentation en batons. Les liaisons entre atomes sont cette fois représentées par des objets

cylindriques en trois dimensions.

Cartoon :

La représentation en cartoon permet de simplifier la représentation des protéines en repré-
sentant la chaine principale et les éléments de structure secondaire associés en utilisant des
représentations spécifiques. Ainsi, les hélices « sont représentées par des serpentins et les brins

B sont représentés par des fleches suivant le sens de la chaine principale (figure 2.5 C).

Surface :

La représentation en surface permet d’évaluer ’enveloppe globale d’une protéine. Les surfaces
sont souvent calculées en fonction du volume occupé par les sphéres de van der Waals associés
aux atomes de la protéine. Cette surface peut également étre utilisée pour déterminer la surface
accessible au solvant (Solvent Accessible Surface ou SAS) a l'aide d’une sonde représentant le
solvant. Un rayon de sonde de 1,4 A est couramment utilisé pour reproduire le rayon de la mo-
lécule d’eau. Cette sonde parcourt la surface de van der Waals et la surface accessible au solvant

est définie par les positions accessibles par le centre de la sonde (figure 2.6).

Souvent, plusieurs de ces représentations sont utilisées sur une seule image afin de mettre
en avant des événements ou des éléments de structure particuliers. On pourra par exemple re-

présenter la structure globale d’une protéine en mode cartoon et représenter des acides aminés
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FI1GURE 2.5 — Représentations appliquées a la fibromoduline. L’identifiant de cette structure sur la PDB est
5MXO0. A : Représentation en boules et batons. B : Représentation en sphéres de van der Waals. C : Représentation

en cartoon.
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A Surface de

van der Waals

Sonde

Surface accessible
au solvant

FIGURE 2.6 — Principe de la représentation en surface. A : La surface de van der Waals est représentée
par ’espace occupé par les sphéres de van der Waals associés aux atomes (en bleu). La sonde en vert, est utilisée
pour déterminer la surface accessible au solvant. B : Calcul de la surface accessible au solvant (en rouge) a 'aide

de la sonde. C : Représentation de la fibromoduline en utilisant le mode surface (identifiant PDB 5MX0).

d’intéréts (triade catalytique par exemple) en fil de fer. Comme mentionné précédemment, les
modes de visualisation peuvent également étre utilisées a des fins d’analyses. En effet, il est
possible par exemple de colorer des éléments de structure en fonction d’information comme la
nature des acides aminés, leur charge ou leur facteur thermique (aussi appelée B factor). En
superposant ces modes de visualisation & la structure, il est possible d’en tirer des informations
pertinentes. Par exemple, la figure 2.7 montre la structure cristallographique de la fibromoduline

en représentation surface et colorée en fonction du facteur thermique associé aux atomes.

Ainsi, la visualisation est une partie intégrante du travail scientifique. Elle permet de mettre
en valeur et analyser des résultats en jouant sur la forme des objets, leurs couleurs et / ou leur
opacité. Grace a la puissance des ordinateurs actuels, il est bien plus facile de développer et
d’utiliser des modes représentation spécifiques a certains objets biologiques. La visualisation est
donc devenue un aspect essentiel en modélisation moléculaire, au travers de logiciels complets. Au
cours de ces travaux de thése, nous avons ainsi utilisé les possibilités offertes par la visualisation
pour tenter d’apporter un éclairage original sur la dynamique et la structure de glycanes. Ces
objets complexes et flexibles sont des acteurs clés des fonctions cellulaires et, au travers de travaux
de modélisation et de visualisation moléculaire, nous avons ainsi cherché & apporter un nouveau

regard sur ces derniers.
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Facteur thermique

FIGURE 2.7 — Exemple de coloration de la fibromoduline en fonction de son facteur thermique. La
fibromoduline est représentée en surface de van der Waals. La couleur superposée a cette surface correspond au
facteur thermique de la structure cristallographique (identifiant PDB : 5mx0) et traduit 'agitation ou le désordre

de ces régions. La couleur bleue indique des régions trés stables et donc peu désordonnées.
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Chapitre 3

Matériel et méthodes

3.1 Dynamique moléculaire : principes et usages

La modélisation moléculaire est un vaste domaine scientifique regroupant plusieurs méthodes
et techniques basées sur les propriétés physiques et chimiques des atomes afin de réaliser des expé-

riences de simulation permettant de comprendre et prédire les comportements de divers systémes.

Deux grandes familles d’approches peuvent étre définies : la mécanique moléculaire d’une
part et la dynamique moléculaire d’autre part. Tandis que le but de la mécanique moléculaire est
de déterminer pour une structure moléculaire donnée les positions des atomes qui permettent de
minimiser I’énergie potentielle de celle-ci (parmi les techniques courantes on peut citer la mini-
misation en énergie ou encore 'amarrage moléculaire), la dynamique moléculaire a pour objectif
I’étude de I'évolution de cette structure au cours du temps. Il est bien stir possible de coupler
différentes techniques provenant de ces deux approches afin d’accélérer la recherche de structures

optimisées (replica exchange, simulated annealing, ...).

Le but de cette section est de détailler les principes et étapes d’une expérience de dynamique

moléculaire.

3.1.1 Principes de la dynamique moléculaire
Dynamique ab initio

Un atome est composé d'un noyau entouré d’'un nuage d’électrons. Un électron possédant
une masse bien inférieure & celle d'un proton (environ 0,00055 unité atomique (ua) pour 1'élec-
tron contre 1,00730 ua pour le proton, soit une masse 1836 fois inférieure), il est admis que les

électrons vont s’adapter aux mouvements du noyau. Cette approximation, publiée en 1927 par
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Born et Oppenheimer [88], permet ainsi de découpler les mouvements des électrons et du noyau.

En dynamique ab initio (aussi appelée AIMD pour ab initio molecular dynamics), les noyaux
des atomes sont considérés comme étant fixes & un instant t et les calculs se concentrent es-
sentiellement sur les mouvements des nuages électroniques en fonction de leur environnement.
Ces méthodes prennent en compte la structure compléte des orbitales électroniques (électrons
de valence et électrons de cceur). Ainsi, ce sont des calculs qui ne sont pas adaptés a des gros
systémes puisque le nombre d’atomes multiplie le nombre d’électrons & considérer et donc les
temps de calcul. Ces calculs sont cependant trés précis et permettent de modéliser des réactions
chimiques impliquant la formation ou la disparition de liaisons covalentes. Les méthodes ab initio
permettent également 1’accés & de nombreuses informations sur 1’état des couches électroniques

des atomes.

Dynamique moléculaire semi-empirique

La ot les méthodes ab initio prennent en compte tous les électrons des atomes, les mé-
thodes semi-empiriques simplifient ces calculs en ne traitant explicitement que les électrons de
valence (derniére couche électronique). Les électrons des couches internes sont inclus dans le
coeur nucléaire. Ces approximations nécessitent l'introduction de paramétres issus de données
expérimentales ou de calculs ab initio sur des molécules de référence. Ces méthodes sont ainsi
jusqu’a trois fois plus rapides que les méthodes ab initio, applicables & des molécules de taille
plus importante et permettent d’étudier ’apparition ou la disparition de liaisons covalentes [89].
Cependant, ces méthodes sont encore trop lentes pour les systémes les plus imposants. Dans ce

cas, les méthodes dites empiriques, jusqu’a trois fois plus rapides, peuvent étre utilisées [89].

Dynamique moléculaire empirique

A la différence des méthodes ab initio, les méthodes dites empiriques simplifient la structure
des atomes et les considérent comme des points possédant des coordonnées cartésiennes dans
I’espace, une masse et une charge. Ces méthodes se basent sur 'utilisation d’une fonction d’éner-
gie potentielle (décrite ci-aprés) décrivant les interactions entre atomes liés et distants au sein du
systéme considéré. Parce qu’elles ne prennent pas en compte explicitement le nuage électronique,
les méthodes empiriques ne permettent pas d’étudier la création ou la disparition de liaisons co-
valentes au cours de la simulation. Pour ce faire, des méthodes hybrides QM /MM (pour Quantum
Mechanics / Molecular Mechanics) permettent de repasser a 1’échelle quantique au niveau de la
liaison a modifier. Les méthodes empiriques permettent cependant un gain de temps significatif
et la modélisation de systémes bien plus importants (environ 108 particules pour des simulations

pouvant atteindre la microseconde) que les méthodes ab-initio (limitées & environ 102 particules
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pour des simulations de I'ordre de la picoseconde) et semi-empiriques [90].

Dans le cadre de nos travaux, nous avons ainsi utilisé les méthodes classiques de dynamique

moléculaire utilisant une fonction d’énergie potentielle empirique.

Fonction d’énergie potentielle

La seconde loi de Newton permet de décrire le mouvement d’un objet en fonction des forces
qui 8’y appliquent. Plus précisément, dans le cas d’un systéme de masse constante, la somme des
forces F' exercée sur une particule de masse m est égale & la masse de la particule multipliée par

l'accélération @ de cette derniére :

Zﬁ:md

Une force résulte de 'expression d’un gradient d’énergie F = —gr:LdEtDm[e (avec Elotare
I’énergie potentielle). Ainsi, évaluer 1’énergie potentielle des particules d’un systéme permet,
pour chaque particule du systéme, d’évaluer la force a laquelle il est soumis et ainsi obtenir
laccélération puis la vitesse et les coordonnées des atomes au cours du temps (voir figure 3.4

illustrant le principe de la dynamique moléculaire).

Cette fonction d’énergie potentielle, telle que définie dans les champs de force moléculaire,
est composée de cinq termes décrivant les énergies au sein du systéme entre atomes liés par une
ou plusieurs liaisons covalentes (interactions liées) et atomes considérés comme non-liés par une

liaison covalente (interactions non-liées).

L’équation finale de I’énergie potentielle correspondra ainsi & la somme de ’ensemble de ces

termes d’énergie :

’ Etotale = Eliaisons + Eangles + Etorsions + EElec. + ELJ

Terme d’interactions liées : Ce terme est composé de trois contributions principales ( Ejigisons,
Eangiess Etorsions) décrivant respectivement les vibrations des liaisons covalentes, les variations
des valeurs des angles de valence et des angles de torsion (ou angle diédre). Chacun de ces termes
est calculé en fonction de la géométrie de la molécule et des paramétres définis par le champ de

forces utilisé.

1. Energie potentielle des liaisons covalentes. Ce terme décrit 1'oscillation de la liaison I;

autour de la valeur idéale Iy (longueur d’équilibre) et prend la forme d’une fonction har-
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FI1GURE 3.1 — A : Fonction harmonique décrivant ’énergie en fonction de la longueur de la liaison entre deux
atomes. La longueur optimale (longueur d’équilibre) Iy se situe au minimum d’énergie. B : Fonction harmonique
décrivant 1’énergie en fonction de la valeur de I’angle formé par trois atomes. La valeur d’angle optimale 6y se

situe au minimum d’énergie.

monique. k' est une constante définie dans le champ de forces représentant la raideur de
la liaison (figure 3.1 A).
Biigisons = > Ki(li —o)?
liaisons i

2. Energie potentielle des angles de valence. De la méme facon que pour I'énergie de la
longueur des liaisons covalentes, la fonction harmonique utilisée décrit I’énergie associée
a l'angle 6; comme une fonction de la variation de celui-ci autour de la valeur idéale 6.
k® est une constante définie dans le champ de forces et représente la "raideur" de I'angle

autour de sa valeur idéale (figure 3.1 B).

Eamgles = Z kf(az - 90)2

angles i

3. Energie potentielle des angles de torsion. Un angle diédre implique 4 atomes et est défini
par 'angle entre deux plans définis par trois atomes. Sur la figure 3.2, ces plans sont
définis par les atomes A, B, C et B, C, D. La fonction cosinus permet de représenter par
un phénoméne périodique la rotation des atomes sur 360 degrés. Les constantes n et ¢
dépendent des atomes qui composent 'angle de torsion et ¢; est la valeur d’angle variable.

Vi est une constante (figure 3.2).

v
Eiorsions = Z 7m(1 + COS(n¢i - 5))

torsions 1
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FI1GURE 3.2 — Fonction périodique décrivant I’énergie en fonction de la position des atomes d’un angle
diédre considéré. A gauche, les positions de 4 atomes sont nécessaires pour définir I'angle diédre considéré. A

droite, au dessus du graphe de 1’énergie, les projections de Newman selon la liaison BC sont présenteés.

Terme d’interactions non-liées : Ce terme d’énergie est composé deux contributions décri-
vant les forces électrostatiques (définies par la loi universelle de Coulomb) et les forces de van
der Waals (d’origine quantique et résultant de 'impossibilité de superposer des électrons dans

un méme état).

4. Interactions électrostatiques. La loi de Coulomb décrit les forces d’attraction d’atomes de
charges opposées et les forces de répulsion d’atomes de charges identiques. La distance
entre les atomes est appelée r, ¢; et g; sont les charges des atomes considérés; € (€ =
er€p ) correspond & la constante diélectrique qui représente l'effet de 1’environnement
faisant écran aux charges des atomes. La constante €, peut étre utilisée pour simuler
I'environnement de maniére implicite et peut prendre une valeur entre 1 (pour le vide)
et 80 (pour l'eau). Si le solvant est modélisé explicitement, elle est fixée a 1. Le profil

d’énergie de ce terme est décrit dans la figure 3.3 A.

B ¢iq;
Eelec. = 21: i dmery;
5. Potentiel de Lennard-Jones. Ce potentiel est utilisé pour décrire I’énergie potentielle liée
au forces de van der Waals et est composé de deux termes. Le premier décrit la répulsion
a courte distance (en r~—!2) des nuages électroniques de deux atomes, empéchant ainsi
les recouvrements stériques (répulsion de Pauli). Le second terme représente les forces de
van der Waals qui agissent & plus longue distance (en 7~%). La valeur de 0;; dépend de

la nature des atomes ¢ et j. €; décrit la profondeur du puit de potentiel associé & ces
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atomes, comme décrit sur la figure 3.3 B.
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» Distance (5\)

» Distance (ﬁ\)
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F1GURE 3.3 — Fonction d’énergie des interactions non-liées. A : Evolution de ’énergie d’interaction entre
deux atomes en fonction de la distance inter-atomique. Des atomes de charges opposées ont une énergie d’interac-
tion négative, et donc favorable (courbe orange) tandis que des atomes de méme charge se repoussent en raison de
leur énergie d’interaction positive (courbe verte). B : Variation du potentiel de Lennard-Jones entre deux atomes

en fonction de la distance inter-atomique.

Pour chaque type d’atome, les paramétres de masse, charge, longueurs de liaisons, valeurs
d’angles... sont décrits par le champ de forces. Les valeurs de ces paramétres peuvent étre dérivées
a partir de calculs ab-initio ou déterminées a I’aide de données expérimentales (par exemple des

expériences de cristallographie aux rayons X).

C’est ensuite 'application de la seconde loi de Newton qui va nous permettre de déterminer
les mouvements des atomes. Comme décrit précédemment, celle-ci relie la somme des forces qui
s’appliquent & un objet & sa masse et son accélération. La masse des atomes étant connue et
définie dans le champ de forces, il est donc possible de calculer 'accélération de chaque atome
a un temps ¢ et de l'utiliser pour calculer la position de 'atome au temps ¢ + 0t (figure 3.4).

L’intervalle de temps 6t est appelé "pas d’intégration".

Le choix du pas d’intégration est une étape importante. En effet, les expériences de dyna-
mique moléculaire visent & décrire correctement le mouvement des atomes les uns par rapport
aux autres, y compris les mouvements moléculaires les plus rapides. Un pas d’intégration trop
grand conduirait & manquer certains mouvements, créant des approximations et des instabilités
dans le systéme. Un pas trop petit augmenterait drastiquement le temps de calcul en multipliant

les étapes. Le mouvement intramoléculaire le plus rapide, situé autour des 1 fs, est la vibration
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FIGURE 3.4 — Processus d’une étape de dynamique moléculaire. A chaque étape, les énergies potentielles
de tous les atomes sont calculées et utilisées pour déterminer leur accélération puis leur vitesse et la direction de
leur déplacement. Leurs nouvelles positions sont alors calculées et appliquées. Ces étapes sont répétées un grand
nombre de fois N et permettent d’obtenir une trajectoire de dynamique moléculaire de durée Nét, avec dt le pas

d’intégration.

entre les atomes d’hydrogéne et les atomes lourds du systéme. Cependant, étant donné le pe-
tit volume et la faible masse des atomes d’hydrogéne, on peut supposer que leurs mouvements
n’influenceront que peu les mouvements au sein d’une protéine. Il est donc possible de fixer la
longueur des liaisons entre atomes d’hydrogéne et atomes lourds. La plus petite fréquence intra-
moléculaire est alors celle entre les atomes de carbone, située autour de 2 fs, et permettant de

doubler le temps de la trajectoire pour le méme temps de calcul.

Le nombre de pas d’intégration qu’il est possible de réaliser dans un temps donné dépendra de
nombreux paramétres, notamment du nombre d’atomes du systéme et du nombre de processeurs
utilisés pour les calculs. Grace & la puissance des supercalculateurs, il est possible d’effectuer
ces calculs sur des systémes de plusieurs milliers d’atomes, voire plus. Dans nos travaux, nous
avons par exemple utilisé un systéme composé d’une fibromoduline glycosylée de prés de 260 000

atomes (figure 3.5).

3.1.2 Mise en place d’une expérience de dynamique moléculaire

Avant la production de données exploitables, le systéme doit cependant passer par plusieurs
étapes de préparation visant & s’assurer que la structure de départ est stable et ne présente
pas d’aberrations de structure. Elle est ensuite mise en présence de solvant s’approchant des

conditions biologiques.

Structure de départ

La premiére étape est d’obtenir une structure de la / des molécules d’intérét. Les struc-

tures protéiques résolues grace a la cristallographie aux rayons X, la Résonnance Magnétique
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FIGURE 3.5 — Exemple de systéme de grande taille étudié par des trajectoires de dynamique molé-
culaire. La protéine d’intérét (fibromoduline portant des chaines de keratan sulfate) est représentée sous forme
de batons. Les molécules d’eau sont représentées sous forme de points rouges et les ions sodium sous forme de

sphéres bleues. Ce systéme est composé de prés de 260 000 atomes.

Nucléaire (RMN) ou la cryo microscopie sont déposées sur la Protein Data Bank (ou PDB,
http ://www.rcsb.org/). Les structures ainsi obtenues se présentent sous la forme de fichiers
textuels au format pdb listant les atomes de la molécule et leurs positions respectives. La figure
3.6 illustre le format de ces fichiers sur les atomes d’une alanine. Chaque ligne correspond & un
atome. Les premiéres colonnes répertorient les informations sur cet atome et le résidu (acide
aminé) auquel il appartient. Les trois colonnes suivantes, les plus importantes, (labelisées x, y
et z sur la figure 3.6) donnent les coordonnées cartésiennes dans I’espace (en Angstroem A) de
cet atome. Les deux colonnes suivantes sont un facteur d’occupation et un facteur d’agitation
thermique reflétant ’oscillation moyenne de ’atome autour d’une position d’équilibre. Plus cette

valeur est élevée, plus on peut supposer qu'une région protéique est flexible.

Ces fichiers peuvent étre lus par les logiciels de visualisation moléculaire afin d’afficher la

structure de la molécule associée.

Préparation du systéme

Avant de démarrer ’étape de production, il faut dans un premier temps s’assurer que la
structure de la protéine est stable. Dans le cas inverse (conflits stériques par exemple), la fonc-
tion d’énergie potentielle telle que définie précédemment prendra une valeur positive trés élevée,
indiquant le caractére défavorable de cette conformation. Une étape de minimisation d’éner-

gie permet d’évaluer et de trouver des valeurs d’énergie potentielle totale correspondant a des
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Atome Résidu X y z
ATOM 1468 N ALR X 92 .900 0.00
ATOM 1469 H ALA X 92 7.420 0.00
ATOM 1470 CA ALR X 92 .640 0.00
ATOM 1471 HA ALR X 92 .960 0.00
ATOM 1472 CB ALR X 92 .570 0.00
ATOM 1473 HBL ALR X 92 .330 0.00
ATOM 1474 HB2 ALA X 92 .010 0.00
ATOM 1475 HB3 ALA X 92 0.00
ATOM 1476¢ C ALAX 92 0.00
ATOM 1477 O ALAX 92 0.00

FI1GURE 3.6 — Exemple de fichier au format pdb sur une Alanine. Les trois premiéres colonnes permettent
d’identifier les atomes. Les trois suivantes sont dédiées & ’acide aminé auquel cet atome appartient. Les trois

colonnes x, y et z donnent les coordonnées de ces atomes dans ’espace en Angstroem.

structures stables, d’énergie inférieure & celle de la structure de départ et représentées par des
minima locaux sur la fonction d’énergie potentielle (figure 3.7). Le minimum global correspond
a la conformation la plus stable adoptée par le systéme. Etant donné le grand nombre de termes
a minimiser (énergie potentielle de chacun des atomes du systéme), trouver le minimum global
de cette fonction est trés difficile mais différents algorithmes permettent de rejoindre 'un des
minima locaux a partir de la dérivée de la fonction d’énergie potentielle. Par exemple, la méthode
steepest descent, trés utilisée, évalue la dérivée premiére de la fonction d’énergie afin d’évaluer
localement la pente la plus forte et faire évoluer le systéme dans ce sens pour rejoindre le mini-

mum local associé.

Cette premiére étape, réalisée en absence de solvant, ne prend en compte que les interactions

intramoléculaires et permet de résoudre d’éventuels conflits stériques présents dans la structure.

La dynamique moléculaire implique de simuler les mouvements des molécules biologiques, ce
qui implique la prise en compte d’un solvant recréant les conditions cellulaires. L’étape suivante
est donc 'ajout de molécules d’eau et d’ions. La protéine est ainsi placée dans une boite imagi-
naire et ’espace vide autour de la protéine est ensuite comblé par les molécules d’eau et les ions.
Les limites de cette boite sont cependant toujours au contact du vide, créant des artefacts appelés
effets de bords. Des conditions périodiques aux limites sont donc appliquées & cette boite : le
systéme est représenté périodiquement et chaque "face" de la boite est mise en contact avec son
cOté opposé. Ainsi, si une molécule d’eau sort par la face droite de la boite, son image périodique
y ré-entrera par la face gauche (figure 3.8). Dans ce cas de figure, seule la boite centrale est

modélisée explicitement.

Dans les travaux présentés ici, le solvant a été modélisé explicitement. Le modéle utilisé pour
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FI1GURE 3.7 — Principe de la minimisation d’énergie. A : Représentation simplifiée d’une surface d’énergie

Energie potentielle (kCal/mol)

Conformations

potentielle. Les puits de potentiel correspondent aux minima locaux que 'on cherche & atteindre grace aux
algorithmes de minimisation. Ces puits correspondent & des structures stables. Les pics représentent des barriéres
d’énergie associées & des conformations peu stables. B : Exemple de la méthode de minimisation steepest descent.
La pente (dérivée premiére de la fonction d’énergie) est évaluée localement autour de la structure de départ. Les
atomes de la molécule sont ensuite déplacés pour rejoindre cette conformation d’énergie réduite. Ces étapes sont

répétées jusqu’a ce qu’un minima local soit trouvé.

FiGUuRrE 3.8 — Illustration des conditions périodiques aux limites. Seule la boite centrale est modélisée

explicitement. Pour chaque molécule (ici, de I’'eau) qui sort de cette boite par une face, son image identique rentre

dans la boite par 'autre face.
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les molécules d’eau est appelé TIP3P : ce modéle rigide (signifiant que I’angle formé par les
trois atomes ainsi que la longueur des liaisons ne varient pas pendant la trajectoire) comporte
trois points possédant une charge et, pour 'oxygéne, des paramétres de Lennard-Jones. La charge

négative est portée par I'oxygéne et la charge positive est portée par les deux atomes d’hydrogéne.

Une fois le solvant ajouté, I’étape d’équilibration permet de s’assurer que le solvant est réparti
uniformément au sein de la boite afin d’éviter I'apparition de bulles de vide. Pour cela, dans un
premier temps, 'ensemble NVT ou ensemble canonique est utilisé. Cela signifie que le nombre
d’atomes N, le volume V et la température T sont constants. Cette étape permet aux molécules
de solvant de se relaxer & la température T autour de la protéine puisque cette derniére est res-
treinte dans ses mouvements par des contraintes afin de laisser le solvant se répartir correctement

autour de la protéine.

La deuxiéme étape utilise ’ensemble NPT et permet de s’assurer que la pression (et donc
la densité) du systéme est stable. L’ensemble NPT ou ensemble isotherme-isobare signifie que le

nombre d’atomes N, la pression P et la température T sont constants.

L’ensemble NPT est celui qui se rapproche le plus des conditions expérimentales et sera
ainsi utilisé pour 'étape de production. Une fois le systéme équilibré, toutes les contraintes
sont ainsi reldchées afin de laisser le systéme évoluer librement. Cette étape, permettant de
générer jusqu’a plusieurs centaines de nanosecondes, est la plus longue et nécessite 'utilisation

de supercalculateurs.

3.1.3 Préparation et paramétres utilisés lors des simulations
Glycanes isolés en solvant

Dans un premier temps, nous avons réalisé des trajectoires de dynamique moléculaire sur des
glycanes tétra-antennés et bisectants en chaines isolées. Les structures de départ ont été générées
avec l'outil Glycan Reader 73] du serveur Charmm-Gui (http ://www.charmm-gui.org). Une
premiére étape de minimisation dans le vide avec la méthode Steepest Descent pendant 5000 pas
a permis de résoudre les éventuels recouvrements stériques. Puis le systéme a été solvaté dans
une boite cubique en solvant explicite et en présence de contre-ions. La table 3.1 résume les pa-
ramétres de remplissage des boites de simulation pour chacun des systémes simulés. Deux étapes
d’équilibration ont été réalisées : la premiére avec ’ensemble NV'T et la seconde avec ’ensemble
NPT pendant 100 ps par étape. La température du systéme a été portée a 310 K et la pression a
1 bar. Le cut-off utilisé pour les interactions électrostatiques et le potentiel de Lennard-Jones est

de 1,2 nm. La préparation du systéme et la production de la trajectoire ont été réalisées avec Gro-
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macs (package 5.4) [91,92] et le champ de forces Charmm36 [74]. La production des trajectoires

a ¢té réalisée grace au centre de calcul Romeo en mobilisant 4 processeurs de 16 cceurs (64 coeurs).

Nous avons ainsi produit des trajectoires sur un total de 5 structures, toutes fucosylées :
deux glycanes bi-antennés avec une N-acétylglucosamine bisectante (une structure avec acides
sialiques, une structure sans acides sialiques) et trois glycanes tétra-antennés : une structure sans
acides sialiques, une structure avec les acides sialiques liés en a2-3 et une structure avec les acides

sialiques liés en a2-6. La figure 3.9 répertorie ces systémes et leurs structures.

Liaisons des acides sialiques :

’ Acide sialique

O Galactose
[l N-acétyl glucosamine
@ Mannose

A Fucose

2-6

x2-3

FIGURE 3.9 — Structures des glycanes étudiés par les simulations de dynamique moléculaire. Deux
glycanes bisectants (sans acides sialiques et avec acides sialiques liés en a2-6) et trois glycanes tétra-antennés
(sans acides sialiques, avec acides sialiques liés en a2-6 et avec acides sialiques liés en «2-3) ont été utilisés. La
nomenclature SNFG est utilisée. Les types de chaque liaisons osidiques sont indiqués. Les deux types de liaisons
des acides sialiques sont illustrés dans I’encadré. Les monosaccharides sont colorés selon la nomenclature SNFG
et les atomes de la liaison sont représentés par les sphéres vertes. La liaison en a2-6 comporte un atome de plus

que la liaison en «2-3.

Nous avons généré une trajectoire de 500 ns pour les systémes bi-antennés bisectants. Pour
chacun des systémes tétra-antennés, nous avons généré trois trajectoires de 500 ns chacune avec

une structure de départ différente. Les tables 3.1 et 3.2 présentent la composition des systémes
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solvatés.
Tétra-antenné | Tétra-antenné + Tétra-antenné +
AS 02-3 AS 02-6
Nombre d’atomes 17 590 26 021 35432
Nombre de molécules d’eau 5748 8 505 11 646
Nombre et type d’ions 0 4 ions K 4 ions K+

TABLE 3.1 — Détails des systémes de glycanes étudiés par les trajectoires de dynamique moléculaire

des glycanes tétra-antennés. Les mentions a2-3 et a2-6 décrivent la liaison utilisée pour les acides sialiques

terminaux présents sur ces structures (respectivement, liaison en a2-3 et a2-6).

Bi-antenné bisectant

Bi-antenné bisectant + AS «2-6

Nombre d’atomes 18 550 19 353
Nombre de molécules d’eau 6 090 6 333
Nombre et type d’ions 0 2 ions Kt

TABLE 3.2 — Détails des systémes de glycanes utilisés pour les trajectoires de dynamique moléculaire

des glycanes bi-antennés bisectant. La mention AS «a2-6 décrit la liaison utilisée pour les acides sialiques

terminaux présents.
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Fibromoduline et fibromoduline glycosylée en solvant

Les trajectoires de dynamique moléculaire sur la fibromoduline glycosylée ont été réalisées a
partir de la structure de la fibromoduline humaine disponible sur la PDB (identifiant 5MXO0) [93].
Les sites de glycosylations sélectionnés ont été choisis en fonction des données présentées par
Pietraszek-Gremplewicz et al. [94]. Sur les cing sites identifiés sur la banque de données Uniprot
(identifiant Q06828), nous avons choisit les 4 sites présentant au moins un saccharide sur la
structure pdb, c’est & dire les sites N127, N166, N201 et N341.

Les glycanes ont été construits avec I'outil Carbohydrate Builder sur le portail web Glycam
(http ://glycam.org/). La longueur et la composition des chaines ont été choisies en fonction des
données présentées dans Lauder et al. [95]. Les N-Acétyl-glucosamines ont toutes été phosphory-
lées. La conformation des sucres, et plus particuliérement du fucose, présents dans le fichier pdb
d’origine a été conservée (connectivité al-6 pour le fucose). La figure 3.10 A représente schéma-
tiquement la composition des chaines de keratan sulfate greffées sur la protéine et la figure 3.10

B représente la structure de départ utilisée pour les trajectoires de dynamique moléculaire.

Afin de neutraliser le systéme, nous avons redistribué les charges sur I'asparagine glycosylée :
en utilisant le résidu "NLN" du champ de forces Glycam (modéle de I'asparagine glycosylée),
le systéme obtenu n’était pas neutre. En effet, afin de greffer le glycane sur cet acide aminé,
le groupement hydroxyle terminal du glycane isolé est supprimé. La disparition de cette charge
n’a pas été compensée sur les atomes du systéme. Nous avons donc recréé un fichier lib pour
répartir cette charge sur ’asparagine glycosylée. Ces fichiers permettent de définir les paramétres
(charges, géométrie...) d’'un résidu ou d’une molécule qui n’existe pas dans le champ de forces.
Ce type de fichier est souvent utilisé pour définir des petits ligands ou des résidus modifiés non-
standard. Ici, nous avons utilisé ces fonctionnalités pour redéfinir les charges de l'asparagine
portant la glycosylation. La charge de I'atome d’oxygéne terminal OD1 et du carbone CG ont
ainsi été modifiées. La figure 3.3 met en évidence I'emplacement de ces atomes sur la structure
de l'asparagine. La table 3.11 présente la modification apportée aux charges de ces atomes afin

d’obtenir un systéme neutre.

Les deux systémes (fibromoduline glycosylée et fibromoduline seule) ont été placés dans une
boite de solvant en forme d’octaédre tronqué et minimisés avec 'algorithme Steepest Descent
pendant 500 000 pas. Le tableau 3.4 résume la composition des systémes. Ensuite, deux étapes
d’équilibration ont été effectuées : 250 ps avec 'ensemble NVT et 250 ps avec ’ensemble NPT.
L’étape de production a été calculée avec 'ensemble NPT et un pas d’intégration de 2 fs & une

température de 310 K et une pression de 1 bar. Ces calculs ont été effectués sur les supercal-
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FI1GURE 3.10 — Glycane utilisé sur la fibromoduline. A : Représentation selon la nomenclature SNFG et en
boule-baton de la chaine de keratan sulfate isolée. Les atomes d’hydrogéne ne sont pas représentés. Les cercles
avec la mention '6S’ représentent les groupements sulfates sur le carbone C6 du monosaccharide. Ces groupements
sont représentés en orange sur les structures. B Structure de départ utilisée pour les trajectoires de dynamique

moléculaire. La fibromoduline est représentée en cartoon et les chaines de keratan sulfate en boule-baton.
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OD1l ——p

G ————

Nom de I’atome CG ODf1

N i C Type de I’'atome C O
Charge initiale (C) | 0,7130 | -0,5931

Charge modifiée (C) | 0,6970 | -0,6101

o

Ficure 3.11 — Structure de

P’asparagine. Les atomes portant TaBLE 3.3 — Modifications effectuées sur les
les charges modifiées sont identi- charges de ’asparagine glycosylée afin de neutra-
fiés par les fléches. liser le systéme.

culateurs du CINES avec le moteur Amber et les champs de forces ffsb14 (pour la protéine) et

GLYCAMO06-j (pour les glycanes). Un cut-off de 1,3 nm a été utilisé pour les interactions non liées.

Nous avons généré 64 ns de trajectoire pour la fibromoduline glycosylée et avons mobilisé 12
nceuds de 24 cceurs chacun (pour un total de 288 coeurs) pendant environ 300 heures de calcul,

soit 86 400 heures de calcul en temps processeur.

Pour la fibromoduline sans chaines de keratan sulfate, nous avons généré 80 ns de trajectoire
et mobilisé 8 noeuds de 24 coeurs chacun (pour un total de 192 coeurs) pendant environ 70 heures

de calcul soit 13 440 heures de calcul en temps processeur.

Fibromoduline glycosylée | Fibromoduline seule
Nombre d’atomes 258 934 34865
Nombre de molécules d’eau 84 065 9 999
Nombre et type d’ions 33 ions NA* 0

TABLE 3.4 — Composition des systémes de fibromoduline utilisés pour les trajectoires de dynamique

moléculaire.

Récepteur a l’insuline glycosylé en solvant

Les trajectoires de dynamique moléculaire ont été générées sur l’ectodomaine (partie ex-
tracellulaire) du récepteur a I'insuline glycosylé. L’application de contraintes au niveau des trois
derniers résidus C-terminaux de chaque monomére a permis de simuler 'ancrage & la mem-
brane cellulaire. Huit types de glycanes différents ont été greffés au récepteur afin de former huit

systémes : quatre glycanes bi-antennés et quatre glycanes tri-antennés (glycane fucosylé, non
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fucosylé, avec acides sialiques liés en a2-6 non fucosylé et avec acides sialiques liés en a2-6 et
fucosylé). Chaque dimére du récepteur a été glycosylé sur deux sites, au niveau de 1’asparagine
893. Ces trajectoires ont été générées pendant les travaux d’Alexandre Guillot [8]. La figure 3.12
A présente la structure du dimeére et ’emplacement des points de glycosylation et la figure 3.12

B présente les huit glycanes considérés.

Les trajectoires de dynamique moléculaire du récepteur a 'insuline glycosylé ont été générées
avec le package 5.0.2 du logiciel Gromacs et le champ de forces OPLS-AA [96,97]. L’ensemble

NPT a1 bar et 310 K a été utilisé et 250 ns de trajectoire ont été obtenues pour chaque systéme.

FIGURE 3.12 — Structure du récepteur a 1’insuline et glycanes utilisés pour les trajectoires. A :
Représentation en surface du dimére de ’ectodomaine du récepteur a U'insuline. Les asparagines glycosylées (une

par monomeére) sont représentées en cyan. B : Représentation schématique des huit glycanes étudiés.

3.1.4 Analyses des trajectoires
Clustering

Pour les glycanes en chaines isolées et le récepteur a l'insuline glycosylé, la recherche des
clusters a été réalisée & I'aide du module cluster de gromacs couplé a I'algorithme Gromos et en
ne prenant en compte que les atomes lourds. Les cut-offs ont été choisis de sorte que la population
cumulée des cing premiers clusters obtenus représente 80 a 90% de la totalité des structures.
Les représentants de chaque cluster ont été validés visuellement. Les structures utilisées ont été

sélectionnées sur toute la longueur de la trajectoire & intervalles de 100 ps. La table 3.5 répertorie
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le nombre de structures utilisées pour le clustering ainsi que les cut-offs utilisés pour analyser les

conformations des chaines glycosylées greffées sur le récepteur & I'insuline et la table 3.6 répertorie

ces informations pour les trajectoires de glycanes isolés. L’alignement avant détermination des

clusters a été fait sur le coeur du glycane afin d’observer uniquement le mouvement des branches.

Systéeme Nombre de structures | Cut-off G1 (nm) | Cut-off G2 (nm)
RI + bi-antenné 2500 0,30 0,20
RI + bi-antenné + fucose 2500 0,30 0,20
Rl + bi-antenné + AS 2500 0,25 0,30
RI + bi-antenné + fucose + AS 2500 0,35 0,25
RI + tri-antenné 2500 0,25 0,31
RI + tri-antenné + fucose 2500 0,35 0,34
RI + tri-antenné + AS 2500 0,33 0,33
RI + tri-antenné + fucose + AS 2500 0,31 0,31

TABLE 3.5 — Cut-off des clusters sur les trajectoires du récepteur a l’insuline (RI), en nm. G1 et G2

représentent le glycane 1 et le glycane 2 du dimére du récepteur & I'insuline.

Systéme Nombre de structures | cut-off
Glycane bisectant 5000 0,30
Glycane bisectant + AS a2-6 5000 0,40
Glycane tétra-antenné 15000 0,35
Glycane tétra-antenné + AS «2-3 15000 0,47
Glycane tétra-antenné AS «2-3 15000 0,45

TABLE 3.6 — Cut-off des clusters sur les trajectoires des glycanes isolés, en nm.

Calcul des RMSD

Pour les trajectoires du récepteur a l'insuline glycosylé, les calculs de RMSD sur les atomes

lourds des glycanes ont été effectués a ’aide du module rms de Gromacs. L’alignement a été

effectué sur le noyau du glycane en ignorant les atomes d’hydrogéne et le RMSD a été calculé

par rapport & la structure de départ.

Mise en ceuvre et tests de performances de 1I’Umbrella Visualization

Pour ces travaux, nous avons utilisé les deux versions de I’ Umbrella Visualization. Pour I’étude

des glycanes en chaine isolées, nous avons utilisé I’ Umbrella Visualization en 2D (version déve-

loppée par Alexandre Guillot, présentée dans la section 3.2.1) sur 30 000 clichés de trajectoires
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pour les glycanes tétra-antennés et 10 000 clichés pour les glycanes bisectants (1 cliché toutes les

50 ps). Les positions des centres de masse des galactoses ont été utilisés pour la projection.

Pour le développement de I’Umbrella Visualization et sa mise en application, nous avons
utilisé un ordinateur doté d’un processeur Intel Xeon W-2145 3.7 GHz, 64 Go de mémoire vive
DDRA4 et une carte graphique Nvidia GeForce GTX 1080Ti. Ces analyses ont été effectuées sur
12 500 clichés issues de trajectoires de dynamique moléculaire du récepteur a l'insuline glycosylé
de 250 ns. Ces trajectoires ont été générées pendant les travaux de thése d’Alexandre Guillot [8].
Le champ de forces utilisé est OPLS-AA et huit trajectoires ont été calculées avec des glycanes

bi-antennés et tri antennés : avec et sans acides sialiques et / ou avec et sans fucose.

3.2 Meéthodes de visualisation appliquées aux sucres

3.2.1 Umbrella Visualization : une approche 2D

L’ Umbrella Visualization (ou visualisation en parapluie) est une méthode développée précé-
demment au sein du laboratoire et dédiée a ’étude des glycanes en chaine isolée. Cette méthode
a permis de mettre en avant les variations de flexibilité de chaines de glycosylation en fonction
de leur état de sialylation [17]. Le principe de cette méthode est simple : le coceur du glycane est
aligné le long de ’axe z d’un repére orthonormé. Puis le glycane subit une rotation autour de
I’axe z jusqu’a ce que 'axe défini par les deux beta mannose et I’alpha mannose soit colinéaire &
I’axe x. Ensuite, les extrémités des positions des branches du glycane sont projetées sur le plan
(x,y) (figure 3.13). Cette étape est répétée pour chaque structure extraite d’une simulation de
dynamique moléculaire, permettant ainsi d’obtenir un graphique en deux dimensions représen-

tant la flexibilité relative des glycanes.

La premiére version de cette méthode se présentait sous un ensemble de programmes écrits en
Fortran90. L’utilisation de ces programmes nécessitait au préalable la détermination de vecteurs
a l'aide du module de distances de Gromacs. Ces vecteurs sont définis par rapport aux sucres
composant le glycane, tels que présentés dans la figure 3.14. Le vecteur définissant le noyau
du glycane est utilisé pour aligner le glycane sur I’axe de référence z. Les vecteurs définissant
les branches sont utilisés pour projeter les positions des extrémités de ces derniéres sur le plan
(x,y) pour chaque cliché extrait de la simulation de dynamique moléculaire. Finalement, un gra-
phique de densité est calculé et tracé, nous permettant ainsi d’évaluer la flexibilité du glycane

au cours de la trajectoire et de corréler ces résultats aux familles conformationnelles majoritaires.
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X axis

SURFACE DE LA PROTEINE

y axis

FIGURE 3.13 — Principe de I’Umbrella Visualization.

A : On considére que le glycane protége ou masque une partie de la surface de la protéine, comme le fait un
parapluie. C’est cette surface couverte que nous cherchons a évaluer avec I’Umbrella Visualization. B : Les deux
vecteurs rouges correspondent aux vecteurs utilisés pour aligner le glycane le long de 'axe z, puis les positions
des extrémités des branches (points rouges) sont projetées sur le plan (x, y) pour chaque structure extraite de la
trajectoire de simulation de dynamique moléculaire. Le vecteur rouge horizontal, défini par ’axe traversant les
mannoses en vert, est colinéaire a I’axe x. Le vecteur vertical, défini par ’axe traversant les N-acetylglucosamines

et le mannose central, est aligné sur l'axe z.

>
o
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FIGURE 3.14 — Vecteurs entre les centres de masse des glycanes. Les vecteurs a, b et & définissent le coeur
du glycane et sont utilisés pour aligner le glycane sur un axe z et orienter le plan (x, y). A : Vecteurs définis pour
un glycane bi-antenné. Les vecteurs deté permettent de projeter la position de 'extrémité des branches sur le
plan (x,y). B : Vecteurs définis pour un glycane tri-antenné. Le vecteur f correspond & la branche supplémentaire.

Les vecteurs cZ: € et f permettent de projeter la position de I'extrémité des branches sur le plan (x,y).
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Bien que cette méthode ait démontré son efficacité, un certain nombre de problémes ont été
soulevés a son utilisation. Tout d’abord, les programmes développés étaient adaptés a ’étude
de glycanes bi- et tri-antennés et nécessitaient d’importantes modifications pour étre adaptés
a d’autres structures. Le nombre d’étapes et de scripts nécessaires a ’obtention des résultats

réduisait ’accessibilité de la méthode.

L’inconvénient principal est le fait que cette méthode donne un résultat en deux dimensions,
sous la forme d’un graphique de densité ne prenant en compte que les extrémités du glycane.
En réalité, les groupements hydroxyles présents sur toute la longueur de la chaine de saccharides
peuvent potentiellement influencer la dynamique du glycane et / ou interagir avec le solvant et
/ ou la surface de la protéine. Cette surface est elle-méme un objet en trois dimensions, peu
comparable & une surface plane. De plus, aligner le glycane le long d'un axe z avant de calculer
les positions des branches permet d’évaluer la flexibilité relative de ces branches mais empéche
également de prendre en compte des éventuelles inclinaisons du glycane par rapport a la surface
de la protéine. Ainsi, malgré les informations pertinentes apportées par cette méthode, cette
représentation ne donne pas une idée suffisante de 'impact structural du glycane sur la surface

de la protéine.

Afin de prendre en compte tous les mouvements du glycane ainsi que la topologie de la
protéine, nous avons donc décidé d’intégrer et d’adapter I’ Umbrella Visualization dans un lo-
giciel de visualisation moléculaire. Pour ce faire, nous avons travaillé avec le logiciel UnityMol
et la plateforme Unity. L’objectif est de proposer un outil accessible permettant de visualiser
automatiquement la surface de la protéine couverte par un glycane au cours d’une trajectoire de
dynamique moléculaire. Le mode de visualisation choisi devra également permettre de garder une
information statistique, en mettant en avant les zones les plus souvent couvertes par le glycane

au cours de la trajectoire.

3.2.2 UnityMol : un logiciel pour une implémentation en 3D

Plutot que de programmer entiérement un nouveau logiciel de visualisation moléculaire, nous
avons fait le choix d’implémenter 1’Umbrella Visualization dans un logiciel déja existant. La
plupart de ces logiciels est open source et permet aux utilisateurs d’ajouter des extensions per-
sonnalisées, offrant ainsi plusieurs choix. Nous avons sélectionné des logiciels déja utilisés dans
la communauté scientifique, réguliérement mis & jour et bénéficiant du soutien des développeurs
et de la communauté d’utilisateurs afin de s’assurer que notre méthode puisse évoluer dans le
temps et étre accessible sur différentes plateformes. La table 3.7 résume les principaux logiciels

auxquels nous nous sommes intéressés.
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Logiciel Langage Gestion Open Site web (lien)
des Source
sucres
native
VMD C/C++ Non Oui www.ks.uiuc.edu/Research/vmd
(plug-in)
PyMol C/C++et Non Non www.pymol.org/2
Python (plug-in)
UCSF ChimeraX C++ et Non Oui www.rbvi.ucsf.edu/chimerax
Python
UnityMol C# Sélection, Oui www.baaden.ibpc.fr/lumol
affichage

TaBLE 3.7 — Logiciels considérés pour I’implémentation de I’Umbrella Visualization. Les caractéristiques

de langages de programmation et les options de gestions des sucres qui ont guidé notre réflexion sont listés.

Notre sujet d’étude étant les sucres, un intérét particulier a été porté sur les fonctionnalités
spécifiques aux sucres mises & notre disposition par ces logiciels. ChimeraX [87] et PyMol [86]
ne proposent pas de fonctionnalités dédiées & I’étude des sucres dans leurs fonctions par défaut.
VMD permet la sélection de sucres grace au mot clé "sugar" mais aucun mode de visualisation
spécifique n’est proposé dans la version de base. Dans la section 2.3.4, nous avons cependant
présenté des plug-ins adaptés & la visualisation des sucres pour PyMol et VMD. Cependant,
nous souhaiterions intégrer I’ Umbrella Visualization & un logiciel de fagon native, sans avoir a

télécharger de plug-in au préalable.

UnityMol est le logiciel qui répond a l’ensemble des critéres que nous nous sommes fixés :
il présente des fonctionnalités adaptées & I’étude des protéines glycosylées sans installation de
plug-in supplémentaire, et permet I'intégration directe de I’Umbrella Visualization. De plus, uti-
liser UnityMol nous permet de profiter de la plateforme Unity ainsi que des outils et ressources

associés.

UnityMol est un logiciel disponible pour les plateformes Windows, Mac et Linux [78]. Codé
en C# al'aide de la plateforme Unity (présentée ci-aprés), UnityMol intégre les modes de repré-
sentation et de visualisation classiques ainsi qu'une représentation en hyperballs [79] et peut lire
des trajectoires issues de simulations de dynamique moléculaire. Ce logiciel a connu plusieurs

versions, dont la version SweetUnityMol qui intégre également des modes de visualisation dédiés
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aux chaines de saccharides. Les spécificités structurales liées aux saccharides comme les possibi-
lités de branchements et les atomes d’oxygéne intracycliques peuvent étre spécifiquement mis en
évidence. Il est également possible de colorer les cycles des sucres en fonction de leur nature, en

respectant les couleurs correspondant a la nomenclature SNFG.

Nous avons donc choisi d’'intégrer 1’ Umbrella Visualization dans Unitymol afin de profiter
des avantages présentés par ce logiciel et la plateforme Unity dont nous présentons les avantages

ci-apres.

3.2.3 Moteur de jeux vidéos Unity

UnityMol utilise le moteur Unity, qui est une plateforme de développement compléte qui
propose de nombreux outils permettant trés aisément l'accés aux derniéres technologies. Cette
plateforme posséde également une trés vaste communauté d’utilisateurs, garantissant l'accés a
de nombreuses ressources en ligne et de nombreux tutoriels. Unity permet aussi aux logiciels dé-
veloppés d’étre accessibles a la fois sur Windows, Linux, Mac et Android en exportant le fichier
exécutable approprié durant ’étape de compilation. Les logiciels ainsi créés sont donc accessibles

a tous types d’utilisateurs sans étape de développement supplémentaire.

L’interface graphique Unity intégre également une fenétre simulant ’exécution du logiciel,
appelée fenétre de jeu ou Game view, sans avoir & le compiler au préalable. Ceci permet de tester
rapidement et efficacement les modifications et ajustements apportés au code. Unity est égale-
ment reconnu pour sa facilité d’utilisation pour les nouveaux utilisateurs, partiellement grace a
son interface mais également de par sa versatilité. En effet, tous les paramétres et composants

disponibles depuis l'interface graphique sont accessibles wvia des scripts C# ou Javascript.

Ainsi, le logiciel Unitymol développé sur cette plateforme est facilement accessible et modi-

fiable grace aux avantages de la plateforme Unity et au travail des créateurs de ce projet.
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Chapitre 4

Caractérisation du comportement
dynamique de chaines sucrées : de la

chaine i1solée aux glycosaminoglycanes

4.1 Constitution d’une librairie de glycanes

Le projet Dogme visait & 'origine a développer un module de greffage de glycanes ou de
glycosaminoglycanes implémenté au logiciel de modélisation Gromacs, dans un esprit similaire
aux fonctionnalités proposées par Glycam-web. Pour que I'utilisation puisse au préalable disposer
d’un jeu de chaines réalistes qui soit représentatif de divers contextes, nous nous sommes attelés
& la construction d’une librairie de glycanes répertoriant des structures identifiées dans la biblio-
graphie et caractéristiques de pathologies liées a ’age (maladies cardio-vasculaires, diabéte de
type I, cancers ...). La librairie ainsi élaborée est de taille modeste. Cependant, elle s’inscrit dans
le cadre des travaux menés au sein de notre unité de recherche. Quelques exemples de structures

intégrées a cette librairie sont présentés dans la figure 4.1.

Le panel A est composé de structures de glycanes courantes : un bi-antenné bisectant et un
glycane portant le motif LacNac (Lactose et N-acétylglucosamine). Ce motif peut étre prolongé
plusieurs fois pour former de longues chaines [49]. Les travaux de Han et. al [98] sur le glycome
de la protéine membranaire CD44 et ceux de Kathri et. al [99] sur ’hémaglutinine du virus de
la grippe ont montré que ’accessibilité réduite de certains sites de glycosylation entraine une
hausse de la proportion de glycanes immatures (composés essentiellement de mannoses) comme

celle du panel B.

Otto et. Al [100] ont étudié l'isoforme soluble de la protéine ICAM-1 (Intercellular Adhesion
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0 Acide sialique

Galactose

N-acétyl glucosamine
Mannose

Fucose

>bONO

FicUrE 4.1 — Exemples de glycanes intégrés a la librairie. Les structures intégrées ont été identifiées dans

la bibliographie comme structures communes ou comme marqueurs de pathologies liées a 1’age.

Molecule-1, une protéine transmembranaire impliquée dans 1’adhésion cellulaire) et montré que
les sites de glycosylation de cette protéine sont principalement occupés par des glycanes bi- et
tri-antennés sialylés. Environ 4% des structures comportaient un nombre plus important d’acides

sialiques que d’antennes, formant un motif composé de deux acides sialiques (figure 4.1 C).

Le glycane de type paucimannose illustré dans le panel D est, en temps normal, trés peu
présent sur les protéines matures des cellules de vertébrés mais les travaux de Lee et al. [52] ont
montré que certaines lignées cancéreuses présentaient une quantité accrue de ces glycanes. Enfin,
les travaux de Sethi et al. [101] ont, dans le cadre de I’étude du glycome de lignées cellulaires
cancéreuses (cancer du colon) permis de mettre en évidence la présence de glycanes fucosylés
sur leurs extrémités non-réductrices rappelant les déterminants de Lewis des O-glycosylations.
Leurs résultats montrent également une expression différentielle de ces glycanes en fonction de

la souche cellulaire.

A travers la sélection de certains glycanes constituant cette librairie, nous avions pour ob-
jectif d’approfondir I’étude de I'impact des acides sialiques sur la dynamique et la flexibilité des
glycanes. En paralléle des développements de I’ Umbrella Visualization présentés dans le chapitre
suivant, nous avons ainsi mis en place diverses simulations de dynamique moléculaire dont les

résultats sont présentés dans les deux sections suivantes.
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4.2 Analyses d’expériences de dynamique moléculaire portant sur

des glycanes en chaines isolées

Les travaux effectués par Alexandre Guillot relatifs & I'influence des glycanes bi-antennés et
tri-antennés en présence ou non d’acides sialiques aux extrémités ont mis en évidence l'impact
de ces derniers sur les conformations préférentielles et la flexibilité des glycanes [17]. Ces travaux
ont également montré I'impact variable qu’ont ces résidus en fonction du nombre de branches
des glycanes : 14 ol les deux branches des glycanes bi-antennés sont affectées par la présence des
acides sialiques terminaux, seule une branche des glycanes tri-antennés montre un comportement

différent.

Dans 'optique d’approfondir ces travaux, nous nous sommes intéressés a deux autres types
de structures de glycanes : des glycanes bi-antennés bisectants, comparables aux glycanes bi-

antennés, et des glycanes tétra-antennés.

4.2.1 Caractérisation de glycanes bi-antennés bisectants

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a des glycanes portant une N-acétyl
glucosamine bisectante entre les deux branches du glycane (figure 3.9). Ces glycanes sont trés étu-
diés en raison de leur role dans différentes fonctions biologiques, notamment dans la progression
tumorale [102-104]. Considérant le rdle important de ces glycanes et des acides sialiques dans
la régulation de différentes fonctions cellulaires, nous avons ainsi décidé d’étudier les caractéris-
tiques dynamiques et structurales de glycanes bisectants avec et sans acides sialiques. Elucider
leurs principales caractéristiques en terme de structure et de dynamique pourrait apporter de

nouvelles perspectives sur les fonctions associées a ces glycanes.

Ces premiers travaux avaient également pour objectif, dans un premier temps, de se familia-
riser avec les outils développés, en particulier I’ Umbrella Visualization, et ont servi a la fois de
point de comparaison avec les travaux sur les glycanes bi-antennés et de simulations tests pour
les modifications apportées a 1I’Umbrella Visualization. Des trajectoires de 500 ns ont ainsi été

générées avec Gromacs et le champ de forces Charmm36 sur les deux structures étudiées.

Dans un premier temps, ces trajectoires ont été analysées & l'aide de méthodes de clustering
sur 5 000 structures extraites de la simulation. Alors que les résultats obtenus sur les glycanes
bi-antennés montraient une préférence pour la conformation Broken Wing en présence d’acides
sialiques et une transition vers des conformations étendues (Bird) en absence d’acides sialiques.

Les résultats du clustering sur ces trajectoires montrent tous les deux une conformation principale
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Bird. Ce premier cluster contient 58% des structures pour le glycane bisectant sans acides sialiques
et 73% pour le glycane bi-antenné bisectant avec acides sialiques. Dans les deux cas, le bras «1-3
semble plus contraint & proximité de la N-acetyl glucosamine bisectante sur les deux structures

(figure 4.2).

bissectant bissectant + acides sialiques
58% 73%

FIGURE 4.2 — Résultat du clustering sur les glycanes bisectants. La conformation principale adoptée pour
les deux glycanes rappelle la conformation Bird, avec les deux branches étendues vers le solvant. Le bras al-3

semble contraint par la N-acétyl glucosamine bisectante dans les deux cas.

La projection des positions des centres de masse des galactoses avec la méthode 2D de
I’ Umbrella Visualization permet d’obtenir une appréciation de la zone explorée par ces glycanes
durant la trajectoire. Les graphiques (figure 4.3) ainsi obtenus permettent de séparer la contribu-
tion des différentes branches. Dans le cas des glycanes bisectants, il semble que la zone explorée
par la branche al-3 est plus compacte et restreinte autour d’'une méme zone (quart supérieur
gauche & proximité des axes x et y) alors que la branche a1-6 explore une surface présentant un
profil plus étendu (quart supérieur droit du graphe). On remarque par ailleurs que la présence
des acides sialiques réduit la zone explorée par le bras a1-3 (ce phénomeéne est mis en évidence
a laide des cadres rouges sur la figure 4.3) et modifie également le profil de la zone explorée
par le bras al-6 : & distance du cceur du glycane, 'amplitude de la zone explorée est étendue
aux valeurs de y négatives tandis que la zone explorée a proximité du cceur disparait. Les deux
observations sont mises en exergue a l'aide des cadres rouges sur la figure 4.3.

Ces glycanes ont été largement étudiés [103, 105 et une étude précédente a montré que la
N-acétylglucosamine centrale restreint les conformations adoptées par le bras «1-3 [105]. Ces

premiers résultats obtenus avec I’ Umbrella Visualization 2D vont dans ce sens puisque cette ap-
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B Bissectant
Antenne 1 Antenne 2
100% , y(m) a 1.-3 . ) a 1I'6
A -
0 F . 0 r ¥ 1
Antenne 1 Antenne 2
0% -2 L X (nm) -2 L X (nm)
-2 0 2 -2 0 2
Bissectant + acides sialiques
Antenne 1 Antenne 2
100% _ y@om) a3 Y (nm) al1-6
2 T 2 T
0t a 1 0r 7
0% -2 L X (nm) -2 L X (nm)
-2 0 2 -2 0 2

FIGURE 4.3 — Résultat de I’Umbrella Visualization sur les glycanes bisectants. A : Représentation
schématique du glycane bisectant, 'antenne 1 correspond au bras al-3 et ’antenne 2 au bras al-6. B : Résultat
de 'Umbrella Visualization pour les deux types de glycanes biseactants. La zone explorée par 'antenne 1 (bras al-
3) est réduite en présence d’acides sialiques tandis que antenne 2 (bras a1-6) explore une région plus large et plus
éloignée du coeur du glycane. Les mannoses sont colorés en vert, les galactoses en jaune, les N-acétyglucosamines en
bleu, le fucose en rouge et les acides sialiques en violet, selon la nomenclature SNFG. Les populations respectives
ainsi que les bras al-3 et al-6 sont indiqués par les labels. Les cadres rouges indiquent les zones impactées.
Le glycane est représenté selon la nomenclature SNFG. La couleur des points des graphiques indique le taux

d’occupation de la position pendant la trajectoire.
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proche montre que cette branche semble explorer un espace plus réduit. Bien que les résultats de
clustering donnent des conformations principales similaires, I’ Umbrella Visualization suggére ce-
pendant que la flexibilité de ces glycanes est affectée par la présence des acides sialiques, puisque
le bras a1-3 perd de sa flexibilité tandis que le bras a1-6 explore différentes zones éloignées du

glycane.

Nous avons ensuite poursuivi ces travaux en nous intéressant a des chaines de glycosylations
plus atypiques, essentiellement retrouvées dans des contextes pathologiques tels que des cancers

ou encore la maladie d’Alzheimer [102,106] : des structures de glycanes tétra-antennés.

4.2.2 Caractérisation de glycanes tétra-antennés

Les glycanes complexes tétra-antennés sont trés peu présents dans les cellules saines et sont
considérés comme des marqueurs de pathologies. Approfondir la connaissance de leurs propriétés
dynamiques et structurales pourrait étre une premiére étape pour comprendre le role des glycanes
dans un contexte pathologique et les modulations induites par ces modifications (perturbation des
interactions protéine/protéine par exemple). Nous avons ainsi choisis trois structures de glycanes
complexes tétra-antennés : la premiére structure sans acides sialiques et les deux suivantes avec

deux types d’acides sialiques différant par la nature de leur liaison au galactose : a2 —3 ou a2 —6.

Ces deux types d’acides sialiques existent tous les deux naturellement au sein du domaine du
vivant, les premiers étant présents en grande majorité dans les cellules. Cependant, il a été mon-
tré que le ratio entre les liaisons a2-3 et a2-6 peut varier dans certains contextes pathologiques
comme les cancers [52]. Nous avons ainsi généré, pour chaque structure, trois trajectoires de 500

ns avec Gromacs et le champ de forces Charmma36.

Dans un premier temps, nous avons analysé I’ensemble de ces trajectoires avec I’Umbrella
Visualization, sur un total de 30 000 structures issues des 1 500 ns de trajectoire. Les branches
1 et 2 correspondent au bras portant la liaison mannose «/1-3 tandis que les branches 3 et 4 sont

sur le bras portant la liaison mannose a1-6 (figure 4.4 A).

Sur les quatre branches, on observe des profils trés similaires entre le glycane tétra-antenné
sans acides sialiques et le glycane tétra-antenné avec des acides sialiques en «2-6 (figure 4.4 B
et D). Seul le glycane portant les acides sialiques en «2-3 présente un profil différent sur les
branches 3 et 4 : les deux profils des branches pour cette structure présentent des zones explorées

supplémentaires, absentes sur les deux autres trajectoires (figure 4.4 C, cadres rouges).
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FIGURE 4.4 — Résultat de I’Umbrella Visualization sur les glycanes tétra-antennés, sur 30 000 struc-
tures. A : Représentation schématique d’un glycane tétra-antenné, les bras a1-3 et a1-6 sont identifiés. B, C et
D : Résultats de I’Umbrella Visualization pour les 4 antennes des 3 structures de glycanes. Les nouvelles zones

explorées par la trajectoire avec les acides sialiques liés en a2-3 sont encadrées en rouge. La couleur des points
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Puisque cette différence n’apparait que sur les branches 3 et 4 du glycane, nous nous sommes
intéressés a la liaison mannose «1-6 : cette liaison comporte en effet un atome de plus que la liai-
son al1-3 (figure 1.4), lui conférant un degré de liberté en plus. Nous avons donc mesuré la valeur
des trois angles diédres de la liaison a1-6 au cours du temps, sur la totalité des trois trajectoires.
Ces derniéres ont été réalisées de maniére indépendantes avec un point de départ différent. Sur
la figure 4.5, les données de la trajectoire 1 occupent I'axe de 0 & 500 ns, la trajectoire 2 de 500

a 1000 ns et la trajectoire 3 de 1000 & 1500 ns.

Alors qu’aucune différence n’est observée pour les angles Phi et Psi pour les trois systémes,
I’angle Omega de la trajectoire 1 du glycane tétra-antenné avec acides sialiques en a2-3 montre
un décalage soudain, & partir de environ 125 ns et jusqu’a la fin de la trajectoire. Cet angle passe
d’une valeur centrée aux alentours des 50° vers une valeur centrée autour de -60°. Le glycane
semble ici adopter une autre conformation stable. Dans les trajectoires 2 et 3, ce phénomeéne ne se
reproduit pas. On peut également remarquer que, sur les trajectoires des glycanes sans acides sia-
liques et avec acides sialiques liés en a2-6, I’angle Omega occupe transitoirement cette position.
La figure 4.6 montre la distribution des valeurs des angles diédres de la liaison a1-6 sur la to-

talité des trajectoires. La variation observée ici est bien visible sur ’angle Omega (cadres rouges).

Pour évaluer 'impact de la conformation de I’angle Omega observée majoritairement lors de
la trajectoire 1 du glycane portant les acides sialiques liés en a2-3, la méthode de I’Umbrella
Visualization 2D est appliquée sur un jeu de structures remanié. La trajectoire 1 est mise de
coté et les 20 000 clichés des trajectoires 2 et 3 sont alors utilisés pour générer la figure 4.7. Afin
d’avoir un résultat statistiquement comparable en terme de nombre de clichés pris en compte,
nous avons refait ce calcul sur deux trajectoires du glycane sans acides sialiques. Nous avons fait
ce choix plutot que de supprimer 10 000 clichés aléatoirement car le résultat obtenu sur les deux
trajectoires sélectionnées est presque identique & celui obtenu sur les trois trajectoires. Ainsi, ceci
nous permet d’avoir des résultats comparables entre les deux types de glycanes d’un point de vue
statistique (méme nombre de structures prises en compte) tout en conservant un résultat pour

la trajectoire "témoin" (sans acides sialiques) similaire a celui obtenu sur 30 000 structures.

Cette seconde analyse, présentée sur la figure 4.7, montre un profil de surface couverte simi-
laire pour les deux types de trajectoires. Ceci confirme donc que l'information contenue dans la
trajectoire 1 est responsable des surfaces couvertes pour les antennes 3 et 4 (cadres rouges sur la
figure 4.7), en lien avec la valeur canonique de I’angle diédre Omega mise en évidence au travers

de ’analyse dynamique.
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FIGURE 4.5 — Mesure des valeurs d’angles au cours du temps pour la liaison mannose «a1-6. Pour

les trois types de glycanes tétra-antennés, on observe des valeurs d’angle similaires. Seul ’angle Omega pour la

trajectoire 1 du glycane tétra-antenné avec acides sialiques liés en «2-3 montre une différence : un décalage aprés

environ 125 ns de trajectoire a lieu au niveau de 'angle Omega (encadré en rouge). Le rayon du cercle correspond

a la durée de la trajectoire et les valeurs d’angles correspondantes sont reportées sur le cercle. Les trajectoires

indépendantes sont séparées par les cercles noirs. La trajectoire 1 correspond aux premiéres 500 ns, la trajectoire

2 est entre 500 et 1000 ns et la trajectoire 3 est entre 1000 et 1500 ns.
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FI1GURE 4.6 — Distribution des valeurs d’angles adoptées par la liaison mannose a1-6. Le pic secondaire

autour des -60° pour ’angle omega est bien visible pour les deux trajectoires en présence d’acides sialiques (cadres

rouges).
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FIGURE 4.7 — Résultat de I’Umbrella Visualization sur les glycanes tétra-antennés sans acides sia-
liques et avec acides sialiques liés en a2-3, sur 20 000 structures. Les cadres rouges indiquent I’emplace-
ment des taches disparues avec la suppression de la trajectoire 1 du glycane tétra-antenné avec acides sialiques liés

en a2-3. La couleur des points des graphiques indique le taux d’occupation de la position pendant la trajectoire.

Afin d’appuyer ces premiers résultats par des informations de structure, nous avons utilisé
une approche de clustering menée conformément & la méthode employée avec les glycanes bi-
sectants. Les conformations majoritaires ont été déterminées sur un total de 15 000 structures

issues des trajectoires (5 000 structures par trajectoire).

Pour les trois types de glycanes, les conformations majoritaires sont en effet trés similaires et
montrent une conformation ou les branches sont éloignées les unes des autres, avec une branche
repliée contre le coeur du glycane (figure 4.8). Le bras «1-3 tend a rester étendu vers le solvant
tandis que le bras a1-6 replie 'une de ses branches contre le coeur du glycane. On observe éga-
lement que les acides sialiques liés en a2-6 sont repliés contre les branches du glycane, sous la
N-acétylglucosamine, contrairement aux acides sialiques liés en a2-3. Ces derniers sont ainsi plus

exposés au solvant, en particulier sur le bras a1-3.

Afin de visualiser la variation d’angle de 50° vers -60° observée sur la trajectoire du glycane
tétra-antenné avec acides sialiques en a2-3 (figure 4.4), le cluster majoritaire obtenu sur la tra-
jectoire 1 de ce glycane a été extrait a partir des 5000 structures correspondantes. La figure 4.9
permet d’observer la variation au niveau du bras a1-6 : la figure 4.9 A présente le cluster obtenu

sur cette trajectoire, la figure 4.9 B présente le cluster majoritaire sur la totalité des trois trajec-

63



CHAPITRE 4. CARACTERISATION DU COMPORTEMENT DYNAMIQUE DE
CHAINES SUCREES : DE LA CHAINE ISOLEE AUX GLYCOSAMINOGLYCANES

Tetra-antenné Tetra-antenné + acides sialiques Tetra-antenné + acides sialiques
44% (x2-3) 36% (r2-6) 45%

F1GURE 4.8 — Conformation majoritaire issue du clustering pour les trois types de glycanes. Les
conformations majoritaires des trois glycanes sont trés similaires avec les deux branches du bras al-3 étendues
vers le solvant. Le bras «1-6 tend & avoir une conformation qui rapproche une des branches du cceur du glycane.
Les conformations des deux types d’acides sialiques différent : les acides sialiques liés en «2-3 sont étendus vers
le solvant tandis que les acides sialiques liés en «2-6 sont repliés le long des branches. Les N-acétylglucosamines
sont en bleu, les mannoses en vert, les galactoses en jaune et les acides sialiques en violet, selon la nomenclature
SNFG.

toires. Sur cette derniére, 'une des branches du bras a1-6 est plus proche du coeur du glycane
et du fucose. La figure 4.9 C superpose les structures des deux panels précédents et montre les
orientations totalement différentes des branches du bras «1-6. Il est possible que des interactions
avec le fucose aient lieu, stabilisant cette conformation. En effet, au cours d’une étude sur la
conformation de ces glycanes, Harbison et al. [107] ont observé que ce monosaccharide pouvait
étre impliqué dans des liaisons hydrogénes avec les branches de glycanes bi-antennés. On pourrait
supposer ici que la présence du fucose stabilise sous certaines conditions, la position du bras a1-6

dans une conformation alternative.

La taille imposante des glycanes tétra-antennés implique une surface couverte plus importante
que celle associée & des glycanes plus communs comme les structures bi-antennées. Ici, les résul-
tats du clustering suggérent que ces glycanes adoptent principalement des structures étendues
et donc capables de couvrir une large surface. On peut supposer que le désordre de ces chaines
complexes et flexibles tend & réduire I'impact des acides sialiques sur les chaines tétra-antennées.
Le grand nombre de groupements polaires présents complexifie les interactions et déstabilise la
structure globale. Il est ainsi possible que les trajectoires obtenues ici ne représentent pas de

maniére exhaustive I’espace exploré par ces glycanes.

De plus, la version 2D de I’ Umbrella Visualization utilisée ici projette uniquement la position
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FIGURE 4.9 — Comparaison des conformations principales du glycane tétra-antenné avec acides sia-
liques liés en a2-3 obtenues sur la trajectoire 1 d’une part et sur I’ensemble des trois trajectoires
d’autre part. Le mannose central, le bras a1-6 et les branches associées sont représentés sous forme de batons
et le reste du glycane (coeur et bras al-3) en lignes. A : Conformation majoritaire issue de la trajectoire 1. B :
conformation majoritaire issue de ’ensemble des trajectoires pour ce glycane. C : Superposition des deux struc-
tures aprés alignement sur les atomes lourds du cceur du glycane. Alors que les deux branches du bras al1-3 se

superposent bien, le bras a1-6 présente une conformation principale différente sur la trajectoire 1.

des centres de masse des galactoses des branches du glycane. Ainsi, bien que les informations
apportées soient pertinentes en termes de surface explorée, les acides sialiques eux-mémes ne sont
pas pris en compte avec ce mode de projection. Or, les acides sialiques montrent des conforma-
tions par rapport au glycane trés variables en fonction de leur liaison au glycane. La liaison en
a2-6 plus longue permet a ces saccharides de se replier le long des branches du glycane, contrai-
rement & la liaison en «2-3. On peut donc supposer que le type de la liaison affecte I’étendue
de la surface couverte, méme si les régions explorées par les branches restent similaires. De plus,
plusieurs études ont rapporté l'augmentation de la proportion d’acides sialiques liés en «a2-3
dans un contexte pathologique [41,101,108-110] et considérant 'importance des acides sialiques
dans la régulation des fonctions protéiques, on peut supposer que la différence de conformation
due a cette liaison affecte les interactions entre une protéine d’intérét et ses partenaires. Il est
également possible que cette différence de conformation soit & l'origine de la stabilisation de la

conformation alternative du bras a1-6 en présence d’acides sialiques liés en «2-3.

Ces travaux focalisés sur les glycanes isolés nous ont permis de compléter les résultats précé-
demment obtenus avec des glycanes bi- et tri-antennés en présence ou non d’acides sialiques. Les
glycanes bi-antennés bisectants ayant été déja largement étudiés [101,103,105,107,111], nous nous
sommes concentrés principalement sur trois types de glycanes tétra-antennés. Nous montrons que
leur composition affecte peu la surface explorée. Cependant, I’existence d’une conformation stable
alternative du bras a1-6 sur le glycane tétra-antenné avec acides sialiques liés en a2-3 démontre

dans le cadre de notre échantillonnage l'influence de ces derniers. Considérant la nature trés
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flexible des chaines glycosylées de ces molécules, il semble néanmoins raisonnable d’envisager un
échantillonnage conformationnel plus exhaustif en générant d’autres trajectoires, éventuellement

a l'aide d’échanges de répliques.

4.3 Fibromoduline et chaines de keratan sulfate

Au sein de la MEC et a la surface des protéines constituant cette derniére, des glycanes com-
plexes et également des glycosaminoglycanes comme ceux portés par les SLRP sont présents.
Ces protéines font partie de la superfamille des protéines LRR (Leucine Rich Repeat, répétitions
riches en leucine) qui est caractérisée par des répétitions de 20 & 30 acides aminés comportant
de nombreuses leucines. Ces motifs répétés leur donnent une forme de solénoide courbé. La fi-
bromoduline, une SLRP comportant 11 LRR composés chacuns d’une vingtaine d’acides aminés,
posséde deux sites de liaison au collagéne (au niveau des LRR7 et 11) ainsi que 4 asparagines

glycosylées portant des chaines de keratan sulfate [112].

Afin de caractériser 'effet des chaines de keratan sulfate nous avons ajouté 4 chaines de gly-
cosylation & la fibromoduline et généré 64 ns de trajectoire de dynamique moléculaire & ’aide
des champs de forces Amber14 (description de la protéine) et GLYCAMO6 (description des gly-
canes). Nous avons choisi ces champs de force en raison de leur fiabilité et leur compatibilité pour
la simulation de protéines glycosylées. En paralléle, nous avons généré 80 ns de trajectoire avec
la fibromoduline sans glycanes en utilisant le champ de forces Amberl4. En raison de la grande
taille des systémes (en particulier la fibromoduline glycosylée), le temps de trajectoire que nous
avons pu obtenir est plus court que pour les glycanes isolés. Le nombre d’atomes de chacun des

systémes est répertorié dans la section 3.1.3.

La visualisation de la trajectoire du systéme portant les chaines de keratan sulfate permet
d’observer que sur les quatre chaines de glycosylation, deux se replient autour de la fibromoduline
et forment de nombreux points de contact avec la protéine. Plutét que de couvrir indifférem-
ment la surface protéique, ces glycanes se replient essentiellement autour de la face convexe de
la protéine et laissent la face concave accessible. Une partie de la chaine reste ainsi étendue vers
le solvant ou interagit avec une autre chaine de glycosylation proche. La figure 4.10 présente les

vues de chacune des faces du systéme protéique glycosylé en fin de la trajectoire.

Lorsque nous cherchons & caractériser plus précisément les contacts entre les chaines de gly-
cosaminoglycanes et la protéine, nous observons que les contacts au niveau de la chaine de
glycosylation n’impliquent pas tous les saccharides de la chaine mais seulement certains points

particuliers : les sulfates des N-acétyl glucosamine semblent étre & 'origine de ces contacts et
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FIGURE 4.10 — Repliement des chaines de glycosaminoglycanes autour de la fibromoduline. La protéine
est affichée sous forme de surface blanche. Les asparagines glycosylées sont colorées en cyan. Les glycosaminogly-
canes sont représentés en boule-batons. Durant la trajectoire, deux des quatre chaines (identifiées par les fleches
bleues et vertes) se replient autour de la protéine. Les clichés présentés (2 orientations différentes) correspondent

a la fin de la trajectoire de la dynamique moléculaire (t = 64 ns)

se placent a proximité d’acides aminés chargés positivement ou capables d’étre impliqués dans
des liaisons hydrogéne. La figure 4.11 illustre ces contacts ainsi que les acides aminés impliqués.
Plusieurs histidines et arginines sont localisées & proximité des groupements sulfates. Afin de
décrire ce repliement, nous avons identifié des résidus impliqués dans ces contacts et mesuré la
distance au cours de la trajectoire entre les centres de masse du sulfate et d’un résidu du points
de contact. Les résidus des points de contacts pour le glycane 1 (correspondant aux contacts de la
figure 4.11 A) sont deux asparagines. Pour le glycane 2 (figure 4.11 B), le premier résidu du point
de contact est une asparagine. Le second site est situé a la base d’une autre chaine de keratan
sulfate (figure 4.11 B2), nous avons donc mesuré la distance entre le centre de masse de 1'acide
sialique terminal du glycane 2 et une N-acétylglucosamine sulfatée de 'autre chaine. Les courbes
ainsi obtenues permettent de mettre en avant le rapprochement des saccharides de la protéine

(figure 4.6 et, en particulier dans le cas du point de contact 2 du glycane 1, une stabilisation de

la position du groupement sulfate et donc du saccharide associé.

La fibromoduline est une protéine impliquée dans la fibrillogenése du collagéne et capable de
s’y lier grace a deux sites de liaisons au niveau des LRR 7 et 11. Le LRR11 est défini comme
un site de haute affinité pour le collagéne et le LRR7 comme un site de basse affinité pour le
collagéne. Sur les 4 sites de glycosylation de la fibromoduline, 3 sont éloignés de ces régions. Le

glycane porté par le quatriéme s’enroule autour de la surface de la fibromoduline & proximité du
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FIGURE 4.11 — Détail des points de contacts des glycosaminoglycanes repliés sur la fibromoduline. Les
groupements sulfates du glycosaminoglycane sont impliqués dans des contacts avec des résidus polaires. Les acides
aminés proches des points de contact sont colorés en rouge sur la surface. A : Premier glycane replié, 'extrémité
de la chaine reste dirigée vers le solvant. Pour ce premier glycane, deux points de contacts (labels 1 et 2) ont été
identifiés et s’organisent autour de 2 groupements sulfate. B : Deuxiéme glycane replié, les groupements sulfates
du glycosaminoglycane sont impliqués dans des contacts avec des résidus polaires au niveau d’une boucle (label

1) et Vextrémité de la chaine de glycosaminoglycane rejoint une autre chaine au niveau du point de contact 2.
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FIGURE 4.12 — Distance au cours du temps entre les centres de masse des groupements sulfate et
des résidus des points de contact. La distance pour les deux sites du glycane 1 et le point de contact 1 du
glycane 2 a été mesurée entre un sulfate du GAG et une asparagine de la protéine. Le dernier point de contact
(glycane 2, site 2) correspond & un contact avec une autre chaine de glycosylation. La distance a été mesurée entre
I’acide sialique terminal du glycane 2 et une N-acétylglucosamine sulfatée de I'autre chaine. Dans tous les cas, la

diminution de la distance traduit le rapprochement entre la chaine de keratan sulfate et la protéine.
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LRRYT (figure 4.13). La proximité de la chaine de keratan sulfate avec ce LRR pourrait jouer un

role dans les interactions avec ce site de liaison au collagéne.

FIGURE 4.13 — Comparaison entre la position du premier glycane replié et le LRR7 de la fibromo-

duline. Les LRR7 et 11 sont colorés en vert, les asparagines glycosylées en cyan.

Le repliement des chaines de keratan sulfate observé ici montre que celles-ci sont capable a
la fois de couvrir une large surface de la protéine et également d’interagir entre elles. L’impor-
tance de la surface ainsi couverte et la taille de ces glycanes par rapport & la protéine illustre
I'importance des chaines de glycosaminoglycanes. D’aprés nos premiers résultats de dynamique
moléculaire, dans le cas de la fibromoduline, il semble que le keratan sulfate s’enroule principa-
lement autour de la face convexe de la protéine, laissant la face concave accessible au solvant ou

a tout autre type d’interation.

Ces premiers résultats montrent que, malgré la courte durée de la trajectoire, les chaines de
glycosaminoglycanes se replient trés vite sur la protéine et ce malgré leur grand taux de sul-
fatation. En effet, les groupements sulfates sont un élément clé de ’hydratation des matrices
extracellulaires et tendent & attirer les molécules d’eau. Ceci, ainsi que les contre-ions attirés par
les charges des glycosaminoglycanes, pourrait limiter ou influencer la conformation des chaines &
la surface de la protéine. Cependant, la présence d’interactions avec la protéine, en particulier a
proximité des sites de liaison au collagéne montre que les glycosaminoglycanes peuvent potentiel-

lement masquer une région clé de la surface protéique. Ces premiers résultats nous encouragent
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a poursuivre ces travaux avec des expériences supplémentaires afin d’étudier I'impact des glyco-
saminoglycanes sur les protéines de la matrice extracellulaire et d’étendre ces recherches, d'une
part en augmentant 1’échantillonnage de conformations sur la fibromoduline et d’autre part en

étendant ces recherches au lumicane, une autre SLRP étudiée au sein de 1'unité.

Les méthode de dynamique moléculaire nous ont ainsi permis de mettre en avant certains phé-
noménes dans la dynamique et la structure des glycanes isolés ou de la fibromoduline glycosylée.
Afin de caractériser les interactions entre les deux parties des systémes glycosylés, nous avons
également développé un nouvel outil dédié a la visualisation des interactions entre la surface

protéique et les glycosylations.
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Chapitre 5

Développement d’un nouvel outil de

visualisation intégré a UnityMol

5.1 Problématique liée & la représentation des chaines de glyco-

sylation

Les expériences de dynamique moléculaire menées durant la thése ont généré une grande
quantité de données qui doivent ensuite étre traitées et analysées. Les logiciels de visualisation
moléculaire sont des outils qui permettent de suivre et de visualiser les mouvements des molécules
d’intérét au cours des trajectoires de dynamique moléculaire. Les différents modes de représen-
tation des surfaces moléculaires, atomes et acides aminés permettent de mettre en évidence des
éléments de structure ou des interactions clés qui régissent le comportement de systémes mo-
léculaires. Développer des outils de visualisation spécifiques apparait ainsi comme un aspect
essentiel du processus de modélisation moléculaire. Un axe prépondérant de ce travail de thése a
consisté a développer une méthode de visualisation permettant d’évaluer au cours d’une trajec-

toire de dynamique moléculaire la totalité de la surface couverte par un glycane lié a une protéine.

L’outil développé et présenté dans ce chapitre se base sur une méthode mise en ceuvre précé-
demment au sein de 'unité MEDyC et qui permet d’obtenir une représentation 2D sous forme
de graphique de la flexibilité d’un glycane au cours d’une trajectoire. Cette méthode a permis
de mettre en avant I'influence des acides sialiques sur la flexibilité et la dynamique de glycanes
bi- et tri-antennés [17]. Cependant, cette méthode ne permettait pas de prendre en compte la
topologie des protéines ni de voir comment les glycanes I'impactent. C’est pourquoi nous nous
sommes inspirés de ce premier outil pour mettre en place une méthode de visualisation et un
mode de représentation avec le logiciel UnityMol qui permet de prendre en compte la surface

protéique. Grace a cet outil, nous voulons mettre en évidence I'influence des glycosylations sur
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la structure et la dynamique des protéines et de leurs interactions.

5.2 Adaptation de I’Umbrella Visualization & UnityMol

5.2.1 Présentation des éléments clés utilisés lors de I'implémentation

Pendant le développement de I’ Umbrella Visualization, nous avons utilisé de nombreux outils
proposés par le moteur Unity (présenté dans la section 3.2.3). Cette section détaille ceux que
nous avons utilisés afin d’implémenter I’ Umbrella Visualization dans UnityMol (logiciel présenté
dans la section 3.2.2). Nous avons ainsi pu recréer un systéme en 3 dimensions comportant un
plan et un axe de référence z permettant de collecter I'information désirée d’une maniére similaire
a celle de la version 2D (cf. section 3.2.1). Comme indiqué dans la section 3.2.3, chacun de ces
éléments ainsi que leurs propriétés sont accessibles et modifiables au travers de scripts en C# ou

Javascript.

GameObject

Les GameObjects sont les objets fondamentaux de Unity, auxquels différents composants
seront ajoutés. Un GameObject quel qu’il soit posséde toujours un composant de type Transform,
qui définit sa position et son orientation dans I'espace de la scéne. C’est le seul composant d’un
GameQObject qui ne peut pas étre retiré. En lui-méme, un GameObject n’a donc pas de fonctions
définies et c’est 'ajout d’autres composants tels que les lumiéres, caméras, volumes géométriques
ou textures qui lui donnent sa fonction et son apparence. Enfin, différents GameObjects peuvent

étre combinés et organisés pour former un modéle qui pourra étre instancié au besoin : un Prefab.

Prefab

Les Prefabs sont un outil dans Unity permettant le regroupement d’objets (GameQObjects) et
la définition de leurs propriétés individuelles. Ceci permet donc d’organiser plusieurs composants
les uns par rapport aux autres et de les instancier plusieurs fois en conservant cette organisation.
Il est possible de manipuler les instances du Prefab modéle de maniére indépendante et d’opérer
des modifications sur I’ensemble ou sous-partie des composants d’une instance individuelle, sans
modifier le modéle d’origine. Dans le cas de I’Umbrella Visualization, sauvegarder 1’ombre du
glycane se fait a 'aide d’'un Prefab composé d’une lumiére directionnelle, d’'une caméra et d’un
projecteur placés au dessus d’un plan, émulant ainsi un repére orthonormé. Ceci nous permet de
créer un ou plusieurs plans et de les placer puis les orienter indépendemment par rapport aux

différents glycanes étudiés.
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L’utilisation des Prefabs nous permet donc de définir un modéle capturant 'ombre d’un
glycane puis d’effectuer cette opération sur plusieurs glycanes de fagon identique sans répéter
toutes les opérations mais en orientant le modéle selon le glycane. L’information recherchée ici,

I’ombre du glycane sur le plan, est sauvegardée grace aux propriétés de la caméra et des textures.

Quaternion

Afin de s’adapter aux données chargées dans le logiciel, il est nécessaire de déplacer et pivoter
le plan du Prefab dans ’espace pour le positionner correctement sous le glycane. Les rotations
associées & ce positionnement sont stockées dans des objets en quatre dimensions (coordonnées
cartésiennes dans 'espace x, y z et un paramétre w qui caractérise la rotation autour du vecteur
définit par ces coordonnées) appelés Quaternions. Ces objets sont dédiés au calcul et stockage de
rotations qu’il est ensuite possible d’appliquer au Transform attaché au GameObject d’intérét.

Dans notre cas, ce GameObject est un Prefab.

Textures

Les textures sont des fichiers d’images qui sont appliqués a la surface des objets pour donner
a ceux-ci une surface colorée et / ou texturée. Les formats d’images supportés par Unity com-
prennent les formats classiques (BMP, TIF, TGA, JPG, PNG,...). Certains formats supportant
les calques (comme les PSD générés par le logiciel Photoshop) peuvent aussi étre utilisés comme
textures. Dans ce cas, les calques sont accessibles depuis Unity. Cependant, ces textures sont
aplaties au lancement du logiciel, donc ’accés aux calques de I'image n’est pas possible pendant
I’exécution du logiciel. La plupart des formats d’images supportés permettent de gérer la trans-

parence des pixels, sauf le format JPG.

Lorsque la texture est appliquée sur un objet, le mode d’enveloppement de cette texture défi-
nit la fagon dont elle est appliquée sur I'objet : le mode Repeat reproduit la texture & 'identique
plusieurs fois, donnant un effet de "carrelage" ; le mode Clamp répéte les pixels des bords de la
texture tout autour de 'objet. Ce dernier mode permet de n’afficher qu'une seule fois le motif

dans sa taille d’origine au centre d’une texture.

Différents types de textures existent, chacun avec leurs propres spécificités. Dans le cadre de
I’Umbrella Visualization, nous utilisons une Render Texture et deux Texture2D. La principale
différence entre ces deux types de texture est la capacité ou non & modifier ’apparence des pixels
depuis des scripts pendant l'exécution. Dans le cas d'une Render Texture, son apparence est
déterminée uniquement par la vue d’une caméra. Ses pixels ne peuvent donc pas étre modifiés

directement. Les Texture2D sont des textures classiques, modifiables & ’exécution.
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Pixels et canaux rgba

Les textures étant des images, elles sont donc composées de pixels. La couleur et 'opacité
de chacun de ces pixels sont définies par quatre canaux : r, g, b et a, pour red, green, blue et
alpha. Les trois premiers canaux permettent de définir la couleur du pixel et le dernier, alpha,
détermine ’opacité du pixel. Chacun de ces canaux est encodé dans un byte et peut donc prendre
une valeur entre 0 et 255, 0 signifiant que la couleur correspondante n’est pas représentée dans
le pixel. Pour le canal alpha, 0 signifie que le pixel est complétement transparent et 255 signifie
que le pixel est complétement opaque. Ceci permet donc de moduler a la fois la couleur et la
transparence des pixels de la texture pour lui donner 'aspect désiré. Ces canaux sont accessibles

et modifiables indépendamment les uns des autres a partir des scripts C#.

Il est ainsi possible de modifier 'apparence d’une texture de type Tezxture2D pendant 1'exé-
cution du programme et d’appliquer ces modifications en conséquence. Nous sommes ici princi-
palement intéressés par l'affichage de pixels en niveau de gris. Ceci est possible en appliquant
aux composants r, g et b une valeur identique. Ainsi, lorsque ces trois composants sont définis &
une valeur de 255, le pixel est blanc. Pour une valeur de 0, il est noir. Les valeurs intermédiaires

correspondent a 254 nuances de gris plus ou moins foncés.

Shaders

Les Shaders sont de courts programmes exécutés par la carte graphique d’un ordinateur.
Ils sont utilisés afin de pouvoir afficher les textures des objets, les reflets ou la réfraction de la

lumiére & leur surface, les ombres...

Projecteurs et caméras

Les caméras et projecteurs sont des objets permettant respectivement de capturer un point de
vue et de projeter une image pouvant prendre la forme d'une RenderTexture ou d’une Texture2D.
L’utilisation des Culling Masks et des Layers (définis ci-aprés) permettent de controler quels

objets sont capturés par la vue de la caméra et quels objets regoivent I'image du projecteur.

Calques et Culling masks

Les calques (Layers) permettent de regrouper les objets d’une scéne. Ils sont ensuite utilisés
par les lumiéres et les caméras pour illuminer ou afficher a I’écran des éléments en fonction de
leur présence ou non dans un calque. Sélectionner les calques qui seront illuminés ou affichés a
I’écran se fait en configurant le Culling mask des lumiéres et des caméras. Ce dernier paramétre

étant accessible depuis les scripts, il est possible de changer dynamiquement, & ’exécution du

76



CHAPITRE 5. DEVELOPPEMENT D’UN NOUVEL OUTIL DE VISUALISATION
INTEGRE A UNITYMOL

programme, les objets affectés par les lumiéres et les caméras. Il est ainsi possible d’utiliser ces

fonctions pour cacher ou montrer des éléments a 1'utilisateur sans avoir & supprimer un objet.

5.2.2 Implémentation de la méthodologie Umbrella Visualization au logiciel
UnityMol

Afin d’adapter I’Umbrella Visualization & UnityMol, nous avons traduit le principe de cette
méthode avec les outils proposés par Unity. Nous avons ensuite développé ce travail pour la lecture

de la trajectoire et la compilation des ombres sur toutes les structures issues de la trajectoire.

Premiéres tentatives

Dans un premier temps, nous avons essayé de récupérer 'ombre du glycane sur une seule
structure directement sur la surface de la protéine. Unity propose en effet 'utilisation de Light-
maps, un outil permettant de précalculer une ombre sur un objet puis de sauvegarder ’apparence
de la texture. Nous espérions ainsi pouvoir sauvegarder 'information voulue directement, sans

utiliser d’outil ou objet intermédiaire.

De plus, nous avons besoin des données de dynamique moléculaire chargées par 'utilisateur
pendant ’exécution, pour permettre la collecte et compilation des ombres pendant la lecture
d’une trajectoire. Or, 'utilisation des Lightmaps n’est pas possible pendant I’exécution du logiciel

et nous n’avons donc pas pu utiliser cette méthode.

Traduction du principe

Bien que le résultat de la premiére version de 1"Umbrella Visualization [17] donne un gra-
phique en deux dimensions, ’alignement du glycane s’opérait dans un espace en trois dimensions.
Nous avons donc conservé le repére orthonormé (O,x,y,z). Afin d’émuler ce repére, nous avons
construit un Prefab composé d’un plan, d’une caméra, d’une lumiére directionnelle et d’un pro-
jecteur. Le plan contient les axes (Ox,0z) de la version 2D de I’Umbrella Visualisation. L’axe
y est représenté par la lumiére directionnelle, placée au dessus du plan, perpendiculairement
& celui-ci. La caméra, placée au méme endroit que la lumiére directionnelle, permet de capter
I'ombre projetée sur le plan, la sauvegardant dans une RenderTexture. Finalement, un script en
C## intégré au Prefab controle les fonctions associées a chacun de ces éléments et permet de

lancer le processus d’analyse de fagon automatisée.

Les propriétés des Culling masks sont utilisées pour projeter 'ombre du glycane sur le plan
sans la lumiére principale de UnityMol, permettant & l'utilisateur de voir et de manipuler sa

molécule, sans que cela n’affecte cette ombre. De la méme maniére, cela permet de configurer
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la caméra du Prefab du plan orienté pour qu’elle sauvegarde uniquement l'image de I'ombre
sur le plan, sans influence parasite d’autres éléments du systéme étudié (surface de la protéine
traversant le plan, molécules d’eau,...). Afin de ne pas encombrer la visualisation, le plan est
masqué a l'utilisateur grace & un dernier Culling mask appliqué sur la caméra principale de

UnityMol qui définit la vue de I'utilisateur du logiciel.

Mise en place du Prefab

Le Prefab, une fois instancié, doit étre placé et orienté sous le glycane. Pour ce faire, c’est
I’asparagine portant une glycosylation qui est utilisée comme point de repére. Dans la premiére
version de I’Umbrella Visualization, le plan était orienté par rapport au cceur du glycane. Cette
partie du glycane est rigide [18] et 'utiliser comme axe Oy permet de ne considérer et projeter
sur le plan (Ox,0y) que le mouvement des branches du glycane. Cependant, dans le contexte
protéique, il est nécessaire de prendre en compte l'orientation du coeur du glycane par rapport
a la protéine. En effet, méme si le coeur du glycane est rigide, les structures pdb montrent qu’il
peut se plaquer le long de la surface protéique [62]|. C’est pourquoi le point de repére choisi pour
aligner et orienter le plan est ’asparagine portant la glycosylation. En prenant cet acide aminé
comme point de référence, il est ainsi possible de prendre en compte a la fois les mouvements
des branches et le degré d’inclinaison de la chaine de glycosylation par rapport a la surface de la
protéine. A I’heure actuelle, I’ Umbrella Visualization sélectionne uniquement la premiére aspa-

ragine glycosylée rencontrée a la lecture de la structure.

Les données de la structure chargée dans UnityMol permettent de détecter les résidus aspara-
gine dont ’amine terminale forme une liaison avec un sucre. Pour cet acide aminé, les coordonnées
du carbone alpha (noté C) et de 'atome d’azote (noté N) permettant la liaison glycosidique se-
ront sauvegardées et utilisées pour calculer les coordonnées d’un vecteur NC. Ces coordonnées
et ce vecteur nous permettent de déterminer la position et 'orientation du plan sous le glycane.
Le vecteur NC est en effet utilisé pour définir 'axe Oy du repére orthonormé (figure 5.1 A).
Choisir 'asparagine glycosylée comme point de repére permet de placer le plan de fagon relative-
ment indépendante du glycane, permettant de prendre en compte les variations d’inclinaison du
glycane sur la surface de la protéine. De plus, la présence du glycane sur 'asparagine nous assure
de son orientation globale vers le solvant et donc de la bonne orientation du plan par rapport au

glycane et a la surface de la protéine.

A Tlinitialisation du Prefab, aucune rotation n’est appliquée & ’ensemble des éléments, et la
normale au plan est donc un vecteur de coordonnées (0,1,0) (figure 5.1 B). La rotation entre

la normale du plan et le vecteur NC est calculée et stockée dans un Quaternion dédié (figure
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FiGURE 5.1 — Rotation et déplacement du plan par rapport a ’asparagine glycosylée. A : Les atomes
du carbone alpha de ’asparagine et de ’azote portant la liaison glycosydique permettent de définir un axe Oz,
normale d’un plan (Ox,0y). B : Le Prefab est composé d’un plan, d’une lumiére directionnelle, d’une caméra et
d’un projecteur. A l'initialisation du plan, la normale au plan est un vecteur vertical de coordonnées (0,1,0). C :
La normale au centre du plan est utilisée afin de calculer ’angle de rotation a appliquer au Prefab. D : La rotation
est appliquée au Prefab et le centre du plan est déplacé au niveau du carbone alpha de ’asparagine. E : L’ombre

du glycane est projetée sur le plan.

5.1 C). En utilisant la normale partant du plan du Prefab pour calculer la rotation, nous nous
assurons que le plan soit toujours correctement orienté dans la méme direction que 'asparagine,
de sorte que la caméra et le projecteur soient bien au dessus du glycane. L’étape suivante est de
déplacer et d’orienter le plan : le carbone alpha de l'asparagine sélectionnée est utilisé comme
point de repére. Ses coordonnées sont utilisées pour placer le centre du plan sur cet atome et la
rotation calculée a I’étape précédente est appliquée au Prefab (figure 5.1 D). Ces éléments une
fois positionnés et orientés, 'ombre du glycane peut étre projetée sur le plan, sauvegardée et

visualisée sur la surface de la protéine (figure 5.1 E).

La derniére étape est ensuite de configurer I'affichage des sucres : afin de simuler leur volume,
le mode de représentation en sphéres de van der Waals (figure 5.2) est utilisé pour le calcul de
I’ombre puis les atomes sont masqués pour n’afficher que leur ombre dans le champ de vision de

la caméra.

Structure fixe d’un fichier pdb simple

Dans un premier temps, nous avons cherché a collecter I’ombre du glycane sur une seule struc-
ture fixe (pdb, sans trajectoire). Le Prefab, une fois instancié et placé sous le glycane comme

expliqué auparavant, permet de sauvegarder I’ombre du glycane grace aux éléments qui le com-
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FI1GURE 5.2 — Représentation des atomes pour I’Umbrella Visualization. La surface de la protéine apparait
en blanc. Les atomes du glycane sont en couleurs : les atomes de carbone en vert, les atomes d’oxygéne en rouge
et les atomes d’hydrogéne en blanc. A : Représentation Hyperballs classique dans UnityMol. Les liens entre les
atomes sont bien visibles mais le volume des atomes n’est pas reflété. B : Représentation en sphéres de van der
Waals : les liens entre les atomes ne sont plus visibles, mais le volume occupé par les atomes est mieux représenté.
Cette représentation est utilisée afin d’évaluer la couverture du glycane pendant la trajectoire de dynamique

moléculaire.

posent : la lumiére directionnelle projette cette ombre sur le plan et la caméra capte cette image
et la sauvegarde dans la RenderTezture. La RenderTexture est ensuite utilisée dans le projecteur
afin d’afficher I'ombre du glycane sur la surface de la protéine. L’utilisation des calques tels que
définis précédemment permet de conserver uniquement l'information de 'ombre, sans influence
parasite des atomes ou de la surface de la protéine. Ces étapes sont résumées par le procédé

représenté par les fleches bleues sur la figure 5.4.

La figure 5.3 montre le résultat obtenu sur un glycane d’une structure unique du récepteur
a I'insuline porteur de deux glycosylations, extraite d'une trajectoire de dynamique moléculaire.
Ceci peut permettre de mettre en avant une structure particuliére ou une conformation repré-

sentative d’une trajectoire.

Ombre projetée

Surface de la protéine

FI1GURE 5.3 — Umbrella Visualization pour une seule structure. A : Ombre projetée sur la surface de la

protéine dans UnityMol. Le menu Sugar est visible sur la gauche. B : Détail de 'ombre projetée sur la surface.
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A partir de ce simple flux utilisant une seule texture, nous avons ensuite travaillé a développer
une méthode plus compléte permettant de lire et d’analyser les données d’une trajectoire de

dynamique moléculaire.

Lecture d’une trajectoire

Dans le cas de la lecture d’une trajectoire, nous devons conserver I'information de plusieurs
images afin de pouvoir les compiler et obtenir un cliché final statistiquement pertinent. La mé-

thode pour instancier, placer et orienter le Prefab reste la méme que celle décrite précédemment.

Dans ce cas, & chaque nouvelle image, la RenderTexture est transcrite en Texture2D afin de
pouvoir lire les pixels et détecter ceux faisant partie de I’ombre et une texture finale est ensuite
utilisée pour compiler les informations sur I’ensemble de la trajectoire. Ces trois textures (Ren-
derTexture, Texture2D et texture finale) doivent faire la méme taille en pixels afin de ne pas
perdre d’information au moment de la conversion. Sur la figure 5.4, les fléches violettes résument

ce procédé.

Le script présent dans le Prefab permet de créer un tableau d’entier a I'activation de I’ Umbrella
Visualization. La taille de ce tableau est définie par le nombre de pixels dans les textures utilisées
par le Prefab. De cette maniére, chaque case du tableau est associée & un pixel de la texture.
Pendant la lecture de la trajectoire, & chaque nouvelle image (cliché) affichée a I’écran, 'ombre
du glycane est capturée. Ainsi, pour chaque cliché, cette fonction va transférer les pixels de la
RenderTexture sur une Texture2D temporaire. Les pixels de cette derniére texture sont ensuite
lus un par un afin de détecter s’ils font partie de 'ombre du glycane pour I'image considérée :
lorsque c’est le cas, (c’est-a-dire si ce pixel n’est pas blanc), la valeur de la case correspondante
du tableau est augmentée de 1, comptant ainsi le nombre de fois qu’un pixel est masqué par le
glycane au cours de la trajectoire. Comme expliqué dans le paragraphe suivant, c’est ce tableau

une fois complété qui est utilisé pour déterminer ’apparence de la texture finale.

Au cours de la trajectoire de dynamique moléculaire, la protéine et le glycane se déplacent
dans ’espace. Afin de compenser ces mouvements, pour chaque cliché lu pendant la trajectoire
de dynamique moléculaire, le vecteur de I’asparagine est redéfini en fonction des coordonnées du
carbone alpha et de 'atome d’azote N pour ce cliché. Ce vecteur, appelé N én, est utilisé afin
de calculer la nouvelle rotation entre la normale du plan (Ox,0z) (définie par le NC du cliché
précédent), ou N C,,_1. La rotation depuis N Ch_1 vers NC,, est appliquée au Prefab permettant
ainsi de réorienter le Prefab pour chaque nouveau cliché de la trajectoire. La position du Prefab

est également modifiée en fonction de la nouvelle position du carbone alpha de I'asparagine étu-
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diée.

Bien que la protéine se déplace, la surface sur laquelle I’ombre est projetée se base uniquement
sur la structure pdb initiale et reste fixe durant la trajectoire. C’est pourquoi la position du
projecteur reste fixe tout au long du processus. Ainsi, le plan et la caméra traque les mouvements
de la protéine et du glycane dans I’espace pendant que le projecteur reste en position au dessus

de la surface et y projette les ombres captées.

Caméra + lumiére Projector

directionnelle
1 ombre ‘ l l

Render texture

F

«F

Mise a jour pendant
la lecture

Projection de la texture

w_’@L’“E

Conversion en Texture2D Compilation de Résultat
l'information

Structure de départ

FI1GURE 5.4 — Méthodes de projection en fonction des données a analyser. Les fleches bleues correspondent
a la méthode pour afficher ’analyse de structures seules (fichiers pdb). Les fléches violettes correspondent a la
méthode utilisée pour I'analyse de trajectoires de dynamique moléculaire. A : Structure de départ, le Prefab est
instancié et placé sous le plan. B : L’ombre projetée est sauvegardée par la camera dans la RenderTexture. C :
Cette texture est ensuite convertie en Texture2D afin détecter les pixels de l'ombre du glycane. D et E : Les
informations de I’ensemble des clichés sont compilées afin de déterminer I’apparence de la texture finale. Les zones
les plus souvent masquées pendant la trajectoire apparaissent en noir. F : Projection du résultat sur la surface
de la protéine. Pour une seule structure, la RenderTexture de I'étape B est projetée, pour une trajectoire, c’est le

résultat final obtenu aprés compilation des ombres de la trajectoire.

Compilation de I’information

A la fin de la lecture de la trajectoire, le tableau d’entiers nous permet donc de représenter le
nombre de fois qu’un pixel a été couvert par 'ombre du glycane. Plus la valeur contenue par la
case sera élevée, plus le pixel a été couvert pendant la trajectoire. L’étape suivante est donc de
représenter les pixels les plus souvent masqués par le glycane avec une teinte plus sombre. Cela
permet de conserver la représentation sous forme d’ombre, tout en mettant en valeur les régions

les plus impactées par le glycane.
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Premiére ombre Deuxiéme ombre Résultat

FI1GURE 5.5 — Méthode de compilation des ombres. A : Détection des pixels éclairés ou assombris par le
glycane. Au cours d’une trajectoire, le nombre de fois o un pixel est obscurci par le glycane est compté. La
valeur finale est utilisée a la fin de la lecture de la trajectoire pour déterminer la couleur du pixel associé. B :
Exemple avec deux clichés compilées a l'aide de méthode. Les pixels obcurcis une seule fois apparaissent en gris.

Ceux obscurcis sur les deux clichés apparaissent en noir.

Comme expliqué précédemment, les couleurs sont encodées sous forme de bits prenant une
valeur entre 0 et 255, 0 correspondant & ’absence totale d’une couleur. Afin d’obtenir un résultat
en niveau de gris, les composants r, g et b d’un pixel prennent la méme valeur, comme expliqué
dans le paragraphe 5.2.1. Le grand nombre de clichés pouvant dépasser largement la valeur de
255, les valeurs du tableau sont donc normalisées pour étre comprises entre 0 et 255. Cette valeur
est soustraite a la valeur maximale de 255 pour que les pixels ayant été obscurcis le plus souvent

apparaissent en noir (valeur proche de 0). Le calcul est donc le suivant :

Valeur de la case

Valeur du pizel = 255 — ( x 255)

Nombre de clichs

La valeur du pixel issue de ce calcul est un entier, obtenu aprés troncature du résultat. Ce
calcul est appliqué & chaque valeur du tableau et permet ainsi de définir 'apparence de tous les
pixels de la texture finale, comme résumé sur la figure 5.5. Cette texture est finalement utilisée

dans le projecteur du Prefab, permettant ainsi de la projeter sur la surface de la protéine.

Représentation et affichage du résultat

Une fois le Prefab placé et 'ombre capturée, cette derniére est projetée a la surface de la
protéine. Dans le cas d’un fichier pdb, une seule ombre est capturée et projetée. Lorsqu’une
trajectoire de dynamique moléculaire est chargée par 1'utilisateur, ’ombre de chacun des clichés
individuels est projetée successivement durant la lecture de la trajectoire. Une fois la lecture

terminée, c’est finalement le résultat compilé qui est affiché.

La surface des protéines est souvent irréguliére et peut présenter un aspect rugueux. La

topologie locale de la surface est ainsi un facteur qu’il peut étre important de prendre en compte
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Projecteur

T5%

FIGURE 5.6 — Atténuation de ’ombre en fonction de ’orientation de la surface et de la distance. A :
les normales & la surface représentées par des fléches en nuances de vert permettent de définir avec quelle intensité
la texture est projetée sur la surface. B : Visualisation de 'atténuation en fonction de la distance au projecteur.
En réduisant I'intensité de 'ombre sur les parties éloignées, nous évitons de surestimer I'impact du glycane sur

ces régions. La fléche verte donne la direction dans laquelle 'ombre est projetée (et donc atténuée).

pour ne pas surévaluer la couverture de zones orientées vers le solvant plutdt que vers le glycane.
Une option a donc été mise a disposition, permettant de moduler 'intensité de 'ombre projetée
en fonction de la distance et I'orientation de la surface par rapport au projecteur. Le Shader du
projecteur a été adapté. Ainsi, quand cette option est activée (voir section 5.2.3) pour chaque
point de la surface affecté par le projecteur, la normale a ce point est calculée et son orientation
définit 'intensité de 'image projetée. Si cette normale pointe directement vers le projecteur,
I'intensité de I'ombre est maximale. Si cette normale a une direction différente, I'image projetée
est atténuée (figure 5.6). L’intensité de 'ombre projetée est également modifiée selon la distance
de la surface au projecteur. En combinant cette propriété avec la prise en compte de ’orientation
de la surface, nous pouvons ainsi moduler I'intensité de I’ombre en fonction de la distance entre la
surface et le glycane, mais aussi en fonction de 'orientation de la surface. En plus de la projection
de l'information statistique projetée, nous pouvons ainsi prendre en compte les informations en

3D liées a la topologie de la surface protéique.

5.2.3 Intégration et rendu au sein de l’interface de UnityMol

Afin de rendre I’Umbrella Visualization accessible & tout types d’utilisateurs, nous ’avons

ensuite intégrée a l'interface du logiciel UnityMol.
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Affichage pour l’'utilisateur

Afin de permettre l'instanciation du Prefab et la lecture de la trajectoire, un bouton a été
ajouté dans le menu dédié aux sucres (Sugar, figure 5.7 A). En fonction des données chargées
dans UnityMol par I'utilisateur, deux types de réponse sont possibles : si un pdb seul est chargé,
le nombre de clichés de la trajectoire de dynamique moléculaire est défini & 0, le Prefab est
instancié et le résultat (une seule ombre) affiché directement. Si une trajectoire est chargée, la
réponse au clic permettra d’accéder aux fonctions qui controlent la lecture et la manipulation de
la trajectoire. Ainsi, le Prefab du plan est instancié et le nombre de s de la trajectoire est utilisé
pour la lecture de la trajectoire. Ces actions sont déclenchées automatiquement et ne nécessitent
pas d’autre information de la part de l'utilisateur. En effet, le script contenu dans le Prefab
dispose de toutes les fonctions permettant de gérer le calcul du résultat ainsi que les modes de

représentation des atomes, de la surface et du résultat (figure 5.7 B).

Ainsi, pour utiliser I’ Umbrella Visualization, un utilisateur quelconque peut simplement char-
ger ses données de dynamique moléculaire et accéder a I’Umbrella Visualization dans le menu
Sugar de UnityMol. Comme décrit précédemment, 'utilisation de calques et de Culling mask
permet de masquer le Prefab & I'utilisateur. Afin de permettre 'observation des mouvements
du glycane pendant la trajectoire, la Texture2D temporaire, utilisée pour détecter les pixels a
chaque cliché, est également utilisée dans le projecteur et affichée sur la surface de la protéine. A
la fin de la lecture de la trajectoire, la texture projetée est automatiquement modifiée pour faire

apparaitre le résultat final.

Une fois le calcul statistique terminé, un autre mode de visualisation est proposé : le mode en
courbes de niveau (Contour). Ce mode de représentation permet de simplifier 'ombre calculée au
cours de la trajectoire en définissant des zones bien délimitées. La figure 5.8 permet de comparer

les deux représentations.

Les différentes courbes de densité sont calculées en fonction de la valeur associée & chaque
pixel enregistré dans le tableau calculé dans la section 5.2.2. Ces paramétres pouvant prendre
une valeur entre 0 et 255, nous avons défini 8 intervalles, détaillés dans la table 5.1, ou seuils
de valeur qui permettent de créer ces délimitations. Conformément au calcul développé ici, les
valeurs les plus basses correspondent aux zones les plus souvent couvertes par le glycane pendant

la trajectoire.

Grace au mode de représentation en contours, la délimitation entre la zone impactée par le

glycane et le reste de la protéine apparait nettement, définissant clairement la zone d’influence
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FI1GURE 5.7 — Interface utilisateur de UnityMol. A : Dans le menu Sugar, les options de I’ Umbrella Visualiza-
tion sont disponibles directement. Le bouton Enable permet d’activer I’ Umbrella Visualization pour des structures
simples ou des trajectoires automatiquement. Le bouton Contour permet d’activer la représentation en contours
pour les résultats de trajectoire de dynamique moléculaire et enfin, 'option Save Result permet de sauvegarder
la texture finale dans un fichier jpeg. B : Schéma représentant les actions déclenchées par 'utilisateur au moment
du démarrage de I'Umbrella Visualisation. Le Prefab est instancié depuis le menu Sugar puis le script contenu

dans le Prefab controle les différents éléments impliqués dans le processus de compilation ainsi que ’affichage.

Intervalle 0-31 | 32-63 | 64-95 | 96-127 | 128-159 | 160-191 | 192-223 | 224-255
Valeur 7,g9,b 0 32 64 96 128 160 192 255

TABLE 5.1 — Tableau récapitulant les intervalles de valeurs r,g9,b des pixels pour la représentation en

courbes de niveaux. Plus la couleur est sombre plus le pixel est masqué par le glycane pendant la trajectoire.
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FIGURE 5.8 — Méthodes de représentation du résultat final. A : Représentation classique, les régions les

moins impactées par le glycane sont assez peu visibles, contrairement a la partie centrale de 'ombre, qui représente
les régions les plus souvent couvertes. B : Représentation en contours ou courbes de niveau : la délimitation de la

zone d’influence du glycane apparait bien plus nettement, méme dans les parties les moins souvent masquées.

du glycane. En présentant les résultats sous forme de courbes de niveau en fonction de l'intensité
de la couverture au cours de la trajectoire de dynamique moléculaire, nous espérons augmen-
ter la lisibilité des résultats obtenus & des fins d’illustration ou de communication et améliorer

Iidentification des résidus impactés par la présence de glycanes a la surface de la protéine.

Enfin, il est également possible pour 'utilisateur de sauvegarder la texture finale dans un
fichier jpeg séparé : les données de la texture finale peuvent ainsi étre sauvegardées trés facile-
ment. En complément de I'information structurale, I'information en deux dimensions reste donc
facilement disponible et peut étre utilisée, a des fins de comparaisons entre différentes trajectoires

par exemple.

Performances de 1’outil d’analyse implémenté

Afin d’évaluer le temps de calcul nécessaire a l'obtention des résultats, nous avons testé
I’Umbrella Visualization sur trois trajectoires de dynamique moléculaire du récepteur a l'insu-
line glycosylé. Nous avons utilisé une texture de 512 x 512 pixels et une structure de départ
(protéine + glycanes) comportant 26 030 atomes. Nous avons évalué le temps de calcul pour un

glycane sur une trajectoire comportant 250, 2 500 ou 10 000 clichés.

La figure 5.9 présente les résultats obtenus sur un glycane pour ces trois versions de la tra-
jectoire. La lecture et 'affichage du résultat a respectivement pris 30 secondes, 5 minutes et 25
minutes. Bien qu’utiliser une texture plus petite (256 x 256 pixels) nous ait permis de gagner un

peu de temps (18 minutes pour 10 000 clichés, soit un gain de temps de 28%), la principale limite
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10000 frames
dt = 25min

2500 frames
dt = 5min

250 frames 2500 frames 10000 frames
dt = 30s dt = 5min dt = 25min

FIGURE 5.9 — Résultats de I’Umbrella Visualization en fonction du nombre d’images combinées. A :
Résultats obtenus pour les différentes trajectoires. La texture projetée apparait en gris et noir sur la surface
de la protéine. Les zones bleues sont constituées de résidus basiques. Les régions rouges sont constituées de
résidus acides. Les régions vertes sont constituées de résidus polaires et les régions blanches, de résidus apolaires.
B : Textures projetées sur la surface plane correspondante. Les fleches rouges mettent en évidence des régions
masquées par le glycane qui ne sont pas visibles avec 250 images. Les temps de calculs dt nécessaires pour la

compilation et le rendu statistique sont également indiqués.

est le nombre d’atomes contenus par la structure. Ici, la protéine que nous avons utilisée comporte
un grand nombre d’atomes, la lecture de la structure et de la trajectoire nécessite donc plus de
ressources que pour un systéme plus petit. Cette méthode nous permet d’obtenir des résultats
significatifs dans une échelle de temps raisonnable, en particulier si 'on considére les semaines
de calculs qui peuvent étre nécessaires a I’obtention des données de dynamique moléculaire. De
plus, l'utilisation de I’ Umbrella Visualization ne nécessite pas le recours & un supercalculateur et

peut étre réalisée sur un ordinateur classique.

Ces trois résultats nous permettent également de mettre en exergue 'importance du choix
du nombre de clichés sur la trajectoire & analyser : bien que le résultat obtenu sur 250 clichés
(figure 5.9 A) permette déja de mettre en avant les plus grandes tendances conformationnelles
du glycane au cours de la trajectoire, le résultat obtenu sur 2 500 clichés nous permet de voir des
détails plus fins (figure 5.9 B). Finalement, le résultat obtenu sur 10 000 clichés (figure 5.9 C)
affine encore le rendu visuel, et certaines zones couvertes qui n’apparaissent pas lors de I’analyse

des 250 clichés sont alors mises en évidence.
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5.3 Application et utilisation de I’Umbrella Visualization pour

décrypter I'impact de la désialylation

Dans le cadre de I’étude de I'impact de la désialylation du récepteur a 'insuline, une premiére
étude de dynamique moléculaire a été réalisée, permettant de mettre en avant la variation de
flexibilité de glycanes en chaines isolées. Ces travaux ont permis de démontrer 'impact de 1'hy-
drolyse des acides sialiques sur les conformations préférentielles de glycanes bi- et tri-antennés.
Les méthodes de clustering ont mis en évidence qu’en présence d’acides sialiques, les glycanes
bi-antennés [17] (avec et sans fucose sur le cceur du glycane) adoptent préférentiellement une
conformation « Broken Wing », avec le bras al-6 du glycane replié contre le coeur. Sans acides
sialiques, ces glycanes adoptent majoritairement une conformation « Bird », avec les branches
étendues vers le solvant. L’ Umbrella Visualization a également permis de montrer que ’hydrolyse
des acides sialiques augmentent la surface explorée par les branches du glycane, traduisant ainsi

une hausse de la flexibilité.

Suite a ces travaux, nous avons effectué des expériences de dynamique moléculaire sur le ré-
cepteur a l'insuline glycosylé et y avons appliqué la méthode de I’ Umbrella Visualization présentée
dans la section précédente. Nous avons également extrait des trajectoires les conformations majo-
ritaires & l'aide de méthodes de clustering et comparé ces résultats a ceux fournis par I’ Umbrella
Visualization appliquée & 12 500 clichés issus de la trajectoire. Dans chacunes des simulations,
le récepteur & l'insuline porte deux glycanes; les glycanes bi-antennés sont appelés Gbl et Gb2

tandis que les glycanes tri-antennés sont appelés Gt1 et Gt2.

5.3.1 Comparaison de I’Umbrella Visualization avec d’autres méthodes

L’ Umbrella Visualization étant une méthode statistique qui permet de mettre en avant les
zones les plus couvertes dans la trajectoire, nous avons comparé les clusters majoritaires des
trajectoires & 'ombre obtenue sur la durée de toute la trajectoire. Dans tous les cas, le cluster
représentant la conformation la plus représentée correspond a la forme de 'ombre projetée sur
la surface de la protéine. L’information obtenue par I’Umbrella Visualization étant une informa-
tion statistique qui met en avant les conformations les plus représentées, ce résultat est attendu.
Cependant, cette méthode permet également de prendre en compte les conformations moins re-

présentées et les transitions entre les conformations, comme mis en évidence sur la figure 5.10.

Sur deux des trajectoires (récepteur + glycanes bi-antennés fucosylés et récepteur + glycanes
tri-antennés fucosylés), 'ombre projetée du glycane Gx1 reste assez ramassée et presque circulaire

(figure 5.11 A et B). Ce résultat peut s’expliquer par le fait que, au cours de la trajectoire, le
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FIGURE 5.10 — Comparaison entre les résultats de clustering et I’Umbrella Visualization. Sur les panels
A et B, le récepteur a 'insuline est représenté par la surface blanche sur laquelle est projeté le résultat de la
compilation des ombres extraites de la trajectoire de dynamique moléculaire d’un glycane bi-antenné en présence
d’acides sialiques. Le cercle rouge entoure la région de ’ombre projetée générée par les conformations intermédiaires
ou minoritaires. A : Projection sur la surface de la protéine, le glycane n’est pas affiché. B : Projection sur la
surface de la protéine, le glycane est ici représenté en sphéres de van der Waals (atomes d’hydrogéne masqués).
Sa conformation correspond a celle de la conformation majoritaire issue des résultats du clustering. C : Texture
projetée sur la surface de la protéine. D : Structure du glycane issue du cluster majoritaire en représentation
boules-batons. Les N-acétylglucosamines sont en bleu, les mannoses en vert, les galactoses en jaune et les acides

sialiques en violet, selon la nomenclature SNFG.
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glycane reste étendu vers le solvant et ne se couche pas sur la surface de la protéine. Cette
hypothése est d’ailleurs confirmée par les résultats du clustering, qui montrent que le noyau du
glycane est bien orienté vers le solvant (figure 5.11). La forme de 'ombre projetée et son étendue
réduite sont, dans ce cas, un indicateur de l'orientation du glycane par rapport a la surface de

la protéine et au solvant.

A

FIGURE 5.11 — Résultats du clustering des glycanes Gbl et Gtl. A et B : Conformation principale des
glycanes Gx1 bi- et tri-antenné avec fucose. Dans les deux cas, la branche «1-3 est étendue vers le solvant. Les N-
acétylglucosamines sont en bleu, les mannoses en vert et les galactoses en jaune, selon la nomenclature SNFG. C et
D : Ombre compilée pendant la trajectoire de dynamique moléculaire pour le glycane Gx1 bi- et tri-antenné avec
fucose. La forme globale presque circulaire de ’'ombre observée sur les deux types de glycanes traduit I’orientation

des chaines de glycosylation vers le solvant.

5.3.2 Comportement des glycanes bi-antennés

Nos résultats de clustering montrent que les glycanes bi-antennés adoptent principalement
une conformation en Broken Wing, a 'exception du glycane Gbl sur la structure sans acides
sialiques ni fucose qui adopte une conformation plus étendue (conformation Bird, figure 5.12)

Cette différence entre les conformations préférentielles pourrait étre liée a la présence de la
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FI1GURE 5.12 — Conformations majoritaires des glycanes bi-antennés. Tous les glycanes semblent adop-

fucose
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acides
sialiques

fucose
+ acides sialiques

BW

ter majoritairement une conformation Broken Wing (BW), sauf le glycane Gbl de la structure sans fucose ni
acides sialiques qui adopte une conformation avec les deux branches étendues, ou conformation Bird (B). Les
N-acétylglucosamines sont en bleu, les mannoses en vert, les galactoses en jaune et les acides sialiques en violet,

selon la nomenclature SNFG.

protéine qui favorise certaines conformations au dépend des autres. En effet, sur la plupart des
trajectoires, le glycane est couché le long de la surface de la protéine, ce qui peut contraindre
fortement les mouvements de sa chaine. La position du glycane peut étre liée & la formation
de liaisons hydrogéne avec un glutamate située prés du coeur du glycane. De la méme fagon,
plusieurs aspartates plus éloignés du noyau semblent pouvoir établir des liaisons hydrogénes avec
les branches du glycane. Ces acides aminés, situés autour du site de glycosylation, pourraient
ainsi favoriser certaines conformations du glycane, similaires & celles observées sur la figure 5.13
A et B. Ces exemples de structure correspondent au premier cluster obtenu pour les trajectoires

de dynamique moléculaire.

En terme de flexibilité, la plupart des glycanes semblent adopter plusieurs conformations
stables dans le cas des structures de bi-antennés avec fucose (figure 5.14). En l’absence d’acides
sialiques, la fluctuation du RMSD pour le glycane Gbl semble avoir une amplitude plus faible
qu’en présence d’acides sialiques (figure 5.14 1A et 1B). Ainsi 'ombre projetée obtenue par
I’Umbrella Visualization semble plus nette et la zone d’intensité maximale (parties les plus
sombres) de plus grande surface (figure 5.14 2A et 2B). En effet, pour un glycane trés flexible

explorant un vaste espace, la zone de forte couverture est restreinte a proximité du site de gly-
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FIGURE 5.13 — Présence de résidus acides accepteurs de liaisons hydrogéne a proximité du site de

glycosylation et pouvant influencer la conformation des glycanes. Le glutamate situé a proximité du site
de glycosylation est coloré en magenta. Les aspartates interagissant avec les branches des glycanes sont colorés en
rouge. L’asparagine glycosylée est colorée en bleu. Le panel A présente un exemple de conformation d’un glycane
bi-antenné et le panel B un exemple de conformation d’un glycane tri-antenné, sialylé et fucosylé. Ces exemples
sont issus des résultats de clustering. Les N-acétylglucosamines sont en bleu, les mannoses en vert, les galactoses

en jaune et les acides sialiques en violet, selon la nomenclature SNFG.
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cosylation tandis que les zones de faibles couvertures seront plus étendues. Dans le cas d’un
glycane stable, ’espace exploré étant faible, on s’attendra alors a ce que la zone de forte couver-
ture soit bien plus étendue et refléte cette conformation stable. De maniére similaire, le glycane
Gb2 semble osciller entre deux conformations lorsque les acides sialiques ne sont pas présents (fi-

gure 5.14 C) mais reste stable tout au long de la trajectoire lorsqu’ils sont présents (figure 5.14 D).

Sur les trajectoires de glycane bi-antenné sans fucose ni acides sialiques, 'ombre projetée
ainsi que les fluctuations du RMSD montre qu'une conformation particuliére prédomine (figure
5.15 1A et 2A pour le glycane Gbl1 et figure 5.15 1C et 2C pour le glycane Gb2). Pour le glycane
Gb1 sans acides sialiques, le glycane adopte aux environs des 140 ns la conformation la plus
représentée pendant la trajectoire. Pour le glycane Gb2 (figure 5.15 A), la conformation la plus

représentée est présente entre 75 et 215 ns (figure 5.15 1C).

En présence d’acides sialiques, les glycanes semblent gagner en flexibilité : le glycane Gbl en
particulier, oscille entre plusieurs conformations stables, séparées par des états de transitions plus
flexibles (figure 5.15 1B). Le glycane Gb2 semble stable jusqu’a environ 125 ns puis montre une
plus grande flexibilité sur toute la fin de la trajectoire (figure 5.15 1D), ce qui peut traduire une
plus grande flexibilité. L’ombre projetée est ainsi plus étendue, avec des zones de forte couvertures
moins étalées (5.15 2D).

5.3.3 Comportement des glycanes tri-antennés

Les résultats du clustering montrent que la conformation principale des glycanes tri-antennés
présente, dans la plupart des cas, une structure qui pourrait se rapprocher de la conformation
Bird des glycanes bi-antennés, avec notamment deux branches étendues loin du noyau du gly-
cane. Les deux glycanes portant & la fois des acides sialiques et un fucose différent et ont une

structure plus ramassée, avec les branches regroupées autour du noyau (figure 5.16).

Dans le cas des glycanes tri-antennés fucosylés, on observe sur les courbes de RMSD que le gly-
cane Gt1 semble plus flexible en I’absence d’acides sialiques, (passage par plusieurs conformations
différentes), qu’en leur présence, ot les fluctuations sont moins importantes et une conformation
majoritaire semble prédominer au cours de la trajectoire (figure 5.17 1A et 1B). Cela se traduit
par une ombre projetée sur la protéine plus étendue (figure 5.17 2B). Le glycane Gt2 montre
un comportement similaire, avec des fluctuations de plus forte intensité en ’absence d’acides
sialiques et une stabilisation du glycane autour des 100 ns en présence d’acides sialiques (respec-
tivement, figure 5.17 1C et 1D). Les ombres projetées sont ainsi similaires au cas du glycane Gtl,

avec une ombre présendant des zones de forte intensité réduite sans acides sialiques contre une
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FI1GURE 5.14 — Evaluation temporelle du RMSD des glycanes et résultats obtenus par application de
I’Umbrella Visualization pour les deux glycanes bi-antennés fucosylés sans et avec acides sialiques.
1A et 1B : Fluctuations du glycane Gb1 fucosylé sans et avec acides sialiques, respectivement. Les fluctuations
du glycane Gbl sont réduites en présence d’acides sialiques. 1C et 1D : Fluctuations du glycane Gb2 fucosylé
sans et avec acides sialiques, respectivement. Sans acides sialiques, le glycane oscille entre deux conformations. En
présence d’acides sialiques, le glycane reste stable tout au long de la trajectoire. 2A et 2B : Résultats obtenus
avec I'Umbrella Visualization pour le glycane Gbl fucosylé sans et avec acides sialiques, respectivement. La
diminution de 'amplitude des fluctuations se traduit par une zone de forte intensité plus étendue. 2C et 2D :
Résultats obtenus avec 'Umbrella Visualization pour le glycane Gb2 fucosylé sans et avec acides sialiques,
respectivement. De maniére similaire, la stabilisation de la conformation du glycane en présence d’acides sialiques

entraine une augmentation de la surface de la zone de forte intensité.
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FIGURE 5.15 — Evaluation temporelle du RMSD des glycanes et résultats obtenus par application
de I’Umbrella Visualization pour les deux glycanes bi-antennés non-fucosylés sans et avec acides
sialiques. 1A et 1B : Fluctuations du RMSD du glycane Gbl sans et avec acides sialiques, respectivement.
Sans acides sialiques, le glycane Gbl présente une conformation principale stabilisée & environ 140 ns. Avec acides
sialiques, le glycane oscille entre plusieurs conformations. 1C et 1D : Fluctuations du RMSD du glycane Gb2
sans et avec acides sialiques, respectivement. Sans acides sialiques, le glycane Gb2 oscille entre plusieurs états
stables, la conformation majoritaire étant située en 75 et 215 ns. Avec acides sialiques, le glycane est stable au
long de la trajectoire mais se déstabilise & partir d’environ 240 ns. 2A et 2B : Résultats obtenus avec 'Umbrella
Visualization pour le glycane Gbl sans et avec acides sialiques, respectivement. Dans les deux cas, les zones
de forte intensité reflétent les conformations majoritaires adoptées par le glycane. 2C et 2D : Résultats obtenus
avec 'Umbrella Visualization pour le glycane Gb2 sans et avec acides sialiques, respectivement. Sans acides
sialiques, la conformation majoritaire est clairement délimitée par la zone de forte intensité. En présence d’acides

sialiques, la zone couverte est plus dispersée, reflétant la perte de flexibilité.
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F1GURE 5.16 — Conformations majoritaires des glycanes tri-antennés. Les N-acétylglucosamines sont en

bleu, les mannoses en vert, les galactoses en jaune et les acides sialiques en violet, selon la nomenclature SNFG.

ombre plus intense traduisant le mouvement réduit des glycanes en présence d’acides sialiques

(respectivement, figure 5.17 2C et 2D).

En I’absence de fucose, les ombres projetées obtenues par application de I’ Umbrella Visualiza-
tion semblent plus étendue et moins intenses en ’absence d’acides sialiques. Pour le glycane Gt1,
on observe plusieurs transitions rapides sur la courbe de RMSD (figure 5.18 1A), suggérant des
oscillations entre deux conformations en I'absence d’acides sialiques. En présence d’acides sia-
liques, ces transitions sont moins rapides et 'amplitude des variations est plus faible (figure 5.18
1B). Pour le glycane Gt2, il semble toujours osciller entre plusieurs états en I’absence d’acides
sialiques (figure 5.18 1C). En présence d’acides sialiques, la chaine de glycosylation trés flexible
se stabilise dés 150 ns au cours de la trajectoire (figure 5.18 1D). Ceci se traduit donc par des
ombres aux zones trés sombres plus étendues en présence d’acides sialiques (figure 5.18 2B et

2D) qu’en leur absence (figure 5.18 2A et 2C).

Ces résultats montrent un impact des acides sialiques sur la flexibilité des glycanes bi- et tri-
antennés. Leur présence semble stabiliser la conformation des glycanes sur la protéine, conduisant
a l'apparition de zones de couvertures plus denses grace a I"Umbrella Visualization. Cependant,
sur les glycanes bi-antennés en absence de fucose, il semblerait que la présence des acides sia-
liques tende & augmenter la flexibilité des chaines de glycanes. Pour les glycanes tri-antennés,
les résultats de clustering suggérent que la présence simultanée d’acides sialiques et de fucose

entraine la présence de conformations plus compactes, avec des branches plus regroupées autour
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du coeur du glycane. D’autres études ont montré que le fucose avait une influence sur la structure
des glycanes [107,113]. Il est donc possible que ce saccharide puisse jouer un role supplémentaire

dans la flexibilité des glycanes.

Il est également intéressant de noter que, sur deux trajectoires (bi-antenné et tri-antenné
sans fucose ni acides sialiques), le glycane Gx1 (x étant b ou t) est étendu vers le solvant. Que
cette conformation n’apparaisse pas sur les autres trajectoires suggére que la présence d’acides

sialiques et / ou du fucose puisse contraindre le glycane a rester penché sur la protéine.

De maniére générale, les résultats obtenus par application de I’Umbrella Visualization et de
méthodes plus classiques comme les méthodes de clustering ou les mesures de RMSD se com-
plétent efficacement et ont permis de mettre en évidence les variations de flexibilité en fonction
de la composition des glycanes. Nous avons également pu voir que, dans le cas de chaines de
glycosylations tournées vers le solvant, la forme de 'ombre projetée est a la fois plus réduite
et circulaire que dans les autres cas, et la zone de forte couverture est de surface plus réduite.
Cette indication peut étre importante, étant donné le role des glycanes comme sites de liaisons
pour d’autres protéines telles que les lectines. L’information statistique apportée par 'applica-
tion de I’Umbrella Visualization montre une bonne corrélation avec les méthodes de clustering
et les mesures de RMSD en montrant 'impact des conformations majoritaires (zones les plus
couvertes donc plus sombres) et les états transitoires ou conformations mineures (zones plus
claires car moins couvertes). De plus, par son intégration a un logiciel de visualisation molécu-
laire, I’ Umbrella Visualization procure également une information visuelle claire et rapidement

compréhensible, aidant & I'interprétation des données.
Nous avons également pu voir que des acides aminés accepteurs de liaisons hydrogénes pour-

raient avoir un role stabilisateur des conformations préférentielles et influencer ainsi les zones

couvertes par le glycane pendant la trajectoire de dynamique moléculaire.
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FIGURE 5.17 — Evaluation temporelle du RMSD des glycanes et résultats obtenus par application de
I’Umbrella Visualization pour les deux glycanes tri-antennés fucosylés sans et avec acides sialiques.
1A et 1B : Fluctuations du RMSD du glycane Gtl fucosylé sans et avec acides sialiques, respectivement. Sans
acides sialiques, le glycane passe par plusieurs conformations. Avec acides sialiques, ’amplitude des fluctuations
diminue et le glycane reste stable au cours de la trajectoire. 1C et 1D : Fluctuations du RMSD du glycane
Gt2 fucosylé sans et avec acides sialiques, respectivement. Le comportement du glycane Gt2 est similaire & celui
du glycane Gtl, avec des fluctuations entre plusieurs états sans acides sialiques et une stabilisation en présence
d’acides sialiques. 2A et 2B : Résultats obtenus avec 'Umbrella Visualization pour le glycane Gt1 fucosylé sans
et avec acides sialiques, respectivement. La stabilisation du glycane en présence d’acides sialiques se traduit par
une zone de forte intensité plus étendue que sans acides sialiques. 2C et 2D : Résultats obtenus avec I'Umbrella
Visualization pour le glycane Gt2 fucosylé sans et avec acides sialiques, respectivement. De maniére similaire,

la stabilisation du glycane est visible sur le résultat de I’'Umbrella Visualization.
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FIGURE 5.18 — Evaluation temporelle du RMSD des glycanes et résultats obtenus par application
de I’Umbrella Visualization pour les deux glycanes tri-antennés non-fucosylés sans et avec acides
sialiques.1A et 1B : Fluctuations du RMSD du glycane Gtl sans et avec acides sialiques, respectivement.
Sans acides sialiques, le glycane Gt1 effectue beaucoup de transitions entre deux états. Avec les acides sialiques,
le glycane est plus stable. 1C et 1D : Fluctuations du RMSD du glycane Gt2 sans et avec acides sialiques,
respectivement. Sans acides sialiques, le glycane oscille entre plusieurs états. Avec acides sialiques, il se stabilise
fortement & environ 150 ns. 2A et 2B : Résultats obtenus avec 1’ Umbrella Visualization pour le glycane Gtl sans
et avec acides sialiques, respectivement. La zone de forte couverture est plus étendue en présence d’acides sialiques,
traduisant la relative stabilisation du glycane. 2C et 2D : Résultats obtenus avec I’'Umbrella Visualization
pour le glycane Gt2 sans et avec acides sialiques, respectivement. L’ombre projetée sans acides sialiques a une
forme relativement circulaire qui traduit la flexibilité du glycane. Avec acides sialiques, la zone de forte intensité

est plus étendue, correspondant & un glycane plus stable.

100



Chapitre 6

Discussion et conclusion

6.1 Caractérisation de la flexibilité et de la dynamique de chaines

sucrées

6.1.1 Propriétés intrinséques de glycanes isolés

Dans la continuité des travaux menés précédemment au sein de I'unité MEDyC, nous avons
poursuivi la caractérisation de I'influence des acides sialiques sur la dynamique et la flexibilité
des glycanes a travers la mise en place et ’analyse de trajectoires de dynamique moléculaire
appliquées a différentes chaines de glycanes isolées, & savoir deux glycanes bisectants et trois

glycanes tétra-antennés.

Les résultats obtenus sur les glycanes bisectants sont en accord avec les études précédentes
ayant montré que le bras a1-3 est contraint par la N-acétyl glucosamine bisectante. Ces glycanes
ayant largement été étudiés, nous n’avons généré que 500 ns de trajectoire. En effet, Harbison
et al [107] ont généré plus de 60 us de trajectoire sur ces glycanes et ont montré que les acides
sialiques n’affectent pas la conformation de ces derniers . Les résultats que nous avons obtenus
ont suggéré au contraire un impact des acides sialiques sur la flexibilité du bras a1-6. Cependant,
considérant la faible durée de nos trajectoires, il est probable que nous n’ayons accés qu’a un

échantillonnage incomplet, expliquant ainsi ces différences avec les travaux cités.

Outre leffet de taille associé aux glycanes tétra-antennés, nous avons également testé deux
types de liaisons différentes des acides sialiques : des liaisons en a2-3 et des liaisons en «2-6.
L’analyse des trajectoires associées aux glycanes tétra-antennés en présence d’acides sialiques
a permis de mettre en évidence deux types de conformations et dynamiques différentes selon

la nature de la liaison de ces derniers. Alors que les acides sialiques liés en «2-3 restent dans
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le prolongement de la branche du glycane, les acides sialiques liés en a2-6 se replient le long
de la branche qui les porte. La liaison «2-6 est plus longue, ce qui permet un tel repliement.
Or, plusieurs études ont montré le changement de ratio entre ces deux types de liaison dans le
cadre de pathologies telles que les cancers ou le diabéte de type 2 [108,110,114]. La différence
de conformation au niveau des acides sialiques implique trés certainement un déplacement de
la charge portée par ces monosaccharides et un encombrement stérique différent ; ces éléments
pourraient perturber les fonctions de la protéine et/ou son interaction avec ses partenaires. La
méthode en 2D de I’ Umbrella Visualization ne prend en compte que le centre de masse du dernier
résidu commun entre les différentes chaines avec ou sans acides sialiques (ici un galactose), c’est
pourquoi nos résultats ne permettent pas de voir si la surface couverte par les acides sialiques

varie en fonction de la nature de la liaison des types d’acides sialiques.

Comme présenté dans l'introduction de ce manuscrit, les travaux qui ont précédés et motivés
cette étude se sont principalement intéressés au récepteur a l'insuline et au diabéte. C’est aussi
dans le cadre du diabéte de type 2 qu'une étude de Dotz et al. [110] a montré que le ratio entre
les deux types de liaisons d’acides sialiques dans le glycome du plasma est modifié, avec une
augmentation de glycanes présentant la liaison «2-6 et une diminution de glycanes présentant
la liaison «2-3. En considérant & la fois le volume des acides sialiques et leur charge, il semble
raisonnable d’imaginer que la nature de la liaison influence les conformations préférentielles.
L’évaluation de I’énergie libre de la structure pourrait nous apporter de nouvelles informations
sur I'influence structurale de ces deux types de liaison des acides sialiques. La mise en ceuvre de
la nouvelle méthode de I’Umbrella Visualization en 3D sur de tels glycanes placés a la surface
du récepteur a l'insuline ou d’autres protéines d’intérét pourrait également nous permettre de
visualiser et décrypter 'impact de ces saccharides sur la surface protéique couverte en fonction
de leur liaison au glycane. Ainsi, étudier I'impact de ces liaisons pourrait aider & comprendre

leur role dans la régulation des fonctions protéiques dans le cadre de différentes pathologies.

Les résultats issus du clustering et des analyses par Umbrella Visualization 2D ont montré un
impact réduit des deux types d’acides sialiques sur la dynamique et la conformation des glycanes
tétra-antennés. Cependant, nous avons tout de méme observé une variation de la valeur de ’angle
omega de la liaison «1-6 sur une des trajectoires des glycanes avec acides sialiques liés en «2-3.
Ceci souléve la question du réle de ces derniers dans le processus de stabilisation de nouvelles
conformations. Par ailleurs, ayant déja observé sur les glycanes bi-antennés et tri-antennés un
impact variable des acides sialiques [17], il est possible que ces derniers aient peu ou pas d’effet
sur les structures tétra-antennées. Il est également possible qu’en raison de leur grande flexibilité,

ces structures ne puissent étre correctement décrites par 1 500 ns de trajectoire qui sont alors
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insuffisantes pour accéder a ’ensemble de 'espace exploré par ces glycanes. Ainsi, des études
supplémentaires devront étre menées pour améliorer ’échantillonnage conformationnel et ainsi
affiner les résultats relatifs a 'impact des acides sialiques dans la flexibilité et la dynamique des

glycanes.

6.1.2 Etude de l’interaction réciproque protéine / glycane

La trajectoire de dynamique moléculaire qui décrit la fibromoduline glycosylée nous a permis
d’observer le repliement de deux des quatre chaines de keratan sulfate portées par la protéine.
Bien que ces chaines couvrent une large surface sur la partie convexe de la protéine, les points
de contact direct avec la protéine sont localisés principalement autour des groupements sulfates

et I'une des chaines se replie sur le motif LRR7, qui est 'un des sites de liaison au collagéne.

On sait que les N-glycanes ramifiés interagissent avec des acides aminés proches du point
de glycosylation [113,115] : dans le cadre de cette étude, nous avons pu voir que les GAG sont
capables d’interagir avec des acides aminés a bien plus grande distance. Ainsi, la disposition des
points de contact loin du point de glycosylation ainsi que la longueur de la chaine de glycosyla-
tion ne nous ont pas permis d’utiliser I’ Umbrella Visualization telle que nous I'avons développée
au cours de ce travail de thése. D’autres méthodes doivent donc étre développées pour s’adapter
aux spécificités des structures de grande taille telles que les GAG. Une piste intéressante a suivre
pourra consister en la mesure du volume exclu a la surface de la protéine lorsque la chaine de

glycosaminoglycane se replie.

Bien que la trajectoire soit relativement courte en regard de la flexibilité des chaines de ke-
ratan sulfate, ces premiers travaux exploratoires nous permettent d’envisager des pistes d’études
intéressantes et relatives aux protéoglycanes de la MEC. Outre I’étude de la sulfatation ou la mo-
dification des conditions ioniques pour refléter les conditions cellulaires, I'utilisation de méthodes
comme 1’échange de répliques permettant d’obtenir un échantillonnage optimisé de structures
s’avére nécessaire et incontournable. Cela constitue malgré tout un matériel de départ nous per-

mettant des développements dans le domaine du graphisme moléculaire.

Plus généralement, les résultats de cette étude pourront servir de base afin d’étendre nos
travaux au lumicane. Ce dernier, un autre SLRP présent dans la MEC, appartient a la méme
classe de SLRP que la fibromoduline et posséde lui aussi 4 sites de glycosylation. Le lumicane
peut exister sous 4 états de glycosylation différents : un coeur protéique non glycosylé, un coeur

protéique portant des oligosaccharides, un cceur protéique portant des polylactosamine (keratan
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sulfate sans groupements sulfates), ou un cceur protéique portant des keratanes sulfates [94,116].
Dans le cadre des travaux de l'unité, le lumicane est étudié pour son rdéle dans la progression
tumorale [28|. En raison des nombreuses similarités entre la fibromoduline et cette protéine, les ré-

sultats obtenus sur la premiére pourront également étre étendus au second lors de futures études.

6.2 Apports et perspectives offerts grace a I'implémentation de

I’Umbrella Visualization sous UnityMol

L’ Umbrella Visualization a, dans un premier temps, été développée comme une méhode 2D
adaptée et dédiée a I’étude de la flexbilité de glycanes bi- et tri-antennés [17]. Bien que cette
méthode ait apporté des résultats originaux et pertinents, la nécessité de faire évoluer celle-ci
vers une approche tridimensionnelle qui permette d’intégrer la topologie de surface des protéines
s’est imposée. Nous avons ainsi traduit et transféré le principe de I’Umbrella Visualization sur
le logiciel UnityMol a I’aide d’un plan orienté, d’une lumiére, d’'une caméra et d’un projecteur.
Cette implémentation dans la plateforme UnityMol, nous a permis de mettre en place un outil
capable d’afficher sur la surface d’une protéine 'aire couverte par toute la chaine du glycane
au cours d’une trajectoire de dynamique moléculaire. L’'information extraite conserve 1’aspect
statistique de la version originelle 2D de I"Umbrella Visualization puisqu’il est possible de com-
piler les ombres individuelles de sorte que les régions les plus souvent couvertes par le glycane

apparaissent plus sombres que les zones moins couvertes.

L’utilisation de Unity nous a également permis d’implémenter et utiliser un mode de repré-
sentation en courbes de niveau qui délimite clairement des zones d’intensité sur I’ombre compilée.
En comparant ’aspect de 'ombre avec les structures de glycanes portés par le récepteur a l'in-
suline et issues d’analyses de clustering, nous avons démontré que les résultats issus des deux
méthodes sont corrélés et complémentaires. Cette adéquation semble logique puisque les mé-
thodes de clustering identifient les conformations les plus réccurentes, et qui par conséquent ont
un poids statistique plus élevé, au cours de la trajectoire de dynamique moléculaire. Il convient
de noter que I’Umbrella Visualization permet également de mettre en évidence les conformations
minoritaires ou intermédiaires et d’évaluer leur impact au méme titre que les conformations
majoritaires, reflétant plus précisément ’aspect dynamique des glycanes. La forme de 'ombre
compilée est liée au comportement du glycane par rapport & la protéine : lorsque ce dernier est
étendu vers le solvant, comme observé sur deux de nos trajectoires du récepteur & I'insuline gly-
cosylé (figure 5.11), 'ombre finale compilée est moins étendue et de forme circulaire, traduisant

I’extension du glycane dans une direction presque perpendiculaire et loin de la surface protéique.
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Afin de placer le prefab par rapport a la glycosylation, nous avons choisi I’asparagine portant
la glycosylation comme point de repére pour placer et orienter le plan sur lequel 'ombre du
glycane est projetée. Ce choix nous permet de prendre en compte l'inclinaison du glycane sur
la surface de la protéine. De plus, méme si 'asparagine glycosylée peut elle aussi se réorienter
pendant la trajectoire, la présence du glycane nous assure que cet acide aminé sera toujours
orienté vers le solvant. Cependant, ce choix pourrait mener a des approximations, liées & ’orien-
tation variable de cet acide aminé. Il serait ainsi judicieux de proposer d’autres solutions pour
placer et orienter le prefab, en l'alignant par exemple sur le plan tangent & la surface au point
de glycosylation. Cependant, calculer 'orientation de ce plan pourrait dépendre de la topologie

de la surface locale de la protéine et / ou de la taille de la surface considérée.

Les résultats obtenus au cours de nos travaux sur le récepteur a l’insuline suggérent cependant
que le point de repére choisi (asparagine glycosylée) reste relativement fiable, comme le montrent
la bonne concordance entre les résultats de I’Umbrella Visualization et les structures obtenues &

I’aide des méthodes de clustering.

Ici, la surface sur laquelle 'ombre du glycane est projetée correspond & la surface de la pre-
miére structure de la trajectoire de dynamique moléculaire et celle-ci ne varie pas pendant la
lecture de la trajectoire. Or, les protéines sont des objets dynamiques et la topologie de la surface
ainsi que les résidus exposés au solvant peuvent varier au cours de la trajectoire de dynamique
moléculaire. Ainsi, I'utilisation d’une surface statique comporte un biais qu’il faut prendre en
compte au moment d’interpréter les données. Une autre possibilité serait de calculer la surface
moyenne de la protéine au cours de la trajectoire, une méthode qui serait particuliérement adap-
tée aux protéines comme le récepteur a I'Insuline qui présentent peu de mouvements de grande

ampleur entre les domaines.

L’ Umbrella Visualization, couplée aux méthodes de clustering et aux mesures de RMSD, nous
a ainsi permis de caractériser le comportement dynamique de chaines de glycosylations isolées ou
portées par des protéines et d’illustrer leur impact dans le cas particulier du récepteur & l'insu-
line. Le principal avantage de I’ Umbrella Visualization est la simplicité de lecture de la méthode :
I'information compilée est directement visible sur la surface de la protéine et les fonctionnalités
ajoutées permettent de sauvegarder la texture projetée dans un fichier séparé et donc de compa-
rer les distributions obtenues sur plusieurs trajectoires. De plus, I'intégration de cet outil original
a l'interface de UnityMol démocratise son utilisation puisque seul le chargement des données

par l'utilisateur est nécessaire. Ces développements ont fait I'objet d’un article associé & une
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présentation de congrés international (BIBM 2018) [117]| et d’une publication dans le journal
Methods [118] (cf. annexes).

L’outil que nous proposons & l'issue des trois années de thése permet d’afficher sous une
forme clairement lisible la zone couverte par un glycane au cours d’une trajectoire de dynamique
moléculaire et de relier de fagon triviale I'information statistique (densité des zones couvertes) a
I'information de structure contenue dans la topologie de la protéine. Cette nouvelle version de
I’ Umbrella Visualization comble ainsi certains des défauts soulevés par 'utilisation de la version
précédente qui générait uniquement des graphiques de densité en deux dimensions. De plus, nous
prenons en compte avec cette nouvelle version la totalité de la structure du glycane et non plus

les centres de masse des extrémités des chaines de glycosylation.

Parmi les futurs développements possibles, nous listons ci-aprés ceux qui nous semblent les

plus pertinents.

Développement n°1 : extension de I’Umbrella Visualization a plus d’un glycane

La version actuelle de 1I’Umbrella Visualization sélectionne automatiquement uniquement
la premiére asparagine glycosylée présente sur la protéine & la lecture du fichier de structure
afin d’appliquer les calculs et d’afficher le résultat de la compilation statistique. L’utilisation
d’un Prefab dédié permettra d’appliquer indépendamment la méthode développée sur plusieurs

glycanes. Cependant, I'impact en terme de performances de calcul devra étre pris en compte.

Développement n°2 : ajout d’une fonction permettant de charger des résultats ob-

tenus précédemment

Les différents modes de représentation proposés avec I’Umbrella Visualization permettent
de générer des images claires décrivant le comportement du glycane au cours d’une trajectoire
de dynamique moléculaire. Bien qu’une option de sauvegarde de la texture du résultat final
sous forme de fichier d’image soit proposée, I’Umbrella Visualization ne permet pas de charger
directement un résultat préalablement sauvegardé et de D'afficher sur la surface protéique. La
trajectoire doit étre a nouveau lue pour que le résultat soit recalculé. Il nous semble pertinent
d’ajouter la possibilité de charger une texture sur un point de glycosylation choisi ; ceci simplifiera

I'utilisation de la méthode et offrira un gain de temps supplémentaire a 'utilisateur.
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Développement n°3 : extension de I’Umbrella Visualization a d’autres types de gly-

cosylations

La liaison glycosidique entre ’asparagine et le glycane est identifiée et permet de placer le plan
orienté sur lequel I’ensemble des projections est réalisé.Une extension du travail actuel pourrait
consister a étendre cette méthode & d’autres types de glycosylations, comme les O-glycosylations,
en ajoutant I'identification d’autres types de liaisons et résidus qui pourront étre utilisés comme
repéres afin de placer le Prefab. L' Umbrella Visualization pourra ainsi étre étendue a 1'étude
et la visualisation de modifications post-traductionnelles avec pour objectif ’évaluation de leur

impact sur la protéine.

Dans la section suivante, nous commentons les résultats associés a l'utilisation de I’ Umbrella

Visualization dans le cadre de 1’étude et la caractérisation du récepteur a I'insuline.

6.3 Désialylation du Reécepteur & l’insuline : pertinence de la
visualisation scientifique dans la compréhension des consé-

quences moléculaires associées

Les résultats obtenus sur le récepteur a I'insuline a 'aide de I’ Umbrella Visualization ont ainsi
permis de montrer la stabilisation des conformations de glycanes bi- et tri-antennés a la surface
de la protéine. Un glutamate localisé a proximité du site de glycosylation semble stabiliser la po-
sition du coeur du glycane tandis que des aspartates pourraient attirer les groupes des branches.
Les résultats de clustering et ’analyse des courbes de RMSD, couplés a I’Umbrella Visualization
ont permis d’observer les différences de flexbilité entre les glycanes en fonction de leur compo-
sition et état de sialylation. Ces résultats semblent en effet confirmer I'impact différentiel des

acides sialiques en fonction du nombre de branches et de I’état de sialylation du glycane.

Cependant, bien que le dimére du récepteur & l'insuline soit un homodimeére, la surface cou-
verte par les glycanes sur les deux sites homologues différe parfois. Par exemple, les glycanes Gb1
et Gb2 sur la trajectoire des bi-antennés avec acides sialiques n’ont pas le méme comportement :
la ou le glycane Gbl reste stable pendant la trajectoire, le glycane Gb2 gagne en stabilité &
environ 125 ns. On peut également citer les glycanes Gx1 (x étant b ou t) qui maintiennent leur
orientation en direction du solvant durant la trajectoire tandis que les glycanes correspondants
Gx2 se stabilisent sur la surface protéique. Au total, 250 ns de trajectoire ont été générées pour
chaque type de glycanes. Considérant la flexibilité des glycanes, il est fort probable que cette du-

rée de simulation ne permette pas un échantillonnage exhaustif et donc d’observer la totalité des
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conformations adoptées par les glycanes. Les variations observées entre les différentes trajectoires
pourraient dépendre de la conformation de départ et étendre la durée de simulation ou encore
considérer d’autres répliques permettraient de s’affranchir de ce biais. De maniére similaire, il est
possible que les deux glycanes Gx1 sur le site 893 sans acides sialiques ni fucose et restant étendus
vers le solvant puissent adopter une conformation similaire & ce qui est observé sur les autres
trajectoires et se replier le long de la surface protéique. La possibilité que les glycanes adoptent
une conformation stable vers le solvant pourrait également jouer un réle dans les interactions
avec les partenaires de la protéine tels que Neu-1. Il est important de noter également que le
site de glycosylation 893 est proche du point d’ancrage du récepteur a 'insuline & la membrane
plasmique. Le CRE dont fait partie Neu-1 étant situé au niveau de cette membrane, il est possible
que l'orientation des glycanes vers le solvant, comme observé sur nos trajectoires, puisse jouer

un role dans la reconnaissance entre Neu-1 et son substrat.

Il est important également de noter que la présence du fucose et des acides sialiques aug-
mente la surface couverte par le glycane au cours des trajectoires de dynamique moléculaire.
Ces deux saccharides sont impliqués dans la régulation des fonctions protéiques [108,119-121] et
leurs éventuelles interactions avec la surface de la protéine, stabilisant certaines conformations,
pourraient étre un des mécanismes impliqués dans les processus de régulation. Les résultats que
nous avons obtenus ont permis de montrer qu'un résidu glutamate et deux résidus aspartate a
proximité du site de glycosylation 893 jouent & priori un réle dans la conformation et la position
du glycane a la surface de la protéine. La charge et ’encombrement stérique lié aux acides sia-
liques et / ou au fucose pourraient perturber voir modifier les interactions avec ces acides aminés
et ainsi déplacer I’équilibre conformationnel du glycane qui interviendrait alors dans la mise en

place des interactions avec Neu-1.

Dans le cadre de ’étude que nous présentons, nous avons travaillé sur un dimére de l'ecto-
domaine du récepteur a U'insuline glycosylé sur un seul site. Or, le récepteur a l'insuline posséde
au total 18 points de glycosylation potentiels principalement présents sur sa région extracellu-
laire [12]. Considérant le volume important que peuvent représenter les glycanes sur une protéine,
visualiser 'impact de I’ensemble des points de glycosylation pourrait nous éclairer sur la surface
de la protéine qui reste accessible aux différents partenaires de la MEC. Le role des glycanes
dans la protection contre la dégradation des protéines est connu, ainsi que leur réle dans 1’échap-
pement au systéme immunitaire dans le cas des virus [122-124]. Les glycanes étant impliqués
dans des interactions avec les acides aminés proches du point de glycosylation [125], visualiser
leur impact sur la totalité d’une protéine pourrait aider & identifier les résidus impliqués dans

ces mécanismes de protection.
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6.4 Conclusion générale

Les travaux réalisés au cours de cette thése ont permis d’intégrer I’ Umbrella Visualization au
logiciel UnityMol. Grace aux fonctionnalités du moteur Unity et celles développées au sein du
logiciel, nous avons pu créer un nouvel outil d’analyse et de visualisation qui permet d’évaluer
visuellement et statistiquement I'impact d’un glycane sur la surface de la protéine. L’ Umbrella
Visualization permet ainsi de caractériser les interactions entre glycane et protéine et contri-
buera certainement a 1’élucidation des mécanismes de régulation liés aux glycanes. Les travaux
de dynamique moléculaire réalisés sur les glycanes en chaine isolée soulignent le role de la liaison
mannose a1-6 comme point de flexibilité clé du glycane et permettent d’illustrer la différence de
conformation des deux types d’acides sialiques étudiés. Dans tous les cas, la nécessité d’accéder
& un échantillonnage exhaustif des structures s’impose afin d’élucider le réle des glycosylations

dans les fonctions protéiques.

Les travaux réalisés sur deux protéines glycosylées (récepteur a I'insuline et fibromoduline) ont
permis d’illustrer les interactions entre protéine et glycanes. Dans le cas du récepteur a l'insuline,
nous identifions notamment quelques acides aminés de la protéine capables de contraindre la
conformation des glycanes. La courte trajectoire obtenue sur la fibromoduline portant des chaines
de keratan sulfate nous donne un premier apercu du comportement de ces chaines vis-a-vis de la
protéine et ces premiéres observations servent de base & une étude future plus poussée et détaillée
de I'impact des glycosaminoglycanes sur la structure et la dynamique des protéines de la matrice

extracellulaire.

109



CHAPITRE 6. DISCUSSION ET CONCLUSION

110



Annexes

111






Communications scientifiques

Présentations orales

— BIBM 2018, Madrid, Espagne, Décembre 2018 : New visualization of dynamical flexibility
of N-glycans : Umbrella Visualization in UnityMol

— JJCC 2018, Reims, France, Octobre 2018 : Umbrella Visualization : Visualization and
Analysis of Glycan chains in Molecular Dynamics Trajectories

— Journée Doctorale Transfrontaliére, Reims, France, Mars 2018 : DOGME : in silico De-
velOpments for the study of Glycosylation and post-translational modifications applied to
Extracellular Matrix proteins

— FElectronic Imaging 2018, Burlingame CA, USA, Janvier 2018 : ViDy, ViGly : Visualization
of dynamical flexibility of virtual N-Glycans on proteins.

— JOBIM 2017, Lille, France, Juillet 2017 : DOGME : in silico DevelOpments for the study of

Glycosylation and post-translational modifications applied to Extracellular Matriz proteins

Présentations poster

— MBE Conference, Manchester, United Kingdom, Juillet 2018 : DOGME : towards the
improvement of the atomic and molecular modelling of ECM proteins and components

— Journée VISION, Reims, France, Novembre 2017 : ViGly : Visualisation de la flexibilité
dynamique de N-glycanes liés aux protéines

— RCTGE 2017, Besangon, France, Juin 2017 : DOGME - DévelOppements in silico dé-
diés a Uétude des Glycosylations et modifications post-traductionnelles des protéines de la
Matrice Extracellulaire

— GGMM 2017, Reims, France, Mai 2017 : DOGME - DévelOppements in silico dédiés a
Uétude des Glycosylations et modifications post-traductionnelles des protéines de la Ma-

trice Extracellulaire

113



Publications

114



2018 IEEE International Conference on Bioinformatics and Biomedicine (BIBM)

New visualization of dynamical flexibility of
N-Glycans: Umbrella Visualization in UnityMol.

Camille Besancgon, Alexandre Guillot, Sébastien Blaise, Manuel Dauchez, Nicolas Belloy, Jessica Prévoteau-Jonquet,

Stéphanie Baud
Univ. of Reims Champagne-Ardenne, UMR CNRS 7369 MEDyC.
Reims, France
{firstname.last} @univ-reims.fr

Abstract—N-glycosylations play an important role in protein
functions and some alterations of glycosylation such as sialic-acid
hydrolysis are related to protein dysfunction. In vitro study of N-
glycans can be a challenging task because of the structural diver-
sity and the many reactive groups of the glycan chains. Molecular
dynamics is a useful tool and probably the only one in biology
able to overcome this problem and give access to conformational
informations through exhaustive sampling. To better decipher the
impact of N-glycans, we have to visualize their influence over time
on the protein structure. This is why we recently developed a new
2D graphical method called the Umbrella Visualization to assess,
as a density graph, the protein surface covered by glycans during
a molecular dynamics trajectory. Whereas this methodology
brought relevant informations related to the glycans intrinsic
flexibility and dynamics, we needed further developments in
order to integrate an accurate description of the protein topology
and its interactions. We propose here to transform this analysis
method into a visualization mode in UnityMol. UnityMol is a
molecular editor, viewer and prototyping platform, coded in C#
with the Unity3D game engine. The new representation of glycan
chains presented in this study takes into account both the main
positions adopted by each antenna of the glycan and the intensity
of their motions. The adapted Umbrella Visualization provides
invaluable informations about the protein surface shadowed by
the glycan antennas. Ultimately, the analysis of the collected data
allows us to discuss both the flexibility of the glycan (=ability
to explore distinct areas), and its stability (=ability to avoid
spreading from its main conformational state) and offers the
possibility of identifying the key elements in the protein/glycan
interactions.

Index Terms—Molecular modeling, visualization, UnityMol,
Unity3D

I. INTRODUCTION

In superior organisms, some cells like fibroblasts are able
to produce and secrete fibrous proteins and polysaccharides
that organize and form an environment called the extracellular
matrix (ECM) [1]. The animal ECM is divided into two main
elements. The basement membrane is a collection of proteins
organized in sheets to which cells are anchored, forming
epithelium. The interstitial matrix fills the space between
cells [2]. This environment provides a structural support to
cells because of its mechanical properties, contributing to
mechanisms such as cell migration [3].

The ECM is also a very dynamical environment that con-
tains many biologically active molecules such as enzymes
or degradation products of its components. These molecules
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are able to interact with the nearby cells through receptors,
mostly transmembrane proteins which are anchored to the
cellular membrane [4]. These proteins trigger molecular sig-
nals through the membrane, allowing cells to react to their
environment. Understanding how these signaling processes
take place and how cells are affected is essential in order to
deepen our understanding of the biochemical role of the ECM.

Transmembrane proteins, as well as proteins composing the
ECM, are modified after their synthesis by post-translational
processes. Glycosylation is an enzymatic maturation process
essential to the protein function, including ligand-receptor
affinity and dimerisation. This process involves the linking of
branched chains of saccharide residues on the protein surface.
More precisely, N-glycosylations are defined by the covalent
linking of a glycan chain on an asparagine amino-acid. These
chains can be composed of several types of saccharide residues
linked by a linear glycosydic linkage and arranged around a
common, rigid core with highly variable and flexible branches.
Because these chains are bulky, they have an impact on the
protein folding, helping it to adopt its fully functional 3D
structure. Glycosylations are also described as recognition
patterns for glycosylation binding proteins such as lectins
and are thus involved in signaling pathways. In pathological
contexts such as age-related diseases like cancers, diabetes or
cardiovascular diseases, alteration of the glycosylation patterns
affects the protein functions [5].

Glycans are very flexible because of the linear glycosidic
linkage between each saccharide residues [6]. They are also
very reactive structures because of the many hydroxyl groups
that compose saccharide residues. They are subject to a quick
degradation under experimental conditions. Cells usually used
in protein production and purification, such as E. coli, are
not able to synthesize glycan structures found in animal
organisms. For these reasons, studying glycosylations with
classical experimental methods is very difficult.

Molecular dynamics (MD) is a useful tool to overcome
this problem and give access to conformational information
through exhaustive sampling. MD methods use empirical
forcefields to describe molecules at the atomic level. Calcu-
lating motions with a high precisions is possible thanks to
the availability of heavy computational resources. Considering
the biological roles of glycosylations and their big impact



on protein function, understanding and deciphering protein
functions and regulations strongly motivates the integration
of glycosylations in in silico studies and the development of
tools dedicated to the study of MD simulations of glycosylated
proteins.

Our previous in silico studies conducted on the impact of
sialic acids on the structure of glycans has risen the lack of
tools dedicated to the field [7]. This study also initiated the
development of a method called the Umbrella Visualization.
The aim of this method is to evaluate the zone covered
by a glycan during a MD simulation. This representation
is a way to appreciate the relative flexibility of the glycan
during a simulation. Thanks to this method, we were able
to demonstrate, for the first time, the impact of sialic acids
on the flexibility of glycans. Since this study focused on
isolated glycans in water, the results of this first application
of the Umbrella Visualization were restricted to 2 dimensions
graphical representation.

We introduce the improvement of this method that now
takes into account the protein topology and the glycan motions
above the protein surface. The main goal is to fully understand
how a glycan will structurally impact the protein surface. The
dynamic information collected during a MD simulation should
help us identify the most impacted areas and understand which
parts of the protein will be accessible to other molecules such
as solvent molecules, hormones or even other proteins.

First, we will introduce the main tools already available in
order to study glycosylated proteins. Many of these tools focus
on the study of static, crystallographic structures. Visualization
tools such as PyMol [8] and VMD [9] integrate visualization
tools dedicated to the representation of glycan with the aim
of better understanding their conformations. We then present
UnityMol, developed with the video game engine Unity3D.
With this software, we were able to upgrade the Umbrella
Visualization from a 2D method generating density plot to
a tool allowing the visualization of the impact of glycans
onto a protein structure during a MD trajectory. This tool,
in conjunction with insights of experimental studies, could
help understand mechanisms involving N-glycans and design
in vitro experiments aimed at understanding their impact on
protein functions.

II. RELATED WORK
A. Glycosylation and Modelling

The first step needed to study glycosylated proteins is to
identify the glycosylation sites. Sometimes, the first saccha-
rides from a glycan are present on the .pdb structure files
available on the Protein Data Bank at www.rcsb.org [10]. This
can help identify some glycosylation sites but most of the
time, glycan structures are not available: because of their great
flexibility, glycans are not sufficiently ordered to be detected
by classical methods used to determine protein structures
such as X-ray crystallography [11]. It is thus necessary to
use prediction tools in order to identify the glycosylation
sites. Several tools are available as web-portals or standalone
programs [6], [12], [13].
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Before running MD simulation, it is useful to analyze and
understand the structure of glycosylated proteins. Some tools
can help identify conformational errors in structures [14],
[15] while others are dedicated to the study of the torsion
angles and saccharidic linkage [16]-[18]. Carbohydrates have
many hydroxyl groups. These groups are very reactive and can
interact with their surroundings. This is why it is also impor-
tant to understand how glycans will interact with the protein
residues. GlyVicinity [19] is a tool that statistically analyzes
the aminoacid closest to a chosen type of carbohydrates.

Once the glycosylation sites are identified, it is necessary
to build the glycan structure on the site of interest. Even
if the first saccharide residues are present in the .pdb file,
the remaining part of the glycan has to be reconstructed,
avoiding any aberrant structures or steric clashes with the
protein. SHAPE is a tool enabling a user to build any glycan
structure [20]. SHAPE also predicts several energetically-
favorable conformers using a genetic algorithm.

SWEET 1II on the glycosciences.de portal is another tool
that can be used to build a glycan structure [21]. This glycan
can then be used on the GlyProt page. GlyProt allows a user
to upload a .pdb file and add the glycan created with SWEET
II on one or more glycosylation sites [22]. Glycam-Web (
http://glycam.org/ ) and Charmm-gui with the Glycan-Reader
tool [23] are also web-servers allowing a user to build a
glycosylated-protein structure.

Very recently, the DoGlycan set of tools [24] was developed
in order to perform the same function with the Glycam
forcefield, which is dedicated to the study of carbohydrate
structures.

B. Visualization

Many of the main visualization softwares allow the visu-
alization of saccharides in all-atom representations such as
licorice, balls and sticks or van der Waals (VdW) sphere rep-
resentations. But, few of them propose ways of visualization
that highlight the positions and structures of glycosylation on
the proteins’ surface.

PyMOL which includes a plugin called Azahar [25] can
be used to build a glycan from a template list of saccharide
structures. The plugin adds three specific display modes aimed
at simplifying the representation of glycan structures: the
cartoon and wire representations show the cycles as non-flat
polygons linked by rods and the bead representation shows
each cycle as a sphere. This plugin also gives the possibility
to compute relevant structural values in order to analyze both
static structures or MD simulations.

With the 3D-SNFG plugin [26], the VMD software imple-
ments its own graphical representation based on the nomen-
clature developed in the 2nd edition of the Essentials of Gly-
cobiology textbook [27]. Each monosaccharide is represented
by a 3D object based on the corresponding symbol.

UnityMol, an open source platform developed with the

Unity3D engine (http://unity3d.com/) in C# language
[28] is dedicated to the visualization of biological
molecules and uses HyperBalls [29] visualization. In



the latest versions called SweetUnitymol, this software
integrates display modes and representations dedicated
to saccharides such as ribbons representation or the
possibility to color saccharide depending on the saccharide
nature. For each saccharide, the associated color is
determined by the symbol found in the SNFG nomenclature.

The tools described above offer different ways of building,
analyzing and visualizing a glycosylated-protein structure. It
is possible to have a workflow leading to the building of a
glycosylated system ready for MD simulations, such as the one
presented in [30]. However, the forcefields and nomenclatures
can differ between all these tools and portals, making it hard
to switch between them. Moreover, these tools are mostly
dedicated to the building of glycosylated protein systems and
the analysis of static, crystallographic structures. Even if there
is a possibility to obtain MD simulations data on glycans and
glycosylated proteins, there is a lack of tools dedicated to the
analysis of such trajectories.

III. BACKGROUND
A. 2D Umbrella Visualization

It is well known that sialic acids, charged saccharides
often found at the extremities of glycan chains, are involved
in protein function’s regulation [31]. Such mechanisms are
involved in diseases such as type 2 diabetes. To better un-
derstand the influence of sialic acid on protein’s function and
structure, a MD study on sialylated and non-sialylated glycan
chains: Trajectories for four glycan chains with two and three
branches, with and without sialic acids were computed [7]. The
starting carbohydrates structures were built using the Avogadro
software. 500ns of trajectories were generated with the OPLS-
AA forcefield and the Gromacs package 4.6.3. NPT ensemble
was used with a 310K temperature and 1 bar pressure.

~Z axis

X axis

PROTEIN SURFACE .
e y axis

Fig. 1. A) Schematic principle of the Umbrella Visualization: The glycan here
is shown in sticks representation and colored by residue type. The Umbrella
Representation considers the glycan acting as an umbrella over the protein
surface. B) Implementation of the Umbrella Visualization process: The glycan
is represented in sticks. The core of the Glycan, shown in green, is aligned
along the z axis thanks to vectors describing the core (red arrows). The center
of mass (red dots) of the last saccharide residue on the branches is projected on
the xy plane. The final result is a density plot reflecting the relative flexibility
of the glycan during a MD trajectory.

In order to plot and evaluate the relative flexibility of
glycan chains with and without sialic acids, the Umbrella
Visualization was developed. The Umbrella Representation
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considers the glycan acting as an umbrella protecting the
protein surface so that an hypothetical molecule would not be
able to interact directly with this part of the protein (Fig.1A).
The glycan is divided into vectors representing its different
components: Two vectors describe the glycan core. The other
vectors describe the branches of the glycan. The first step is
to measure the distance between the centers of mass of the
saccharide residues defining these vectors for every trajectory
step. This is done thanks to the Gromacs [32], [33] software
and the distance module. Files listing the coordinates of these
vectors during the simulation are generated and analyzed.

An in-house program reads those coordinates in order to
place the chain on an orthogonal coordinate system, with the
asparagine amino-acid at the glycan’s base set on the origin.
The two core vectors as described on Fig.1B, are used in order
to orient the glycan within this coordinate system. First, the
angle between the inner-core vector and the z-axis is calculated
so this core can be oriented along this axis. Then the angle
between the second vector and the x axis is calculated and
the glycan chain is rotated to make this vector coplanar with
the xz plan. Finally, the xy coordinates of the last common
saccharide residue for both type of glycans (sialylated and
non-sialylated) are written and displayed on a density graph.

The non-sialylated bi-antennary glycan showed increased
flexibility and explored a much larger region of the plot
compared to the sialylated bi-antennary glycan. Desialylation
impacted the tri-antennary glycan differently: only one of
the three branches showed a significant change in flexibility.
Though the influence of sialic acids varies depending on the
branching of the glycan, it is clear that sialic acids have an
impact on the flexibility and stability of glycosylation chains.
The Umbrella Visualization, combined with clustering meth-
ods and measurement of angles values during the trajectory,
was thus able to demonstrate this influence [7].

B. UnityMol

In order to better understand how glycans and sialylation
impact proteins, it was then decided to transform this 2D-
analysis method into a visualization method aimed at identi-
fying which regions of the protein surface are impacted by a
glycan during a MD trajectory.

For this purpose, we have decided to work with an exist-
ing open source software, UnityMol, to implement our new
functionality. Moreover, this would allow us to make our
visualization easier to use by integrating it into a software
already used by the community.

UnityMol is a molecular editor, viewer and prototyping
platform, coded in C# with the Unity3D game engine. It al-
ready has all the classic visualization modes used in molecular
modeling and is even able to automatically detect saccha-
ride residues in order to provide user-friendly visualization
modes dedicated to the representation and study of saccharide
chains. It also provides a plug-in allowing a user to read
MD trajectories. The main advantage of this software is the
Unity3D engine that makes it easy to work either with built-
in tools or by implementing new features. The wide use of
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Fig. 2. Unity workflow: The blue arrows describe the workflow to project only one frame. The purple arrows describe the workflow to project the shadow
from the whole simulation. A directional light project the glycan’s shadow over an oriented plane (A). This shadow is rendered into a render texture by a
camera (B) and either displayed on the surface for a static structure or, with a MD trajectory, converted into a Texture2D object (C). This object is read and
combined with the images from previous frames (D). All the results acquired along the MD simulation are merged together into a final Texture2D (E) object
which is then used in the projector, thus displaying it onto the protein surface (F).

this platform also warrants support from an active community
and provides many online resources and tutorials. This engine
supports many different platforms such as Android, Windows,
Linux or Mac platforms. Exporting the executable file for
these platform is done very simply at compilation, giving
access to these platforms while saving a great amount of
time by avoiding further developments. The Unity3D graphical
interface also displays a Game Mode that allows a user to run
its program without compiling it. This feature is especially
useful in order to rapidly and easily test adjustments brought
to the code. Unity3D is also known for being relatively user
friendly, partially thanks to its interface, but it is also important
to note that every parameters and components are accessible
via scripting in C# or javascript langages, making it a very
versatile tool. Thus, the UnityMol prototype developed with
this engine is easily modifiable and extensible and provides
every tool needed to implement the Umbrella Visualization.

IV. SYSTEM DESIGN

The aim of this work is to evaluate the covered protein
surface during a MD simulation by taking into account the
glycan’s motions and the protein topology. This enables the
display of the 3D structural information. First, the general
principle of the shadow projection is detailed. Then, a second
part will detail how the frames extracted from an entire
MD trajectory are combined together in order to obtain a
statistical information. Finally, we present a test-case from a
MD trajectory of a glycosylated protein.

A. General principle

One of the many advantages of the Unity3D engine is the
possibility to build prefabs that can be used for development
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purposes. Prefabs are assets storing GameObjects components
and setting their properties to a desired values. This way,
when the prefab is instantiated into a scene, the GameObjects
components are already positioned and oriented as desired.
Among these components, C# or Javascript scripts can be
assigned to a GameObject component and used in order to
dictate a behavior to this component. Moreover, prefabs are
very versatile: even if all the instances of a prefab will
share its properties and ensure a certain homogeneity between
the instances, individual instances are independently editable
and it is thus possible to change some individual properties
as needed. Building a prefab and assigning scripts to its
component is a good way to build a template for an asset
that would be instantiated several times into a Unity scene.

By using these built-in tools and components from the
Unity3D engine, we were able to design a UnityMol prefab
able to capture the glycan shadow and project it onto the
protein surface. This prefab is composed of a camera, a
projector and a directional light oriented perpendicular to a
flat mesh defining a plane (Fig.2A). These components are
organized together to project the shadow of a glycan on the
protein.

Cameras are also defined as GameObjects components and
can be used into prefabs. Cameras are usually used to capture
and display a view to the user but it can be useful to render
this view into a texture. To this end, a Render Texture can be
assigned to a camera. Unity3D also provides layers that allow
for lights and cameras to not illuminate or not render elements
from the layers defined in their respective “culling masks”.

The Projector prefab from the Unity3D “standard asset”
package allows a user to project a desired material or tex-
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Fig. 3. Results: The white surface is the protein surface. The glycan displayed on VAW mode. The dark-gray areas corresponds to the projected texture.
A): Starting structure used for the MD trajectory. The glycan is located near a shallow groove on the protein surface. B): Shadow of the glycan projected
on the protein surface on the starting structure. C): This conformation is extracted from the MD simulation and shows how the glycan is positioned on the
groove, in a conformation that looks like the starting structure. D): On this particular example, it is possible to see that, during this MD trajectory, the glycan’s
motions are mostly restricted to an area along a small groove on the protein surface. E) and F) show the glycan and the projected shadow over the groove
with the surface colored depending on the residues underneath. Blue patches are for basic residues, red patches are for acid residues, green patches are for

polar residues, white patches are for non-polar residues.

ture onto all objects intersecting its frustum. Projectors have
dedicated shaders in which the projected texture is assigned.

One of the many features of the Unity3D engine is the
possibility to quickly instantiate GameObjects of basic shapes
such as cubes, spheres or flat planes. As we need a flat
surface to project the glycan shadow, the prefab integrates a
plane positioned under the glycan. Different types of lights,
traditionally used to illuminate a scene, are also available on
the Unity3D engine. We want the glycan’s shadow size to be
independent from the light to plane distance, we thus use a
directional light. This type of light illuminates scenes with
parallel rays, similar to sun rays. The light’s orientation is
perpendicular to the plane’s surface, reproducing an orthogonal
space used to orient the glycan.

Once the shadow is displayed, we need to have a repre-
sentation mode that reflect the atomic volume of the glycan.
To this end, we use the VAW representation mode which is
based on the VAW radius, a theoretical value used to represent
the atom’s volume. In order to only display the shadow of
the glycan on the plane, the glycan atom’s mesh is set in
“shadow only” mode. Doing so makes this mesh also invisible
to UnityMol’s main camera but it is possible to copy the glycan
atoms mesh and set it on another layer in order to see the
shadow and the atoms at the same time with the prefab’s
camera ignoring the glycan mesh. Likewise, to prevent the
camera to capture parts of the surface passing through the
plane, the protein surface is set on a dedicated layer and a
culling mask on this layer is applied to the prefab’s camera.
This can happen often due to the irregularity of the protein
surface and the plane being close to the surface. This set-up is
able to save the glycan’s shadow into a render texture (Fig.2B).

Finally, the shadow-projector uses the texture generated by
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the prefab displaying the glycan shadow. This texture is then
projected onto the protein surface, highlighting parts of the
protein surface impacted by the glycan (Fig.2F). In order to
avoid displaying unnecessary elements to the UnityMol’s user,
the lit-plane prefab is set on another layer and a culling mask
is applied on this layer on UnityMol’s main camera and light.
This way, the plane is not visible to the user and only the
molecules are displayed on the screen. Doing so also prevent
the main light to interact with the lit plane prefab, which would
alter the glycan shadow. With a similar goal, the camera’s
and projector’s views are set on orthographic mode. With this
mode, 3D objects are represented in two dimensions by the
means of a parallel projection of the render texture’s pixels.
The picture projected on the protein surface will not vary with
the relative distance to the protein surface.

This workflow projects the glycan’s shadow onto the protein
surface for a static structure. However, this tool is dedicated
to the study of data extracted from MD. We have thus to take
into account the whole length of a MD trajectory.

B. Frame merging

MD trajectories can have several thousands of frames to
visualize and analyze. Our goal here is to provide a tool
allowing the user to understand the behavior of the glycan
during the whole trajectory to see which parts of the proteins
are more affected by the glycan. We have to combine or merge
the information from all the simulation frames and display the
result.

To this end, a script is included on the lit-plane prefab.
When the UnityMol program is started, an integer array is
created. The array size is defined by the number of pixels
of the final texture. When the simulation frames are loaded,
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Fig. 4. Results of the Umbrella Visualization on three MD samples. The flat textures projected onto the surfaces are shown as insets. A): Results extracted
from 250 frames. The overall tendency is already visible, highlighting the importance of the basic residues. B): Results extracted from 2500 frames. C):
Results extracted from 10000 frames. By increasing the number of frames used for the computation, the lower area (bottom red arrow) becomes more compact
and darker while a light spread zone (top red arrow) appears in the upper area. This clearly indicates that with a low amount of frames, the role of zones
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may be overestimated while others are missed. The dt label is the elapsed time during the calculation of these results.

for each frame, the prefab collects the glycan shadows and
saves it in a render texture (Fig.2C). the scripts converts this
render texture into a temporary Texture2D object in order to
read the pixels from this texture. Then, for each pixel, the
script will detect if the pixel is black (a shadow pixel) or not.
The corresponding element on the array will be incremented
by 1, thus counting the number of times where a pixel is
shadowed by the glycan during the trajectory (Fig.2D). After
having read all the frames, the array’s values for each pixel
are normalized. The higher the count, the darker the pixel will
be, allowing us to see what parts of the protein are most often
obscured by the glycan (Fig.2E). Pixels color are defined by
three components: r, g, b and a. These components determine
the final color of the pixel by adjusting the red, green and blue
hues (r, g and b). Using the values from the array, we are able
to define the r, g and b elements of the accumulation texture’s
pixels. Thus, throughout the trajectory, the accumulation of
the different positions of the glycan is visualized and at the
end of the trajectory, the distribution of the conformations of
the glycan is obtained.

C. Test case

The Fig.3 shows the result of the Umbrella Visualization
with only one frame displayed (A and B panels). The protein
surface is displayed in white while the glycan is in all-atom
representation. Each sphere corresponds to an atom from the
glycan (For clarity, the hydrogen atoms are not displayed). The
green spheres are carbon atoms, the red spheres are oxygen
atoms. Thanks to the VAW representation, the shadow size is
matching the volume of the glycan and helps approximate the
surface covered for this specific conformation. On the A and
B panels, the glycan is oriented above a shallow groove of
the protein. Such a conformation on a .pdb file could indicate
a preferential conformation due to favorable interactions with
the protein surface. To confirm or reject this hypothesis, we
ran a MD simulation of the insulin receptor ectodomain dimer
with one bi-antennary glycan per subunit. We used the OPLS-
AA forcefield and Gromacs in order to run a 500 nanoseconds
simulation using the NPT ensemble.

The C and D panels show the projected shadow on a 250
frames trajectory. Because we normalize the r, g, b values
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with the number of frames, the result is statistically relevant.
On this example, we can conclude that during most of the
trajectory, the glycan is extended above a shallow groove but
doesn’t explore the remaining part of the protein surface. This
could indicates that particular protein residues in this region
have favorable interactions with the saccharide residues of the
glycan, hence favoring this conformation. These results thus
corroborate the hypothesis made with the static structure. The
Fig.3E and F shows that the groove where the glycan stays
during most of the 250 frames is made by basic residues.
In order to investigate the nature of residues interacting with
the glycan, it is possible to apply a color scale corresponding
to the physico-chemical nature of residues located under the
surface. Thus, red, blue and green patches will show the
presence of acid, basic and charged residues, respectively.
The superimposition of this information and the shadow of
the glycan emphasizes what are the properties of the residues
below that interacts with the glycan. In the context of protein
/ protein interaction, this is a valuable information as charged
amino-acids can be involved. This could highlight how a
glycan will influence the protein / protein interaction. These
residue would be able to interact with the many hydroxyl
groups of the sugar residues, hence stabilizing the position of
the glycan in the groove. Considering the importance of basic
residues in protein function and interaction, such insight could
be valuable in order to understand the impact of glycosylation
on protein structure and function.

D. Performances

We tested this method on a protein system composed of
a dimer of the insulin receptor ectodomain with one glycan
per monomer. This corresponds to a number of 26.030 atoms,
without water molecules used to calculate the motions during
the trajectory. We worked with a 3.7GHz Intel Xeon W-
2145 CPU machine with 64Gb of DDR4 RAM and a 1
Nvidia GeForce GTX 1080Ti graphic card. This analysis of
10000 frames with the Umbrella Visualization method took
approximately 25 minutes, 5 minutes for 2500 frames and
30 seconds for 250 frames. We used 512 pixel wide texture.
Using a smaller texture allowed some time gain (18 minutes
for a 256 pixels wide texture). The main limitation is the



number of atoms contained in the structure. The dimer we
used here is a relatively large system, thus processing the data
for every frame of the simulation requires more computational
resources than a smaller system. In spite of that size, this
method still allowed us to process a significant number of
frames in a reasonable time. We then tested this method
on a higher, more significant number of frames. The Fig.4
displays the results we obtained for 250, 2500 frames and
10000 frames. As expected, more information is available
with a higher number of frames. Though the more prominent
conformations are already displayed on the 250 frames sample
(Fig.4A), the two other samples bring to light the impact of
less represented conformations (Fig.4B and Fig.4C). In every
case, the combined frames show that the glycan will have a
tendency to contact the patch of basic residues on the groove,
highlighting the possible role of this part of the protein in
stabilizing the glycan’s conformations.

V. DISCUSSION AND CONCLUDING REMARKS

The Umbrella Visualization is a new method of analysis
using a camera and a projector to project the shadow of a
glycan on the protein surface. Shadows rendering of the glycan
is done by counting the number of times a pixel is obscured
by the glycan and determining the color of the final texture
depending on this number.

We also wish to project the shadow corresponding to one
single frame over the protein surface in order to both have the
information given by the merged shadow and the information
given by individual conformations. Highlighting one frame
could help put into evidence rare events occurring during a
trajectory or a representative conformation, for demonstration
and illustration purposes.

The Umbrella Visualization brings structural information
about the impact of glycans, but doesn’t offer any quantifiable
value that would help evaluate more concretely the space
occupied by glycans. Howewer, the 2D graphical method
previously developed took the form of a density plot, giving
statistical informations but no structural information. Correlat-
ing the results of the 2D graphical method and the results of
the 3D visual method is a good way to provide quantifiable
data to support the visualization results.

As glycans are bulky, the space they explore and occupy
during a MD trajectory could also inform us on their influence
on molecular complex formation. We plan to add methods
to calculate values such as the occupied volume during the
trajectory.

Local topology such as groove, bulges or the presence of
other protein domains can also influence how this interaction
would take place. On this first version of the Umbrella
Visualization, the directional light is oriented perpendicularly
to the plane, reproducing an orthogonal space. This introduces
a bias into the results as it doesn’t reflect how another molecule
would approach a protein in order to interact or form a
complex. To correct this, we wish to allow the prefab to move
around the glycan, following a given position defined by the
user, and then visualize the results with this new orientation.
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Molecular modeling is a tool able to help designing in
vitro experiments. Molecular docking, for example, is used to
design new drugs thanks to its ability to test several molecules
without having to synthesize them. Identification of the key
interactions can further the understanding on how a drug
will interact with a protein and influence its function. In a
similar way, with the Umbrella Visualization, we wish to
provide a tool able to help the design of studies focused on
glycosylations. By highlighting which parts of the protein are
affected by glycans, it is possible to identify important protein
residues that could be mutated in order to understand their
impact on glycans and protein structure and dynamics.

At this time, the Umbrella Visualization is usable for the
study of one glycan at a time. Because some proteins are
heavily glycosylated, we will optimize this method to enable
the visualization and analysis of multi-glycosylated proteins.
This process heavily relies on the use of a prefab, so it is
possible to instantiate this object several times in the same
UnityMol session while applying transformations to compo-
nents of single instances of the prefab. Each instance of the
plane assigned to a glycan can thus be oriented accordingly.
The Umbrella Visualization method could help highlight how
glycans impact protein-protein interactions in biological con-
texts. For example, it was shown that the human coronavirus
NL63, a virus causing severe lower-respiratory-tract infections,
uses a glycan shield to protect surface epitopes from the host
immune system [34].

Among the methods used in molecular modeling, free-
energy calculations are used to characterized interactions be-
tween partners [35]: it is possible to evaluate the contribution
from each residue from both partners. It would be interest-
ing to combine the Umbrella Visualization with free-energy
calculation to highlight how the protein’s amino acids would
influence the glycan’s behaviour by favoring interactions with
the glycan’s hydroxyl groups. By displaying both the results of
such calculation and the results of the Umbrella Visualization
on the protein surface, it would be possible to correlate the
binding free energy with glycan’s motions.

At the moment, the surface receiving the shadow is based
on the initial .pdb file loaded in UnityMol and doesn’t change
during the course of the trajectory (reduced computational
work). Because proteins are also dynamical objects, it would
be interesting to implement a quicker surface calculation and
alter the surface shape for each frame. This would indicate
how the protein evolves and adapts to the glycan motions.
This could also impact the regions on which the shadow is
projected and thus better highlight the influence of the glycan
on the protein.

We tested this method on three MD trajectory sample of
250, 2500 and 10000 frames. We were able to see significant
results with smaller numbers of frames that allowed us to
highlight the main conformational tendencies of the glycan of
interest. The biggest samples showed more details and hinted
at less represented conformations. This shows that this method
has the potential to give informative results that could also
either help design in vitro experiments and / or corroborate



data from other calculation. As the ECM is a very dynamic
environment featuring heavily-glycosylated protein, we wish
to use this method on related studies. We have shown that
the insulin receptor’s function was altered by the hydrolysis
of sialic acids and that these saccharide [36] had an impact
on the flexibility of glycans [7], the next step would be to
investigate how this change in flexibility impacts the insulin
receptor function. By applying the Umbrella Visualization on
a glycosylated insulin receptor, we hope to highlight important
interactions involved in this mechanism.

To conclude, the work presented here is the development of
the Umbrella Visualization method in the UnityMol molecular
viewer. This method is dedicated to the study of glycosylated
proteins and emphasize hidden regions of the protein surface
inaccessible to other molecules, thus highligting the impact
of glycans on protein surfaces during the length of a MD
simulation trajectory. We wish to release this tool as a plugin
for the UnityMol software.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: N-glycosylation is a post-translational modification heavily impacting protein functions. Some alterations of

UnityMol glycosylation, such as sialic acid hydrolysis, are related to protein dysfunction. Because of their high flexibility

Unity and the many reactive groups of the glycan chains, studying glycans with in vitro methods is a challenging task.

Glycan flexibility Molecular dynamics is a useful tool and probably the only one in biology able to overcome this problem and

Covered surface . . . . . . . .

Molecular dynamics gives access to conformatlo‘nal 1‘nfor.mat1on th‘ro.ugh exhaustive .samplmg. To.better dec1p.her the 1mp.ac.t of N-
glycans, the analysis and visualization of their influence over time on protein structure is a prerequisite. We
developed the Umbrella Visualization, a graphical method that assigns the glycan intrinsic flexibility during a
molecular dynamics trajectory. The density plot generated by this method brought relevant informations re-
garding glycans dynamics and flexibility, but needs further development in order to integrate an accurate de-
scription of the protein topology and its interactions. We propose here to transform this analysis method into a
visualization mode in UnityMol. UnityMol is a molecular editor, viewer and prototyping platform, coded in C#.
The new representation of glycan chains presented in this study takes into account both the main positions
adopted by each antenna of a glycan and their statistical relevance. By displaying the collected data on the
protein surface, one is then able to investigate the protein/glycan interactions.

1. Introduction

In superior organisms, the extracellular matrix (ECM) is an en-
vironment embedding fibrous proteins, glycoproteins and poly-
saccharides synthesized and secreted by cells like fibroblasts [1]. In the
animal reign, the ECM is divided into two main components: the
basement membrane and the interstitial matrix. The basement mem-
brane is a combination of proteins forming sheets used to anchor epi-
thelial cells [2]. The interstitial matrix fills the space between cells [3].
Because of its mechanical properties, this environment provides struc-
tural support to cells and contributes to mechanisms such as cell mi-
gration or cancer metastasis.

The ECM is a very dynamical environment with ongoing remodel-
ling or degradation, making it a source of many active molecules.
Enzymes or matrix degradation products, i.e. matrikines [4], are able to
interact with the nearby cells through receptors, mostly transmembrane
proteins which are located at the cell surface [5-8]. These proteins
trigger molecular signals through the membrane, allowing cells to react
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to their environment. Understanding how these signaling processes take
place and how cells are affected is essential in order to deepen our
understanding of the biochemical role of the ECM. As an example, the
insulin receptor (IR) is a protein belonging to the class II tyrosine kinase
receptors family. IR is synthesized as a precursor of 210 kDa. The pro-
protein is cleaved into an a and a 8 subunits linked by a disulfide
bridge. The a subunit is extracellular while the § subunit contains an
extracellular part about 190 amino acids, a transmembrane helix and a
cytoplasmic domain. The mature receptor is present at the membrane as
a dimer with 2 o and 8 subunits. Transmembrane proteins, as well as
proteins composing the ECM, are modified after their synthesis by post-
translational processes. Glycosylation is an enzymatic maturation pro-
cess essential to the protein function, including ligand-receptor affinity
and dimerisation [9]. This process involves the attachment of branched
chains of saccharide residues on the protein surface. More precisely, N-
glycosylations are defined by the covalent linking of a glycan chain to
the amide nitrogen of asparagine predominantly at the sequons Asn-X-
Thr and Asn-X-Ser, where X is any amino acid but not proline [10]. In
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the IR, 18 potential N-glycosylation sites are identified (14 in a subunit
and 4 in § subunit). These chains are constituted of several types of
saccharide residues connected by a linear glycosydic linkage and ar-
ranged around a common, rigid core with highly variable and flexible
branches. N-glycans are classified into 3 types: high-mannose, complex
and hybrid types. High-mannose types are glycans only elongated with
mannose residues beyond the core structure. Complex types are ex-
tended with other monosaccharides. Hybrid glycans are bi/tri-an-
tennary glycans with one high-mannose branch and one or two complex
branches. Because these chains are bulky, they play an important role in
protein folding, helping it to adopt its fully functional 3D structure.
Glycosylations are sometimes bound by proteins, such as lectins [11],
and act as recognition patterns in signaling pathways. Alterations of the
glycosylation pattern are observed in pathological contexts and affect
the protein functions in diseases such as cancers, diabetes or cardio-
vascular diseases [12].

Glycans are higly flexible because of the linear glycosidic linkage
between each saccharide residues [13], granting them a high number of
degrees of freedom. They are also very reactive structures because of
the many hydroxyl groups composing these residues. Under experi-
mental conditions, they are subject to a quick degradation because of
this reactivity. Moreover, cells used in protein production and pur-
ification, such as E. coli, are not able to synthesize glycan structures
found in animal organisms. It is therefore very difficult to study gly-
cosylations with experimental methods.

Molecular dynamics (MD) is a useful tool to overcome this problem
and give access to conformational information. By using empirical
forcefields fitted on experimental observables, MD methods enable the
description of molecules at the atomic level. Heavy computational re-
sources and exhaustive sampling are used to calculate motions with a
high precision. Considering the crucial impact of glycans on protein
function, integrating glycosylations in in silico studies as well as de-
veloping tools dedicated to the study of MD simulations of glycosylated
proteins is a key point towards the understanding and deciphering of
protein function and regulation.

Our previous in silico studies investigating the impact of sialic acids
on glycan’s structure and dynamics brought to light the lack of tools
dedicated to glycan in the field [14]. This study was the beginning of
the development of the Umbrella Visualization method. This method
aims at evaluating the area covered by a glycan during a MD trajectory.

This representation helps appreciate the relative flexibility of the
glycan during the trajectory. This method demonstrated, for the first
time, the impact of sialic acids on the flexibility of glycan chains.
Because this study was focused on isolated, solvated glycan chains, the
results of this first application of the Umbrella Visualization were re-
stricted to a 2D graphical representation.

We present here the latest developments of this method. The
Umbrella Visualization now takes into account both the protein to-
pology and the glycan motions above the protein surface.

The main goal of this original and unique approach is to fully un-
derstand how a glycan moiety will structurally impact the protein
surface. The dynamic information collected during a MD simulation
should help identify the most impacted areas and understand which
parts of the protein would be accessible to other molecules such as
solvent molecules or even other proteins.

First, we report the main tools already available in the field of
glycosylated proteins. Many of these tools focus on the study of static,
crystallographic structures. Visualization softwares such as PyMol [15]
and VMD [16] integrate visualization tools dedicated to the re-
presentation of glycan with the aim of better understanding their con-
formations. We then present UnityMol, developed with the video game
engine Unity. Using this software, we upgraded the Umbrella Visuali-
zation from a 2D method giving results as density plots to an integrated
tool allowing the visualization of the impact of glycans onto a protein
structure during a MD trajectory. The Umbrella Visualization is fully
implemented in the UnityMol interface in order to provide a user-
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friendly, fully automated tool able to accommodate a wide variety of N-
glycan structures. We tested this method on a glycosylated insulin re-
ceptor and highlighted the differential impact of bi-antennary and tri-
antennary glycans on the protein.

This tool, in conjunction with insights of experimental studies, could
help understand mechanisms involving N-glycans and design in vitro
experiments aimed at understanding their impact on protein functions.

2. Related work
2.1. Glycosylation and modelling

The first step needed to study glycosylated proteins is to identify the
glycosylation sites. Most of the time, only the first saccharides from a
glycan are present on the .pdb structure files available on the Protein
Data Bank at www.rcsb.org[17]. This can help identify some glycosy-
lation sites but most of the time, glycan structures are not available:
because of their great flexibility, glycans are not sufficiently ordered to
be detected by classical methods used to determine protein structures
such as X-ray crystallography [18]. It is thus necessary to use prediction
tools in order to identify the glycosylation sites. Several tools are
available as web-portals or standalone programs [13,19,20].

Before running MD simulation, it is useful to analyze and under-
stand the structure of glycosylated proteins. Some tools can help
identify conformational errors in structures [21,22] while others are
dedicated to the study of the torsion angles and saccharidic linkage
[23-25]. Carbohydrates have many hydroxyl groups that are very re-
active and can interact with their surroundings. This is why it is also
important to understand how glycans will interact with the protein
residues. GlyVicinity [26] is a tool that statistically analyzes the amino
acids closest to a chosen type of carbohydrates.

Once the glycosylation sites are identified, it is necessary to build
the glycan structure on the site of interest. Even if the first saccharide
residues are present in the .pdb file, the remaining part of the glycan
has to be reconstructed, avoiding any aberrant structures or steric
clashes with the protein. SHAPE is a tool enabling a user to build any
glycan structure [27]. SHAPE also predicts several energetically-fa-
vorable conformers using a genetic algorithm.

SWEET II on the glycosciences.de portal is another tool that can be
used to build a glycan structure [28]. This glycan can then be used on
the GlyProt page. GlyProt allows a user to upload the .pdb file and add
the glycan created with SWEET II on one or more glycosylation sites
[29]. Glycam-Web (http://glycam.org/) and Charmm-gui with the
Glycan-Reader tool [30] are also web-servers including a builder
dedicated to glycosylated-protein structure.

Very recently, the DoGlycan set of tools [31] was developed in order
to perform the same function with the Glycam forcefield, which is
dedicated to the study of carbohydrate structures.

2.2. Visualization

Many of the main visualization software integrate the visualization
of saccharides in all-atom representations but are often limited to li-
corice, balls and sticks or van der Waals (VdW) sphere representations.
But, few of them propose ways of visualization that highlight the po-
sitions and structures of glycosylations on the proteins’ surface.

PyMOL includes a plugin called Azahar [32] which is able to build a
glycan from a template list of saccharide structures. The plugin adds
three specific display modes aimed at simplifying the representation of
glycan structures: the cartoon and wire representations show the cycles
as non-flat polygons linked by rods and the bead representation shows
each cycle as a sphere. This plugin also gives the possibility to compute
relevant structural values in order to analyze both static structures or
MD simulations.

With the 3D-SNFG plugin [33], the VMD software implements its
own graphical representation based on the nomenclature developed
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before the second edition of the Essentials of Glycobiology textbook
[34,35]. Each monosaccharide is represented by a 3D object based on
the corresponding symbol.

UnityMol, an open source platform developed with the Unity engine
(http://unity3d.com/) in C# language [36] is dedicated to the visua-
lization of biological molecules and uses HyperBalls [37] representa-
tion. In the latest versions called SweetUnitymol [38], this software
integrates display modes and representations dedicated to saccharides
such as ribbons representation or the possibility to color saccharide
depending on its nature: for each saccharide, the associated color is
determined by the symbol found in the SNFG nomenclature.

The tools described above offer different ways of building, analyzing
and visualizing a glycosylated-protein structure. Mazola et al. [39] in-
troduced a workflow leading to the building of a glycosylated system
ready for MD simulations. However, the forcefields and nomenclatures
can differ from one to another, making it hard to switch between them.
Moreover, these tools are mostly dedicated to the building of glycosy-
lated protein systems and the analysis of static, crystallographic struc-
tures. Despite the possibility to obtain MD simulations data on glycans
and glycosylated proteins, there is a lack of tools dedicated to the
analysis of such trajectories.

3. Background
3.1. 2D Umbrella Visualization

It is well known that sialic acids, charged saccharides often found at
the extremities of glycan chains, are involved in protein function’s
regulation [40] or dysfunctions such as in type 2 diabetes [41]. To
better understand the influence of sialic acid on protein’s function and
structure, a molecular dynamics study on sialylated and non-sialylated
glycan chains has been initiated. Trajectories for four glycan chains
were computed, with glycans bearing two and three branches, with and
without sialic acids [14]. For each system, the starting carbohydrates
structures were built using the Avogadro software. 500 ns of trajectories
were generated with the OPLS-AA forcefield and the Gromacs package
4.6.3. NPT ensemble was used with a 310K temperature and 1 bar
pressure.

In order to plot and evaluate the relative flexibility of glycan chains
with and without sialic acids, the Umbrella Visualization was devel-
oped. The Umbrella Representation considers the glycan acting as an
umbrella protecting the protein surface so that an hypothetical mole-
cule would not be able to interact directly with this part of the protein
(Fig. 1A). The glycan is divided into vectors representing its different
components: two vectors describe the glycan core. The other vectors
describe the branches of the glycan. The first step is to measure the
distance between the centers of mass of the saccharide residues defining
these vectors for every trajectory step. This is done thanks to the Gro-
macs [42,43] software and the distance module. Files listing the

PROTEIN SURFACE
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coordinates of these vectors during the simulation are generated and
analyzed.

An in-house program reads those coordinates in order to place the
chain on an orthogonal coordinate system, with the asparagine amino
acid at the glycan’s base set on the origin. The two core vectors as
described on Fig. 1B, are used in order to orient the glycan within this
coordinate system. First, the angle between the inner-core vector and
the z-axis is calculated so this core can be oriented along this axis. Then
the angle between the second vector and the x axis is calculated and the
glycan chain is rotated to make this vector coplanar with the xz plan.
Finally, the xy coordinates of the last common saccharide residue for
both types of glycans (sialylated and non-sialylated) are written and
displayed on a density graph.

The non-sialylated bi-antennary glycan showed increased flexibility
and explored a much larger region of the plot compared to the sialy-
lated bi-antennary glycan. Desialylation impacted the tri-antennary
glycan differently: only one of the three branches showed a significant
change in flexibility. Though the influence of sialic acids varies de-
pending on the branching of the glycan, it is clear that sialic acids have
an impact on the flexibility and stability of glycosylation chains. The
Umbrella Visualization, combined with clustering methods and mea-
surement of angles values during the trajectory, was thus able to de-
monstrate this influence [14].

3.2. UnityMol

In order to better understand how glycans and sialylation impact
proteins, it was then decided to transform this 2D-analysis method into
a visualization method aimed at identifying which regions of the pro-
tein surface are impacted by a glycan during a MD trajectory.

For this purpose, we have decided to work with an existing open
source software, UnityMol, to implement this new functionality. By
integrating the Umbrella Visualization to a software already used by the
scientific community, we hope to make it user-friendly and broadly
available.

As stated previously, UnityMol is a molecular editor, viewer and
prototyping platform, coded in C# with the Unity game engine. It al-
ready has all the classic visualization modes used in molecular mod-
eling and is even able to automatically detect saccharide residues in
order to provide user-friendly visualization modes dedicated to the
representation and study of saccharide chains. It also provides a plug-in
reading MD trajectories. The Unity engine makes it easy to work either
with built-in tools or to implement new features. The wide use of this
platform also warrants support from an active community and provides
online resources and tutorials. This engine supports different platforms
such as Android, Windows, Linux or Mac platforms. Exporting the ex-
ecutable file for these platforms is done at compilation, and saves a
great amount of time by avoiding further developments. The Unity
graphical interface also displays a Game Mode that allows a user to run

Fig. 1. A) Schematic principle of the Umbrella
Visualization: The glycan here is shown in sticks
representation and colored by residue type. The
Umbrella Representation considers the glycan
acting as an umbrella over the protein surface. B)
Implementation of the Umbrella Visualization
process: The glycan is represented in sticks. The
core of the Glycan, shown in green, is aligned
along the z axis thanks to vectors describing the
core (red arrows). The center of mass (red dots)
of the last saccharide residue on the branches is
projected on the xy plane. The final result is a
density plot reflecting the relative flexibility of
the glycan during a MD trajectory. (For inter-
pretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the web version
of this article.)

X axis
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its program without compiling it. This feature is especially useful in
order to rapidly and easily test adjustments brought to the code. Unity
is also known for being relatively user-friendly, partially thanks to its
interface, but it is also important to note that every parameters and
components are accessible via scripting in C# or Javascript languages,
making it a very versatile tool. Thus, the UnityMol prototype developed
with this engine is easily modifiable and extensible and provides the
means necessary for the implementation of the Umbrella Visualization.

4. System design

The aim of this implementation is to evaluate the covered protein
surface during a MD simulation by taking into account the glycan’s
motions and the protein topology. This enables the display of the 3D
structural information. First, the general principle of the shadow pro-
jection is detailed. The second part describes the method used to align
the plane under the glycan. Then the merging of the information ob-
tained from all the trajectory frames is explained. Finally, the mod-
ifications brought to the Unitymol interface in order to implement the
Umbrella Visualization are detailed.

4.1. General principle

One of the many advantages of the Unity engine is the possibility to
build prefabs that can be used for development purposes. Prefabs are
assets storing GameObjects components and setting their properties to
desired values. This way, when the prefab is instantiated into a scene,
the GameObjects components are already positioned and oriented as
desired. Among these components, C# or Javascript scripts can be as-
signed to a GameObject component and used in order to dictate a be-
havior to this component. Prefabs are very versatile: even if all the
instances of a prefab will share its properties and ensure a certain
homogeneity between the instances, individual instances are in-
dependently editable and it is thus possible to change some individual
properties as needed. Building a prefab and assigning scripts to its
component is a good way to build a template for an asset that would be
instantiated several times into a Unity scene.

By using these built-in tools and components from the Unity engine,
we designed a Unity prefab able to capture the glycan shadow and
project it onto the protein surface. This prefab is composed of a camera,
a projector and a directional light oriented perpendicular to a flat mesh
defining a plane (Fig. 2A). These components are organized together to
project the shadow of a glycan on the protein.

Cameras are also defined as GameObjects components and can be
used into prefabs. Cameras usually capture and display a view to the
user but can also render this view into a texture. To this end, a Render
Texture is assigned to a camera. Unity also provides layers that allow
for lights and cameras to not illuminate or not render elements from the
layers defined in their respective “culling masks”.

Directional light Projector
+ camera
1 simulation frame
Render texture
A «aF & ]
Update at
every frame
Starting structure Projecting the texture

Convert to Texture2D

Merging the
n simulation frames
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The Projector prefab from the Unity Standard Assets package pro-
jects a desired material or texture onto all objects intersecting its
frustum. Projectors have dedicated shaders in which the projected tex-
ture is assigned.

One of the many features of the Unity engine is the possibility to
quickly instantiate GameObjects of basic shapes such as cubes, spheres
or flat planes. As we need a flat surface to project the glycan shadow,
the prefab integrates a plane positioned under the glycan. Different
types of lights, traditionally used to illuminate a scene, are also avail-
able on the Unity engine. As glycan’s shadow size must be independent
from the light to plane distance, we thus use a directional light. This
type of light illuminates scenes with parallel rays, similar to sun rays.
The light’s orientation is perpendicular to the plane’s surface, re-
producing an orthogonal space used to orient the glycan.

Once the shadow is displayed, the VAW representation mode has
been used in order to reflect the atomic volume of the glycan. The VdW
representation mode is based on the VAW radius, a theoretical value
representing the atom’s volume. In order to only display the shadow of
the glycan on the plane, the glycan atom’s mesh is set to Shadow Only
mode. Doing so makes this mesh also invisible to UnityMol’s main
camera but it is possible to copy the glycan atoms mesh and set it on
another layer in order to see the shadow and the atoms at the same time
with the prefab’s camera ignoring the glycan mesh. Likewise, to prevent
the camera to capture parts of the surface going through the plane, the
protein surface is set on a dedicated layer and a ”culling mask” on this
layer is applied to the prefab’s camera. This is often due to the irre-
gularity of the protein surface and the plane being close to the surface.
This set-up is able to save the glycan’s shadow into a render texture
(Fig. 2B).

Finally, the shadow-projector uses the texture generated by the
prefab displaying the glycan shadow. This texture is then projected onto
the protein surface, highlighting parts of the protein surface impacted
by the glycan (Fig. 2F). In order to avoid displaying unnecessary ele-
ments to the UnityMol’s user, the lit-plane prefab is set on another layer
and a culling mask is applied on this layer on UnityMol’s main camera
and light. The plane is thus not visible to the user and only the mole-
cules are displayed on the screen. Using a layer dedicated to the pre-
fab’s elements also prevents the main light to interact with the lit plane
prefab, which would alter the glycan shadow.

With a similar goal, the camera’s and projector’s views are set on
orthographic mode. With this mode, 3D objects are represented in two
dimensions by the means of a parallel projection of the render texture’s
pixels. The picture projected on the protein surface will not vary with
the relative distance to the protein surface. This workflow projects the
glycan’s shadow onto the protein surface for a static structure.
However, this tool is dedicated to the study of data extracted from MD.
We have thus to take into account the whole length of a MD trajectory,
as described in Section 4.3.

Fig. 2. Unity workflow: The blue arrows describe the
workflow to project only one frame. The purple ar-
rows describe the workflow to project the shadow
processed from the whole simulation. A directional
light projects the glycan’s shadow over an oriented
plane (A). This shadow is rendered into a render
texture by a camera (B) and either displayed on the
surface for a static structure or, with a MD trajectory,
converted into a Texture2D object (C). This object is
read and combined with the images from previous
frames (D). All the results acquired along the MD
simulation are merged together into a final
Texture2D (E) object which is then used in the pro-
jector, thus displaying it onto the protein surface (F).
(For interpretation of the references to colour in this
figure legend, the reader is referred to the web ver-
sion of this article.)

Current texture
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4.2. Orienting the prefab

Whereas the 2D Umbrella Visualization aligned the glycan core
along the z axis in order to evaluate the branches’ motions, in UnityMol
we use the glycosylated asparagine residue as a reference point to place
and orient the lit plane prefab. By doing so, we take into account every
motion of the glycan on the protein surface, including motions and tilts
coming from the core of the glycan.

With the Unity engine, every GameObject has a Transform compo-
nent. This components has three properties: the Position property de-
termines the position of the Transform in x, y, and z coordinates. The
Rotation components determines the rotation, in degrees, on the x, y
and z axis. Finally, the Scale component determines the relative size of
the object along the x, y and z axis. For the Umbrella Visualization, we
use the Position and Rotation properties in order to move and orient the
prefab around the glycosylated asparagine.

A normal to a surface is determined by the vector perpendicular to a
surface, pointing outward. They are used on meshes to determine how
an object will be illuminated by comparing the orientation of the
normal to the light’s vector. Here, normals define the lit plane’s rotation
in order to orient it under the glycan. We also use normals pointing
outward from the protein surface in order to refine the intensity of the
picture projected depending on the orientation of said surface.

Quaternions are based on complex numbers and are used to define
and store rotations. Most of the time, their components are not directly
modified via scripting, but are re-defined thanks to already existing
vectors. Quaternions are easily build from vectors, allowing to compute
rotations in a three dimensional space with ease.

As described in Fig. 3A, we define a vector going from the alpha
carbon of the asparagine residue to the nitrogen atom involved in the
glycosidic linkage (called the Asn vector). This vector is used as the y
axis of our coordinate system. When the plane is instantiated in the
Unity scene, its Transform component doesn’t contain any rotation. The
plane normal is thus defined by a vertical vector (0, 1, 0) (Fig. 3B). The
rotation going from this normal to the Asn vector is computed for the
starting structure and stored into a quaternion (Fig. 3C). The co-
ordinates of the alpha carbon are used in the Transform component of
the prefab, hence positioning the center of the plane at this atom’s
position. The previously built quaternion is then applied on the prefab’s
Transform component, thus orienting the plane under the glycan with
respect to the asparagine’s residue (Fig. 3D). As the Asn vector is
computed only on the starting structure, it is necessary to align the MD
trajectory on the glycan in order to ensure that the glycan and Aspar-
agine residue both stay in the same area during the trajectory read.

Once the plane is instantiated and correctly positioned, the next step
is to collect the information for every frame of a molecular dynamics
trajectory and compute the statistical, final result (Fig. 3D).
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4.3. Frame merging

MD trajectories can be constituted of several thousands of frames to
visualize and analyze. Our goal is to provide a tool allowing the user to
understand the behavior of the glycan and to see which parts of the
proteins are more affected by the glycan’s positions and motions. We
have to combine or merge the information from all the simulation
frames and display the result.

To this end, a script is included on the lit-plane prefab. When the
Umbrella Visualization is activated, an integer array is created. The
array size is defined by the number of pixels of the final texture. When
the simulation frames are loaded, for each frame, the prefab collects the
glycan shadow and saves it in a render texture (Fig. 2C). The scripts
converts this render texture into a temporary Texture2D object in order
to read the pixels from this texture. Then, for each pixel, the script will
detect if the pixel is black (a shadow pixel) or not. The corresponding
element in the array will be incremented by 1, thus counting the
number of times a pixel is shadowed by the glycan during the trajectory
(Fig. 2D). After having read all the frames, the array’s values for each
pixel are normalized. The higher the count, the darker the pixel will be,
highlighting the parts of the protein that are most often obscured by the
glycan (Fig. 2E). Pixels color are defined by three components: r, g and
b. These components determine the final color of the pixel by adjusting
the red, green and blue hues (r, g and b). Using the values from the
array, we are able to define the r, g and b elements of the accumulation
texture’s pixels. Thus, throughout the trajectory, the accumulation of
the different positions of the glycan is visualized and at the end of the
trajectory, the distribution of the conformations of the glycan is ob-
tained.

During the MD reading, the current shadow is projected onto the
surface of the protein so that the user can visualize the motions of the
glycan above the protein surface during the trajectory. At the end of the
read, the projected texture is switched in order to display the final re-
sult compiling the information from all the individual frames.

In order to prevent the overestimation of the impact of the glycan on
parts of the protein that are too far from the glycosylation site, the
distance from the glycan is evaluated and the rendering of the projected
texture is modified accordingly. The projector’s shader modulates the
projected shadow’s intensity by comparing the direction of the pro-
jector and the direction of the normals to the protein surface. The in-
tensity of the shadow is altered depending on the angle between those
two vectors, as described in Fig. 4A.

The projector also allows the use of a “falloff” texture, meaning that
it can modulate the projected shadow’s intensity depending on the
distance to the projector (Fig. 4B). As described on the next section, the
UnityMol interface integrates a box in order to deactivate the falloff
texture.

Fig. 3. Positioning and orienting the lit plane prefab
with the glycosylated asparagine. A) The coordinates
of the alpha carbon and terminal nitrogen atoms
define a vector (Asn vector, orange arrow). This
vector defines a (%, y, z) coordinate system. B)
Instantiated prefab, the normal to the plane is the
purple arrow and is defined by a (0,1,0) vector. C)
We compute the rotation needed in order to go to the
Asn vector from the normal to the plane. D) The
center of the plane is moved to the Ca coordinates
and the rotation defined at the previous step is ap-
plied to the prefab. E) Once the prefab is correctly
positioned, we project the shadow on the plane and
save it thanks to the camera. (For interpretation of
the references to colour in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this article.)

Shadow projection
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Fig. 4. Fading of the projected
shadow on the protein surface. A)
Variation of the intensity of the pro-
jecting shadow depending on the di-
rection of the normal to the surface.
When this normal is facing the pro-
jector, the shadow is not faded out.
When the normals are facing the same
direction as the projector, the shadow
is not visible. For other normals, the
intensity of the shadow is adjusted
proportionally. B) Insulin receptor
protein surface with a single-structure
shadow projected on the surface. The
shadow intensity is also modulated by
the distance to the projector. The
green and white arrow highlight this
directional fading. This snapshot is
extracted from the 250 ns MD simu-
lations (for details, refer to Section

5.1). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

4.4. User interface

One of the aim of the Umbrella Visualization is to make this method
accessible to every UnityMol users and enable the production of pic-
tures for analysis and illustration purposes. This implies to link the
described process to the UnityMol interface and works on display
modes highlighting clearly the covered parts of the protein surface.

We expanded the UnityMol sugar menu, adding four new boxes. The
first one (Enable box) starts the Umbrella Visualization once the data
are loaded. Detection of the data type (single structure file or molecular
dynamics trajectory) is automated so that no other input from the user
is needed.

Depending on the input data, the limits of the covered surface may
be blurry. In order to have a clear view of this surface, we added a
display mode available through the Contour button. This display mode
modifies the result texture in order to define clear intensity zones, as
seen on the Fig. 5. Eight zones are delimited, ranging from black zones
(most covered parts) to white/transparent zones (least covered parts).
These zones are defined thanks to the number of times a pixel is ob-
scured during the trajectory, as described previously. This gives a clear
view of the protein surface impacted by the glycan during the MD
trajectory.

Once the calculation is finished and the shadow displayed, the Save
Result button saves the projected texture in a separate file, giving access
to the 2D information besides the 3D information. The raw results can
be saved as well as the Contour result.

Finally the Falloff box enables the fading of the projected shadow
with the distance to the projector. Disabling this option gives access to
the full, unaltered projected result while activating it could help high-
light the influence of the glycan on parts of the protein near the gly-
cosylation site.

5. Preliminary results and application on a biologically relevant
system

In order to further our studies on the insulin receptor, we used the
Umbrella Visualization on the insulin receptor ectodomain (extra-
cellular part of the protein) dimer. After detailing our systems and the
forcefields used in the MD trajectories, we tested the Umbrella
Visualization on a small samples of frames of a mono-glycosylated IR in
order to evaluate the relevance of this method. Then, thanks to the
identification of two glycosylation sites on previous studies, we ran a
comparative preliminary study on the impact of bi-antennary and tri-
antennary glycans on the insulin receptor. Finally, we focus on the
performances of this method by comparing the quality and time needed
to compute the results depending on the number of frames to analyze.

5.1. Molecular dynamics set-up

To start our studies on the insulin receptor and the impact of gly-
cosylation, we first ran docking experiments with the insulin receptor
and the neuraminidase I subunit of the elastin receptor complex [8].
Correlating a map of the consensus sequence for N-glycosylation with
the docking results led to the identification of two potential glycosy-
lation sites on the insulin receptor dimer accessible to the neur-
aminidase I protein. Trajectories generated with the GROMACS soft-
ware (5.0.2 package) and the OPLS-AA forcefields, using the NPT
ensemble (P = 1bar and T = 310K) were used for this study. Each
dimer was glycosylated on two sites, thus creating two systems: the IR
with two non-sialylated bi-antennary glycans and the IR with two non-
sialylated tri-antennary glycans. 250 ns of trajectories were generated
for each system.

The MD trajectory used in the 5.2 is a sample of 250 frames

Fig. 5. Display modes available for the
Umbrella Visualization. A) classical display,
12.5%  the glycan’s shadow is very detailed but
25% blurry. B) The Contour display mode gives a

better idea of the covered surface by high-

lighting different zones. The darker parts
50% correspond to the most covered area during
the trajectory. The scale to the right gives
the thresholds for each zones. These pictures
75% are obtained averaging the data extracted
from 12,500 frames of MD simulations of a
glycosylated insulin receptor (for details,
100% refer to Section 5.1).

0%

37.5%
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extracted from the IR-dimer with two non-sialylated bi-antennary gly-
cans.

The results presented in the Section 5.3 were computed on 12500
frames from a 250 ns trajectory (1 frame every 20 ps). These data were
also used in order to evaluate the performances of the Umbrella Vi-
sualization (Section 5.4).

5.2. Relevance of the Umbrella Visualization

In order to evaluate the relevance of Umbrella Visualization, we
used this method on the insulin receptor ectodomain dimer with one bi-
antennary glycan per subunit. The Fig. 6 shows the result of the Um-
brella Visualization with one frame displayed (A and B panels). The
protein surface is displayed in white while the glycan’s atoms are re-
presented in VAW spheres. Each sphere corresponds to an atom from
the glycan (For clarity, the hydrogen atoms are not displayed). The
green spheres are carbon atoms, the red spheres are oxygen atoms.
Thanks to the VAW representation, the shadow size matches the volume
of the glycan and helps approximate the surface covered for this specific
conformation. On the A and B panels, the glycan is oriented above a
shallow groove of the protein. Such a conformation on the .pdb file
could indicate a preferential conformation due to favorable interactions
with the protein surface. To confirm or reject this hypothesis, we ran a
MD simulation of the glycosylated insulin receptor ectodomain dimer.

The C and D panels show the projected shadow on a 250 frames
trajectory. Because we normalize the r, g, b values with the number of
frames, the result is statistically relevant. On this example, we can
conclude that during most of the trajectory, as suggested by the .pdb
structure, the glycan is extended above the groove but doesn’t explore
the surrounding part of the protein surface. This could indicate that
particular protein residues in this region have favorable interactions

Methods xxx (XxXX) XXX—XXX

Fig. 6. Relevance of the Umbrella
Visualization: On the A, B, C and D
panels, the protein surface is shown in
white. On the E and F panel, this sur-
face is white with colored patches. The
shadow projected on the C, D, E and F
panels is the result obtained over the
250 frames (dark grey/black areas).
The glycan is displayed on VAW mode.
A) Starting structure used for the MD
trajectory. The glycan is located near a
shallow groove on the protein surface.
B) Shadow of the glycan projected on
the protein surface on the starting
structure. C) This conformation is ex-
tracted from the MD simulation and
shows how the glycan is positioned on
the groove, in a conformation similar
to the starting structure. D) On this
particular example, it is possible to see
that, during this MD trajectory, the
glycan’s motions are mostly restricted
to an area along a small groove on the
protein surface. E) and F) show the
glycan and the projected shadow over
the groove with the surface colored
depending on the residues underneath.
Blue patches are for basic residues, red
patches are for acid residues, green
patches are for polar residues, white
patches are for non-polar residues.
(For interpretation of the references to
colour in this figure legend, the reader
is referred to the web version of this
article.)

with the saccharide residues of the glycan, hence favoring this con-
formation. These results thus corroborate the hypothesis made with the
static structure. The Fig. 6E and F show that the groove covered by the
glycan during most of the 250 frames is composed of positively
charged. In order to investigate the nature of residues interacting with
the glycan, a color scale corresponding to the physico-chemical nature
of residues located under the surface is applied. Thus, red, blue and
green patches show the presence of acid, basic and polar residues, re-
spectively. The superimposition of this information and the shadow of
the glycan emphasize what are the properties of the residues below that
interact with the glycan.

In the context of protein/protein interactions, this is a valuable in-
formation as basic, positively charged residues can be involved in these
interactions. On this case, these residues would be able to interact with
the many hydroxyl groups of the sugar residues, hence stabilizing the
position of the glycan in the groove, hindering the interaction of other
molecules with this patch. This could highlight how a glycan could
influence and modulate protein/protein interactions.

5.3. Comparative study on the impact of bi-antennary and tri-antennary
glycans

In order to evaluate the impact of different glycans on the insulin
receptors, we ran molecular dynamics simulation on two systems: a
glycosylated insulin receptor with bi-antennary glycans and a glyco-
sylated receptor with tri-antennary glycans. We used the Umbrella
Visualization on the computed trajectories and compared the results to
highlight the differences in the covered protein surface.

On both insulin receptor structures, the global shape of the pro-
jected shadow is very similar between the two glycosylation sites,
showing a similar behavior for both glycans. Howewer, the number of
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A Bi-antennary Tri-antennary
Glycosylation
site 1 ‘
Glycosylation
site 2 ‘
B Bi-antennary Tri-antennar
Glycosylation
site 1
Glycosylation
site 2

Fig. 7. Results obtained with the Umbrella Visualization on the glycosylated
Insulin Receptor. A) Comparison of the different shadows computed. The global
shape for the bi-antennary glycans is more stretched along the protein. Tri-
antennary glycans display a wider shadow. This is consistent with the fact that
this glycan has one extra branch able to explore a wider space. B) Patch of basic
residues located near the glycan (red arrows). The glycan’s shadow tends to
hover around this part of the surface. This could indicate the role of these amino
acids in stabilizing the glycan. (For interpretation of the references to colour in
this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

branches seems to have a higher impact on the covered surface. For the
bi-antennary glycans, the shadow is elongated lengthwise on the pro-
tein (Fig. 7A). The tri-antennary glycans covered surface takes a more
rounded or oval shape, suggesting a higher coverage over the length of
the trajectory. This is consistent with the higher number of branches on
the tri-antennary glycan.

Coloring the protein surface with the amino acid’s properties shows
that the glycan is located on a part of the protein surface composed of
apolar residues (colored in white). Though most of the covered surface
is located on this apolar zone, a small patch made by basic residues is
partially covered by the glycan (red arrows in the Fig. 7B). Both bi-
antennary and tri-antennary glycans seem to cover part of this patch
during the trajectory. However, the tri-antennary glycans cover up a
larger portion of this patch. This might indicate that the glycan inter-
acts with these amino acid in order to stabilize its conformation over
the protein and limits the explored space during the trajectory. Indeed,
along the trajectories, the glycans don’t explore much of the space on
the opposite side of this patch. For the bi-antennay glycan, this could
also explain why the elongated shape of the covered surface is oriented
towards it.

5.4. Performances

The investigated system on this study is a dimer of the insulin re-
ceptor ectodomain with one glycan per monomer. This corresponds to a
number of 26030 atoms, not counting the water molecules used to
calculate the motions along the trajectory. The Umbrella Visualization
analysis was performed with a 3.7 GHz Intel Xeon W-2145 CPU ma-
chine with 64 Gb of DDR4 RAM and a Nvidia GeForce GTX 1080Ti
graphic card.
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2500 frames
dt = 5min

10000 frames
dt = 25min

250 frames
dt = 30s

Fig. 8. Results of the Umbrella Visualization on three MD samples. The flat
textures projected onto the surfaces are shown as insets. A) Results extracted
from 250 frames. The overall tendency is already visible, highlighting the im-
portance of the basic residues. B) Results extracted from 2500 frames. C)
Results extracted from 10000 frames. By increasing the number of frames used
for the computation, the lower area (bottom red arrow) becomes more compact
and darker while a light spread zone (top red arrow) appears in the upper area.
This clearly indicates that with a low amount of frames, the role of zones may
be overestimated while others are missed. The dt label is the elapsed time for
the calculation of these results. (For interpretation of the references to colour in
this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

The performances of our methodology were calculated through the
analysis of three different sets of frames: 250, 2500 and 10,000 frames.
We used 512 pixels wide texture. Using a smaller texture saved time
(18 min for a 256 pixels wide texture). The main limitation is the
number of atoms contained in the structure. The dimer simulated here
is a relatively large system, thus processing the data for every frame of
the simulation requires more computational resources than a smaller
system. In spite of that size, this method still process a significant
number of frames in a reasonable time (roughly 30 min), especially
when considering the amount of time necessary to collect MD data
(almost 8 days accumulating 32 ns/day using 480 CPUs).

As indicated on Fig. 8, the rendering of the Umbrella Visualization
through 250, 2500 and 10,000 frames took approximately 30s, 5min
and 25 min respectively. As expected, more information is available
with a higher number of frames. Though the more prominent con-
formations are already displayed on the 250 frames sample (Fig. 8A),
the two other samples bring to light the impact of less represented
conformations (Fig. 8B and Fig. 8C). In every case, the combined frames
show that the glycan have a tendency to contact the patch of basic
residues on the groove.

6. Discussion and concluding remarks

The Umbrella Visualization is a new method of analysis using a
camera and a projector to project the shadow of a glycan on the protein
surface. Shadows rendering of the glycan is performed and processed by
counting the number of times a pixel is obscured by the glycan and
determine the color of the final texture depending on this number.
During the trajectory read, the individual frame’s shadows are pro-
jected on the protein surface, highlighting all the single events of the
simulation. As the Umbrella Visualization is also available for single-
structure .pdb files, this helps to put into evidence rare events occurring
during a trajectory or a representative conformation, for demonstration
and illustration purposes.

The integration of the Umbrella Visualization on the UnityMol in-
terface overcomes the lack of flexibility and the cumbersome process of
the former 2D version [14] since it offers a fully automated and user-
friendly method able to accommodate all N-glycan structures. Saving
the computed results is possible thanks to the Save result button.
Moreover, the UnityMol interface provides tools to save pictures of the
projected results on the protein surface.

The design of clear pictures for illustration purposes is offered
through two display modes related to the projected shadow: the native
computed results and a simplified representation delimiting clear zones
depending on the glycan’s impact on the protein surface. Because
comparing results between trajectories can be harder on a 3D protein
surface, the projected texture can be saved in a picture file. As illu-
strated in this study, this helps emphasize interesting results and
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comparisons between the results since both the 2D information and the
3D information are available.

The relevance and performance of the method was evaluated con-
sidering different number of frames within a MD trajectory: namely
250, 2500 and 10,000 frames. We were able to see significant results
even with a small numbers of frames that allowed us to highlight the
main conformational tendencies of the glycan of interest. The largest
samples showed more details and hinted at less represented con-
formations.

This emphasizes the high importance of the number of frames.
Because of the statistical nature of the Umbrella Visualization, working
with a low number of frames could lead to the overestimation of some
conformations and the underestimation of others, meaning that we
could miss relevant information. The choice of trajectory length is thus
a key point regarding the significance of the Umbrella Visualization
results. Nonetheless, this first experiment showed that this method has
the potential to give informative results that could also either help
design in vitro experiments and/or corroborate data from other calcu-
lations.

The Umbrella Visualization was applied in order to investigate the
impact of glycans on the insulin receptor. We ran molecular dynamics
simulation on the glycosylated protein and analyzed the trajectories.
The Umbrella Visualization showed the different behaviour between
the bi-antennary and tri-antennary glycans on the insulin receptor
surface. We were able to see the impact of the third branch, extending
the surface covered during the trajectory. Common behaviours between
these MD trajectories also help to highlight a patch of basic residues
that could be involved in protein/glycans interactions.

Although the glycan structures we used here are very common, we
also know that, in some pathological contexts such as cancers, altera-
tion of the glycosylation process leads to the synthesis of abnormal
structures. Adding more branches could heavily influence the way
proteins (With the insulin receptor, a known interaction partner is the
neuraminidase I, for instance) interact with each other. For example,
the profiling of the N-glycome of breast cancer cells showed that tri-
antennary and tetra-antennary glycans were detected only in cancerous
cells [44]. Investigating how multi-antennary glycans impact protein
surfaces could bring new light on the influence of disruption of the
glycosylation process.

We also showed that the glycans had a tendency to shift toward a
patch of basic residues above the protein surface. These residues would
be able to interact with the many hydroxyl groups of the sugar residues,
hence stabilizing the position of the glycan above this region. Knowing
how basic residues can be key amino acids in protein/protein interac-
tions [45], it would be interesting to investigate the role of the residues
composing this patch. We can imagine that these basic residues play a
role in stabilizing the glycan in order to allow other proteins such as the
neuraminisade I to interact with it. By correlating these results with the
docking experiment previously ran, we bring new informations re-
garding the interaction with the neuraminidase I and the glycosylated
insulin receptor.

We have described in previous studies how the insulin receptor’s
function was altered by the hydrolysis of sialic acids [8] and that these
saccharide had an impact on the flexibility of glycans[14], the next step
will be to investigate how this change in flexibility impacts the insulin
receptor function. By applying the Umbrella Visualization on an insulin
receptor bearing fully sialylated glycans, we hope to point out im-
portant interactions involved in this mechanism. Because sialic acids
are negatively charged, they have the potential to interact strongly with
positively charged residues. It would be interesting to see if the basic
patch we highlighted in our results has any influence on sialylated
glycans.

The results presented in this paper showed the relevance and po-
tential of the Umbrella Visualization in molecular modeling studies. In
the near future, we plan to improve this method with further devel-
opments.

Methods xxx (XxXX) XXX—XXX

Currently, this methodology is usable for the study of one glycan at
a time. Because some proteins are heavily glycosylated, we will opti-
mize this to enable the visualization and analysis of multi-glycosylated
proteins, meaning that their molecular weight is increased. This process
heavily relies on the use of a prefab, so it is possible to instantiate one
object several times in the same UnityMol session while applying
transformations to components of single instances of the prefab. Each
instance of the plane assigned to a glycan can thus be oriented ac-
cordingly. The Umbrella Visualization method could help investigate
how glycans modulate protein-protein interfaces in biological contexts.
For example, it has been shown that the human coronavirus NL63, a
virus causing severe lower-respiratory-tract infections, uses a glycan
shield to protect surface epitopes from the host immune system [46].
The role and impact of this shield could be unraveled with the Umbrella
Visualization.

It is also important to note that the surface receiving the shadow is
based on the initial .pdb file loaded in UnityMol and doesn’t change
during the course of the trajectory (reduced computational work).
Because proteins are also dynamical objects, it would be interesting to
implement a quicker surface calculation and alter the surface shape for
each frame. This would indicate how the protein evolves and adapts to
the glycan motions. This could also impact the regions on which the
shadow is projected and thus better highlight the influence of the
glycan on the protein.

In a similar fashion, the lit plane prefab’s position and orientation is
defined by the atom’s position on the starting structure and is not
moving during the MD trajectory. This means that, in order to have
significant results, the MD trajectory must be centered on the glycan so
that it stays on the same area during the trajectory. While this is easily
done with most MD software, this could still introduce bias on the re-
sults. To avoid those bias and generate results as precise as possible, we
wish to recompute the plane’s position and orientation for every tra-
jectory frame.

Local topology such as groove, bulges or the presence of other
protein domains can also influence how this interaction would take
place. On this first version of the Umbrella Visualization, the directional
light is oriented perpendicularly to the plane, reproducing an ortho-
gonal space. This introduces a bias into the results as it doesn’t reflect
how another molecule would approach a protein in order to interact or
form a complex. To correct this, we wish to allow the prefab to move
around the glycan, following a given position defined by the user, and
then visualize the results with this new orientation.

The Umbrella Visualization brings valuable structural information
about the impact of glycans, but doesn’t offer any quantifiable value
that would help evaluate more concretely the space occupied by gly-
cans. However, the 2D graphical method previously developed took the
form of a density plot [14], giving statistical informations but no
structural information. Correlating the results of the 2D graphical
method and the results of the 3D visual method is a good way to pro-
vide quantifiable data to support the visualization results.

To support this, we also plan to add methods to bring more in-
formations to the Umbrella Visualization results, such as the occupied
volume during the trajectory: as glycans are bulky, the space they ex-
plore and occupy during a MD trajectory could also inform us on their
influence on molecular complex formation.

More generally, correlating the Umbrella Visualization results with
other calculations could bring new insight into the impact of glycans on
proteins. Among the methods used in molecular modeling, free-energy
calculations are used to characterized interactions between partners
[47]: it is possible to evaluate the contribution from each residue from
both partners. It would be interesting to combine the Umbrella Visua-
lization with free-energy calculation to emphasize how the protein’s
amino acids influence the glycan’s behaviour and favor interactions
with the glycan’s hydroxyl groups. By displaying both the results of
such calculation and the results of the Umbrella Visualization on the
protein surface, it would be possible to correlate the binding free energy
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with the glycan’s motions.

Molecular modeling is also able to help designing in vitro experi-
ments. Molecular docking, for example, is used to design new drugs
thanks to its ability to test several molecules without having to syn-
thesize them [48]. Identification of the key interactions can further the
understanding on how a drug will interact with a protein and influence
its function. In a similar way, with the Umbrella Visualization, we wish
to provide a tool able to help the design of studies focused on glyco-
sylations. By highlighting which parts of the protein are affected by
glycans, it is possible to identify important protein residues that are
good candidates for point mutations in order to understand their impact
on glycans and protein structure and dynamics.

In conclusion, we propose a new method available on the UnityMol
viewer called the Umbrella Visualization. This method is dedicated to
the study of glycosylated protein and highlights regions of the protein
surface hidden by the glycan during a molecular dynamics trajectory.
These regions are thus inaccessible to other molecules, emphasizing the
impact of glycans on protein surfaces. By implementing this method
into the UnityMol interface, the Umbrella Visualization becomes user-
friendly and efficient, bringing us first results about the impact of gly-
cans on the insulin receptor.
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DOGME - Développement d'un Outil de visualisation moléculaire et application a I'étude in silico des
Glycosylations de protéines de la Matrice Extracellulaire.

Les N-glycosylations sont des modifications post-traductionnelles volumineuses liées aux résidus asparagine et pointant a la surface des
protéines. Elles ont un réle essentiel dans la fonction des protéines et certaines modifications des N-glycosylations, comme I’hydrolyse des
acides sialiques, peuvent altérer ces fonctions. Cependant, I’étude in vitro des N-glycanes est compliquée par la diversité structurale et les
nombreux groupes réactionnels des chaines de glycosylation. La dynamique moléculaire est un outil de simulation permettant de surmonter
ces problemes tout en fournissant de nombreuses informations conformationnelles grace a un échantillonnage exhaustif.

Ce travail de thése a consisté en I'amélioration de la caractérisation de I'impact des glycosylations sur la structure des protéines a travers le
couplage de simulations de dynamique moléculaire et le développement d’une méthode originale de visualisation moléculaire : I’'Umbrella
Visualization. Celle-ci a été implémentée dans le logiciel de visualisation UnityMol et permet de visualiser la surface protéique couverte par les
glycanes. Cette méthode adopte un point de vue statistique qui met en valeur les régions les plus souvent masquées par le glycane. Nous
avons ensuite utilisé cette méthode sur des objets biologiques fortement glycosylés et liés a la matrice extracellulaire (récepteur a I'insuline et
fibromoduline). Nos premiers résultats et les travaux réalisés sur des chaines de glycanes isolées, couplés a la méthode de I’'Umbrella
Visualization, joueront un réle important dans la suite de nos travaux visant a élucider les relations structure/fonction/dynamique des acteurs
majeurs (pour certains porteurs de nombreuses glycosylations) de la matrice extracellulaire.

N-glycosylations, modélisation moléculaire, visualisation moléculaire, matrice extracellulaire, dynamique moléculaire

DOGME - Development of a molecular visualisation tool and application to the in silico study of glycosylations on
extracellular matrix proteins.

N-glycosylations are voluminous post-translational modifications linked to asparagine residue on the protein surface. They have an essential
impact in the function of proteins and some N-glycosylation modifications such as sialic acid hydrolysis, can alter these functions. However in
vitro studies of N-glycans is challenging because of the structural diversity of glycosylation chains and their numerous reactive groups.
Molecular dynamics is a simulation tool capable of overcoming these difficulties by giving access to a great amount of conformational data
thanks to an exhaustive sampling.

This thesis work consists in the improvement of the characterization of glycosylations’ impact on protein structures through the association of
molecular dynamics simulations and the development of a new, original visualization method: The Umbrella Visualization. This method has
been implemented into the molecular viewer UnityMol and has thus enabled the visualization of the protein surface covered by glycans. This
method adopts a statistical approach and highlights the protein surface parts most often covered by the glycan. We then used this method on
heavily glycosylated objects linked to the extracellular matrix (insulin receptor and fibromodulin). Our first results and the work done on
isolated glycan chains paired with the use of the Umbrella Visualization will play an important role in the pursuit of our work in elucidating the
structure/function/dynamics relations of major actors (some of them being heavily glycosylated) from the extracellular matrix.

N-glycosylations, molecular modeling, molecular visualization, extracellular matrix, molecular dynamics
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