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Introduction

Bioinformatique génomique et structurale

Depuis la fin des années 60 de nombreuses recherches sont menées & 1'aide des ordinateurs,
que cela soit pour la visualisation de molécules (Levinthal, [1966), I’analyse de la structure des
protéines (Levitt et Chothiaj, 1976) ou encore la recherche d’assemblages moléculaires (Wodak
et Janin, 1978)). Le terme le plus souvent employé a cette époque était biologie computationnelle
(computational biology). Le terme bioinformatique semble, quant & lui, avoir été utilisé pour la
premiere fois en 1978 par Paulien Hogeweg lors de 1’étude de systéeme biologique grace a 1’outil
informatique.

La bioinformatique, telle que nous la connaissons actuellement, ne connut un réel dévelop-
pement qu’a la fin des années 90, époque ou “l’ordinateur personnel” (Personal Computer ou
PC) commenga a se démocratiser. De plus, le besoin de traiter de grands volumes de données
résultant de nouvelles méthodes expérimentales, comme le séquengage du génome (Lander et the
International Human Genome Sequencing Consortium), 2001; Venter et Celera Genomics, [2001)),
les puces & ADN (Eisen et all 1998]) ou le criblage double hybride (Uetz et al., |2000), renforga
ce développement.

Il y a encore quelques années, lorsque la génomique était en plein essor, la bioinformatique
se bornait surtout a traiter les séquences d’ADN : les analyser, les classer et les stocker (Collins
et al., |1998)). Mais, comme cela était prévisible, les chercheurs se rendirent rapidement compte
qu’avoir la séquence complete d'un génome (humain ou d’une autre espece) ne suffisait pas a
élucider le fonctionnement biologique des cellules. Celles-ci sont, en effet, soumises a des phéno-
menes métaboliques et de régulation qui ne sont pas directement liés & ’expression d’un gene.

C’est dans cette ere de la post-génomique que la protéomique, I’étude des protéines au sens
large, s’est développée afin de répondre aux questions que la génomique ne pouvait élucider
(Pandey et Mann, 2000)). Ces études biochimiques, souvent & haut débit, ont créé la encore une
masse de données considérable. Ces données permettent de définir, par exemple, quelles pro-
téines sont en interaction les unes avec les autres mais ne répondent que tres superficiellement a
la question : comment ? C’est pourquoi ces informations biochimiques peuvent étre complétées
par des études structurales des cibles biologiques (Russell et al., 2004). Les techniques les plus
souvent utilisées pour ces analyses sont la cristallographie aux rayons X et la spectroscopie par



Introduction

Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) qui permettent d’obtenir des structures tres précises
(résolution atomique souvent inférieure a 2 A) A celles-ci s’ajoutent des techniques calculant
des structures de plus basse résolution (de l'ordre de 5 A) Il s’agit, par exemple, de la cryo-
microscopie électronique (Griinewald et al., 2003) ou de la diffraction aux rayons X a petits
angles (small angle X-ray scattering ou SAXS) (Marquez et al., 2003). Ces techniques ont, la
aussi, engendré une quantité d’informations gigantesque qu’il a fallu analyser. La bioinforma-
tique fut également utilisée pour sonder cette multitude de données.

Ainsi, de nombreuses équipes de biologistes ont besoin d’outils informatiques pour mener a
bien leurs études. Toutes ces études peuvent se prévaloir du label “bioinformatique”. Nous fai-
sons, ici, la distinction entre la bioinformatique appliquée a I’analyse du génome et celle dédiée a
I’analyse des données structurales. Nous nous intéressons plus particulierement a cette derniere.
La bioinformatique structurale reste elle aussi un terme générique regroupant de multiples voies
de recherche. En effet, il est nécessaire de stocker toutes les structures dans diverses bases de
données (Berman et al., 1992, 2002; Natarajan et al.l [2005)), de pouvoir visualiser celles-ci (God-
dard et Ferrin) 2007) et surtout de les analyser (Levitt et Chothial [1976; Lo Conte et al., [1999).

Modéliser les systemes macromoléculaires

A partir de toutes les données accumulées et des capacités grandissantes des ordinateurs
pourra-t-on un jour modéliser la totalité du fonctionnement cellulaire ? Il n’y a pas de réponse
définitive a cette question mais des équipes de recherche travaillent dans ce but (Loew et Schaff,
2001} [Slepchenko et al., |2003). Nous sommes encore loin de la cellule virtuelle mais, déja, la
combinaison des études structurales et biochimiques permet de recréer de nombreux systemes
(Aloy et Russell, 2002)). Deux stratégies sont développées dans ce but (voir |Aloy et Russell (2005)
et figure [1)) :

— Une approche descendante (Zoom in) ou, a partir d’une visualisation abstraite d’un réseau

d’interactions, on se focalise sur une voie de signalisation précise puis sur une interaction
particuliere. A cette étape, les informations structurales peuvent étre ajoutées a I'informa-

tion abstraite contenue dans les réseaux.

— Une approche ascendante (Zoom out) ou, a 'inverse, a partir de structures de protéines
isolées, il est possible de reconstituer un complexe binaire puis de replacer celui-ci dans
une enveloppe basse résolution (SAXS ou microscopie électronique) (Gherardi et al.,|2006)
voire méme de le repositionner dans la cellule grace a la tomographie cellulaire (Baumeister,
2005|).

Quelle que soit I'approche choisie, I’élément essentiel en est le complexe binaire. En effet,
celui-ci est, soit déduit & partir des informations du réseau par ’approche descendante, soit sert
de base a I'approche ascendante. Ce complexe doit étre construit dans la premiere approche
et n’est pas toujours disponible dans la seconde, c’est pourquoi I’amarrage macromoléculaire
in silico ou docking s’est développé (Aloy et al., |2005)). Cette méthode permet, & partir des
structures séparées des deux macromolécules, de reconstituer un assemblage binaire. Cette these

2
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Fi1a. 1 - Zoom in and out. 1l est possible de partir des informations contenues dans les réseaux de
protéine pour ne se focaliser que sur une voie de signalisation et jusqu’a une interaction précise
(Zoom in). A D'inverse, on peut commencer a assembler les structures de deux macromolécules
en interaction puis replacer cet assemblage dans des enveloppes de plus basse résolution comme
celles de cryo-microscopie électronique et enfin replacer I'ensemble dans des coupes tomogra-
phiques de la cellule (Zoom out). Figure issue de (Aloy et Russell, [2005)

décrit une stratégie originale qui pourrait étre utilisée pour 'amarrage macromoléculaire in
silico.

Présentation du mémoire

N

Ce manuscrit présente les recherches réalisées durant cette thése. Celles-ci ont été dédiées a
la prise en compte de la flexibilité des protéines au cours de I’association. Cette flexibilité a été
abordée selon deux voies :

1. L’utilisation de la dynamique moléculaire pour analyser les résultats d’amarrage in silico
de macromolécules.

2. Le développement d’un nouveau programme, nommé MetaMol, permettant la visualisation
de la surface moléculaire.
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En effet, la dynamique moléculaire est une méthode couramment employée pour analyser les
changements conformationnels des macromolécules tandis que le programme MetaMol visualise
les déformations de la surface moléculaire associées a ceux-ci.

La premiere partie de ce mémoire vise a définir notre domaine d’étude, a savoir les inter-
actions macromoléculaires entre protéines mais aussi entre protéines et acides nucléiques et les
programmes permettant de modéliser ces interactions.

Cette partie débutera par une analyse des diverses interactions macromoléculaires existantes
entre protéines mais aussi entre protéines et acides nucléiques. Cette analyse se fera sur des com-
plexes obtenus par cristallographie aux rayons X. Nous essaierons ensuite, a partir des données
collectées dans les sections précédentes, de déduire les caractéristiques propres a chaque type
d’assemblage. Nous comparerons également ces assemblages dits biologiques a des artefacts se
formant lors de la cristallisation. Nous ferons ensuite un point sur les programmes permettant
de modéliser les complexes macromoléculaires et nous verrons comment un challenge internatio-
nal (CAPRI : Critical Assessment of PRedicted Interactions) permet d’évaluer les avancées de
chacun. Nous conclurons cette partie sur la nécessité de modéliser la flexibilité des partenaires
lors de I’amarrage in silico.

Dans une deuxieme partie, nous rapporterons les expériences menées au cours de cette these
démontrant 'utilité de la dynamique moléculaire en solvant explicite pour modéliser la flexibilité
des protéines et identifier les résidus clés a 'interface des complexes.

Apres un bref rappel sur la cinétique mise en jeu lors de ’association macromoléculaire,
nous énoncerons quelques principes de la dynamique moléculaire. Puis nous montrerons com-
ment la dynamique en solvant explicite aide a l'identification de résidus clés pour le complexe
PDZ d’Erbin/MH2 de Smad3. Nous verrons ensuite comment des simulations plus courtes per-
mettent de faire converger des résultats de docking au départ différents. Enfin, nous montrerons
comment des dynamiques de durée tres courtes peuvent raffiner des résultats de docking rigide.
Nous prendrons alors comme exemple un complexe protéine/ARN : la cible n” 34 du challenge
CAPRI. Nous terminerons cette partie en évoquant les avancées récentes dans le domaine de la
dynamique moléculaire.

La troisieme partie de ce mémoire sera consacrée aux travaux réalisés lors du développement
du programme MetaMol dédié a la visualisation moléculaire haute définition.

Nous ferons d’abord un court rappel sur la visualisation macromoléculaire et 'interactivité
dans le domaine de la bioinformatique structurale. Nous décrirons ensuite le programme Meta-
Mol dédié a la visualisation de la Skin Surface Moléculaire. Nous verrons comment la répartition
des données sur les processeurs de 'ordinateur et de la carte graphique permet d’accélérer les
calculs de la Skin Surface Moléculaire. Enfin, nous terminerons sur les futurs développements
du programme.

En conclusion, nous présenterons le bilan des méthodes présentées et montrerons que celles-ci
peuvent étre combinées pour former une nouvelle stratégie d’amarrage in silico.
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Chapitre 1

Les assemblages macromoléculaires :
de I’analyse a la prédiction
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Contexte

Pour passer de la séquence d’un gene a la protéine qui en résulte, de multiples mécanismes
sont mis en jeu comme l'ouverture de la double hélice et la lecture d'un brin d’ADN, la créa-
tion d’'un ARN messager, la lecture de cet ARN par le ribosome, etc... Tous ces mécanismes
font intervenir des associations macromoléculaires telles que les interactions protéine(s)-ADN,
protéine(s)-ARN, protéine(s)-protéine(s). Ces interactions se déroulent en suivant une séquence
d’événements particuliers, peuvent étre de durée variable et permettent d’assurer le bon fonc-
tionnement cellulaire. Il est intéressant de comprendre les mécanismes moléculaires de cette
machinerie complexe afin d’en limiter les déreglements. Ces derniers peuvent entrainer des effets
déléteres sur I'organisme tels que des cancers, des maladies auto-immunes,etc... Avec ’avénement
de la cristallographie, de nombreuses structures de complexes impliqués dans ces phénomenes
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ont été déterminées. Ces structures ont ensuite fait ’objet d’analyses statistiques afin d’en dé-
duire des caracteres communs a tous ces assemblages. Le but est d’établir des regles pouvant étre
utilisées par les programmes pour mimer les mécanismes du vivant et d’essayer de comprendre
ceux-ci in silico.

Plusieurs études structurales sur divers complexes macromoléculaires (impliquant des pro-
téines et des acides nucléiques ou exclusivement des protéines) ont montré qu’il y avait de
nombreuses associations spécifiques & chaque type d’assemblage (Draper, 1999; Luscombe et al.,
2000). Ces études ne permettent malheureusement pas de comparer ces derniers. C’est pourquoi,
au risque de rester généraliste, nous traiterons dans une premiere partie les complexes avec les
mémes outils d’analyse pour pouvoir comparer les diverses associations formées. Nous analyse-
rons a travers divers travaux de référence les points suivants :

— la taille et la forme de I'interface formée par les partenaires macromoléculaires,

— les interactions ayant lieu a cette interface,

— le role des molécules d’eau dans la cohésion/dissociation du complexe.

Cette étude nous conduira ensuite a mettre en évidence les différences significatives entre des
complexes formés exclusivement par des protéines et ceux impliquant des protéines et des acides
nucléiques. Puis nous conclurons cette premiere partie en essayant de répondre a la question :
comment caractériser un assemblage ayant une fonction biologique ? Pour cela nous comparerons
des assemblages spécifiques a des artefacts de complexes formés pendant la cristallisation.

Dans une deuxieme partie, nous verrons brievement comment ces analyses sur ces différents
complexes ont permis d’aboutir a la création de fonctions de score empiriques pour prédire les
interfaces des complexes. Puis nous analyserons, a travers I'expérience CAPRI, les outils & notre
disposition pour modéliser de tels assemblages biologiques.

1.1 Les interactions protéine-acide nucléique

Dans cette partie nous traiterons les interactions protéines-acides nucléiques dans leur en-
semble en mettant en évidence les points communs et les différences entre les complexes impli-
quant des molécules d’ADN et des molécules d’ARN.

Cette étude est basée sur 15 publications de syntheése sur le sujet (voir tableau . La
premiere, de Gutfreund et al. , est parue en 1998; la plus récente, de Bahadur et al. , a été
publiée en 2008. Les jeux de données utilisés dans ces travaux vont de 26 complexes pour Jones
et al. jusqu’a 240 pour Luscombe et al. . Ces données sont toutes issues de la Protein Data Bank
(PDB) (Berman et al., [2000, 2002) ou de la Nucleic Acid Database (NDB) (Berman et al.,|1992).
Il est intéressant de noter qu’entre les années 1998 et 2002 ces études se focalisaient surtout sur
les interactions protéine-ADN tandis qu’a partir de 'année 2005 et jusqu’a maintenant, ce sont
les complexes protéine-ARN qui sont privilégiés. Ceci pourrait s’expliquer par le manque de
données disponibles pour les structures protéine-ARN a la fin des années 90. En effet, si I'on
regarde les statistiques données par la Protein Data bank [1_-], nous constatons qu’en 1998 il n’y
avait que tres peu de structures cristallisées de molécules d’ARN (/100 contre 500 déja pour les

"http ://www.rcsb.org/pdb/static.do 7p=general_information/pdb_statistics/index.html
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molécules d’ADN). De plus, ces structures n’étant pas toutes sous la forme de complexes avec
une protéine, il était donc difficile de faire des analyses poussées sur si peu de données. Nous
pouvons néanmoins noter que des études sur les interactions protéine-ARN ont été réalisées

avant 2005 mais sur des jeux de données assez faibles (Draper| [1999; Nadassy et al., [1999; |Jones|
2001)). Il faudra donc attendre les années 2004-2005 pour avoir un jeu de données plus
conséquent (500 structures cristallisées impliquant des molécules d’ARN) afin de faire de études

plus approfondies.

Ainsi, du fait de I’étalement dans le temps des études et de 'hétérogénéité du nombre et des
types de complexes analysés, ces travaux peuvent donner des résultats tres différents. Nous nous
efforcerons donc de mettre en évidence les consensus tirés de ces études tout en évoquant les
divergences entre les travaux. Pour cela, nous nous focaliserons, comme indiqué précédemment,
sur ’analyse de caracteres communs, a Savoir :

— la taille et la géométrie des interfaces,
— les modes d’interaction des résidus (interactions chargées, hydrophobes, liaisons hydrogene),
— le role des molécules d’eau dans ces interfaces.

TAB. 1.1 — Synthese des travaux sur les interactions protéines-acides nucléiques

Publication Nb complexes prot-ADN  Nb complexes prot-ARN
Mandel-Gutfreund et al.| (]1998[) 43

Jones et al.| 41999[) 26

Nadassy et al. (1999) 69 6
Luscombe et al. (2000) 240

Pabo et Nekludova{ (]2000[) 100

Jones et al.| 42001[) 32
Treger et Westhof] (]2001[) 45
Selvaraj et al.| (]2002[) 62

Tolstorukov et al.| (]2004[) 156

Lejeune et al. (2005) 139 49
Kim et al. (2006) 86
Morozova et al.| W‘) 41
Prabakaran et al.| 42006[) 62

Ellis et al.| (2007) 89
Bahadur et al.| q2008[) 81
Moyenne 100 60"

*: La valeur du jeu de données de Nadassy et al. étant tres différente de celles des autres études, celle-ci n’a pas
été prise en compte pour calculer la moyenne
1.1.1 Interface et géométrie des interactions

Taille de l’interface : Elle est trés variable d'un auteur a 'autre : Jones ef all trouvent une
interface entre protéine et ARN allant de 700 a 4900 A2 Celle mesurée par Bahadur et al. a
une taille de 800 & 5200 A2. Enfin, chez Kim et al. elle varie de 100 & 7000 A? de méme que
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pour Ellis et al. ou elle varie de 240 a 14000 A2 On peut expliquer cette variation importante
entre ces différents travaux par le type de données analysées : Ellis et al. et Kim et al. ont un
jeu de données avec un grand nombre de complexes protéine-ARN impliqués dans le ribosome
(respectivement : la moitié et le quart de leurs ensembles). Or ces complexes ont tendance a avoir
des interfaces plus grandes que les autres types de complexes protéine-ARN. De plus, ceux-ci
constituent une classe & part puisqu’ils peuvent former des interactions de maniere permanente
a l'inverse de la majorité des complexes protéine-ARN qui s’associent de fagon transitoire. La
taille moyenne de l'interface protéine-ARN pour Bahadur et al. est de 2530 A2, ce qui n’est pas
trop éloigné de la moyenne trouvée par [Jones et al.| qui est de 2260 A2 mais reste bien en deca
de ce que trouve Ellis et al. : 3220 A? (et ceci pour la méme raison qu’expliqué ci-dessus). Cette
interface implique, en moyenne, 43 acides aminés et 17,5 nucléotides (Bahadur et al., [2008]).
Dans le cas des interactions protéines-ADN, l'interface varie de 1120 A2 3 5800 A? chez Nadassy
et al.| pour une interface moyenne de 3100 A2, Cette interface peut étre divisée en modules de
reconnaissance d’interface moyenne de 1600 A2 + 400 A? impliquant 24 £ 6 résidus protéiques
et 12 £+ 3 nucléotides. Ces valeurs correspondent a celles obtenues durant la méme période par
Jones et al. avec une interface variant de 1240 A% & 5700 A2 pour une interface moyenne
d’environ 3200 AZ2.

Ainsi, si I'on exclut les complexes impliqués dans le ribosome, en moyenne, l'interface des
complexes protéine-ARN est plus petite que celle des complexes protéine-ADN double brin. Elle
reste néanmoins plus grande que celles formées entre des protéines et des molécules d’ADN
simple brin (Jones et all 2001).

Changements au niveau des protéines associées : Il existe 3 grands types de change-
ments conformationnels lorsque la protéine se lie & une molécule d’acide nucléique (illustrés par

la figure :

1. Des changements diis & des rotations de chaines latérales ou a des mouvements limités
des atomes du squelette protéique : ces changements sont nombreux (Pabo et Nekludovay,
2000)).

2. Des passages de structures de formes désordonnées a ordonnées : ceci est visible lorsque les
structures cristallographiques de la protéine libre en solution et liée a la molécule d’acide
nucléique sont disponibles. Ainsi, des morceaux non visibles dans la forme libre (car trop
désordonnés et trop flexibles donc impossibles a cristalliser) sont visibles dans la forme liée
et sont souvent ordonnés en structures secondaires comme des hélices a ou des feuillets §
(Dyson et Wright, 2002).

3. Les protéines peuvent former des interfaces enserrant completement I’acide nucléique (Jones
et all,[1999) (voir figure[L.8)). Ceci peut conduire & de larges changements conformationnels
au sein des protéines, que ce soit dans le cas d’interactions protéine-ADN (Nadassy et al.,
1999)) ou protéine-ARN (Ellis et Jones, 2008). De plus, il est connu qu’un certain nombre
de protéines s’associent & une molécule d’acide nucléique sous forme d’homodimeres. Lors-
qu’il y a fixation d’'un homodimere, il arrive qu’il y ait des asymétries au niveau des zones
de fixation entre les deux sous-unités et des molécules d’ADN ou d’ARN (Selvaraj et al.,
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2002; Das et al., 2004)). Ceci peut conduire a des changements conformationnels au niveau

de la structure quaternaireﬂ de la protéine et amener a des spécificités de liaisons entre
chaque sous-unité et la molécule d’ADN ; c’est le cas pour les sous-unités du répresseur +,
BamH1 ou EcoRV (Selvaraj et all, 2002).

Asymmétrie Passage
Partie non-structurée non-structuré/structuré

Fia. 1.1 — Changements conformationnels pour ’endonucléase BamH1 : a gauche, dimere de la
forme libre de BamH1 (1bam). Ce dimere est obtenu en superposant une des deux sous-unités
(la jaune) sur la sous-unité du dimere cristallisé, la seconde sous-unité (en orange) étant placée
par symétrie par rapport a la molécule I’ADN (hélice en vert et rouge). A droite, superposition
du complexe cristallisé (sous-unités en bleu clair et violet) avec le complexe symétrique. On
peut voir les changements conformationnels impliqués dans la fixation de BamH1 (1bhm) avec
la molécule ’ADN : 1) déplacements limités d’atomes : ici, visibles car les sous-unités jaunes et
cyan ne se superposent pas exactement, 2) passage de structures désordonnées et non visibles
dans la structure libre & une forme ordonnée visible dans la forme liée, 3) rupture de la symétrie
(ici, rotation vers le fond de I'image de la sous-unité violette par rapport a la sous-unité orange)
et donc fixation spécifique de chaque sous-unité sur la molécule d’ADN. Figure inspirée de
(Nadassy et all, |1999).

Changements au niveau des acides nucléiques : L’association entre la protéine et la
molécule d’acide nucléique engendre de fortes tensions au sein de cette derniere (Jones et al.

11999; Dickerson, |1998). Dans le cas de ’ADN, ce changement conformationnel peut étre mesuré
en calculant le RMSDP| entre la molécule d’ADN liée et la forme ADN-B considérée comme la
forme libre.

Entre 1,5 et 3 A de RMSD, ces changements sont considérés comme limités. Ils peuvent étre
dis a des phénomenes de courbure de la molécule d’ADN et/ou des phénomenes de déroulement

2La définition de la structure quaternaire est disponible en annexe A
3 Root mean square deviation : de maniére simplifiée, il s’agit de la distance moyenne quadratique entre atomes
équivalents apres superposition de deux structures macromoléculaires

4yoir annexe A
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de la double hélice permettant 'ouverture du grand sillon o1 la majorité des interactions ont lieu
(Nadassy et al.,1999). Il peut rester également des interactions dans le petit sillon, ces dernieres
sont d’ailleurs favorisées par des changements de position des sucres (Tolstorukov et al., [2004).
On se trouve alors dans une conformation A-ADNP|qui semble favorisée lors des interactions avec
les protéines (Lejeune et al., 2005} |Tolstorukov et al.l [2004). Elle permettrait a la protéine de se
lier plus fortement et ainsi augmenterait la sélectivité de la liaison protéine-ADN (Tolstorukov
et all, 2004).

Lorsque le RMSD est supérieur a 3 A, on peut aussi trouver des changements conforma-
tionnels importants. Dans ce cas de figure, la structure de la double hélice est trés perturbée.
Par exemple, des courbures de la molécule peuvent aller jusqu’a 160° pour le complexe avec le
facteur d’intégration IHF, integration host factor -Rice et al.| (1996). Dans le cas des molécules
d’ARN, les modifications ne sont pas aussi bien définies. Du fait de sa structure tertiaire com-
plexe, les mauvais appariements et les protubérances au sein de la molécule d’ARN augmentent
I'ouverture des grands sillons. Ce phénomeéne engendre un meilleur acces pour la création de
liaisons avec les protéines (Draper}, 1999). De plus, la molécule d’ARN s’adapte & son partenaire
protéique. Un exemple intéressant est le complexe ARN-U1A, ou lorsqu’on isole la structure de
I’ARN ; celle-ci décrit une conformation qui ne peut étre stable sans 'interaction de la protéine
(Leulliot et Varani, |2001]).

Ces modifications de la structure jouent un réle tres important dans la reconnaissance des
molécules d’acides nucléiques par les protéines qui leur sont associées (Shajani et al.,2006; Spolar
et Record, 1994)).

Compacité des atomes a ’interface : La compacité des atomes & I'interface est un index de
complémentarité géométrique entre les deux surfaces en contact. Nous avons répertorié 3 types
de mesures de compacité :

1) l'indice de volume interfacial,

2) le pourcentage d’atomes enfouis,

3) la densité locale (Local Density ou L_D).

Ce dernier parametre se retrouve dans diverses publications. Il représente le nombre moyen
d’atomes a 'interface se trouvant jusqu’a 12 A de la seconde interface. On peut aussi le relier
au volume moyen d’atomes enfouis.

Les résultats mesurant cette compacité sont assez divergents. Pour Jones et al. , les complexes
protéine-ARN ont une interface moins compacte que ceux formés de protéines et d’ADN (Jones
et al.,[2001), tandis que Bahadur et al. obtiennent le résultat inverse. Néanmoins, si l'on regarde
les valeurs de la densité locale pour les complexes ADN et ARN chez Bahadur et al. , celles-ci
sont treés proches : en moyenne, L_Dp,.o; = 37 et L_Dy, = 42 pour les complexes impliquant des
molécules d’ARN et L_D,.ot = 39 et L_D,,,,; = 46 pour ceux impliquant des molécules d’ADN.
Au vu des résultats, nous pouvons opter pour une vision plus nuancée en admettant que la
compacité moyenne pour ’ensemble des assemblages protéine-acides nucléiques est a peu pres
la méme. Cette bonne complémentarité géométrique serait due aux déformations engendrées
lors de l'association avec les partenaires protéiques (Doudnay, [2000; Westhof et Fritsch, [2000;

5 .
°voir annexe A
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Bon et al., 2008). On peut d’ailleurs noter une meilleure complémentarité des molécules ’ADN
simple brin ayant peu de contraintes structurales (Jones et al.,|2001; Bahadur et al.,|2008)). Cette
complémentarité géométrique entre protéine et acide nucléique joue un role tres important dans
les processus de reconnaissance (Jones et al.l 1999, 2001)).

Ainsi, & travers ’étude de l'interface entre protéines et acides nucléiques, un phénomene
d’induced ﬁtﬂ a été mis en évidence (voir figure . Celui-ci semble d’autant plus important que
la surface d’interaction est grande (Nadassy et al.,1999). Ce type de changements conformation-
nels est, par exemple, un facteur important dans les phénomenes de reconnaissance impliquant
des protéines et des molécules ’ARN (Williamson, |2000)). Nous pouvons citer comme exemple
I'interaction entre I’ARN de transfert et la protéine methionyl-tRNA formyltransferase (MTF)
(Ramesh et al.,|1999). Des phénomenes équivalents ont aussi été démontrés quelques années plus
tot pour les complexes protéines-ADN (Spolar et Record, [1994).

La complémentarité d’assemblage due & l'organisation en structures secondaires (ou ter-
tiaires) de ’ARN ou de I’ADN provoque de fortes tensions au sein de chaque structure impliquée
dans l'interaction (Jones et al., 2001). Ceci pourrait étre un mécanisme permettant un mode
d’association transitoire (Draper, [1999), les interactions protéines-acides nucléiques n’étant que
trés rarement permanentes (sauf peut-étre au sein du ribosome).

1.1.2 Types de résidus présents a ’interface et chimie de I’interaction

A la fin des années 1970, [Seeman et al.| émettaient 'hypotheése que, comme pour le code
génétique ou a un triplet de bases correspond un type précis de résidu, un acide aminé spécifique
devrait interagir avec une base particuliere (Seeman et al., [1976). Malheureusement, cette vision
un peu simpliste (et pourtant si séduisante) n’existe pas : il n’y a pas de code simple pour
la reconnaissance entre protéines et acides nucléiques (Pabo et Nekludova, 2000). Ceci peut
s’expliquer par la flexibilité structurale des partenaires au niveau de I’ensemble de la structure
ou au niveau des chaines latérales.

Cependant, méme si 'on ne peut établir de correspondance avec certitude entre un acide
aminé et une base, on peut néanmoins dégager des tendances. Nous nous sommes basés sur la
synthese de 7 travaux de références (voir figure pour mettre en évidence les acides aminés
les plus représentés a l'interface des complexes protéines-acides nucléiques. Nous avons aussi
synthétisé dans le tableau les caractéristiques les plus remarquables de ces interactions.

Importance respective du squelette et des chaines latérales dans les interactions :
La majorité des études sur le sujet s’accordent & dire qu’au niveau des protéines, les chaines
latérales interagissent plus avec les molécules d’acide nucléique que le squelette. Il est possible
d’expliquer ceci par le fait que les interactions a la surface des acides nucléiques se font princi-
palement au niveau des sillons. Ceux-ci étant peu accessibles (du fait de la structure en double
hélice pour ’ADN ou de la structure tertiaire complexe pour I’ARN), les seuls atomes pouvant
réellement constituer des interactions sont ceux se trouvant au bout des chaines latérales des

5] s’agit de I’adaptation réciproque de la structures des partenaires (Koshland, [1958)
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acides aminés. Cette observation est confortée par la prévalence de résidus avec des chaines la-
térales longues et flexibles (voir figure , exception faite du résidu glycine. Il est intéressant
de noter que les résidus interagissant le moins fréquemment avec ’ARN le font principalement
grace a leur chaine principale et ceci par 'intermédiaire de molécules d’eau tandis que les acides

aminés interagissant le plus fréquemment utilisent leurs chaines latérales (Treger et Westhof,

2001).

En ce qui concerne les acides nucléiques, cette fois, c’est le squelette constitué des groupe-

ments de sucre et de phosphate qui réalise le plus d’interactions. Nous pouvons ici faire une
différence entre les molécules d’ADN pour lesquelles le phosphate est le groupe le plus impliqué

dans les interactions et celles d’ARN ot le sucre occupe le premier rang (Lejeune et al.l 2005).

Ceci est directement lié a la structure méme de ces molécules d’ADN et d’ARN, le désoxyribose
de 'ADN étant remplacé par un ribose au niveau de ’ARN, ce qui lui permet de former plus

de liaisons au niveau du groupement hydroxyle 2°0OH (Jones et al.l 2001; Treger et Westhof,
2001} Lejeune et al., 2005; Bahadur et al., 2008). Cependant, méme si le nombre d’interactions
au niveau des bases nucléiques est moins élevé, elles n’en restent pas moins essentielles pour les

phénomenes de reconnaissance.

Lysines, arginines et résidus chargés : Les résidus arginine, lysine et histidine sont surre-
présentés a la surface des protéines interagissant avec les acides nucléiques (voir figure [1.2)). Ces
résidus vont pouvoir interagir avec les phosphates en formant des ponts salins mais aussi des

TAB. 1.2 — Comparaison des résultats principaux sur les interactions protéines-acides nucléiques
issus de Nadassy et al| (1999); Jones et al| (2001); Treger et Westhof| (2001); Lejeune et al.|
(2005); [Ellis et al. (2007); Bahadur et al.| (2008]).

B

(aramétres Nadassy etal. Lejeune etal. Jones etal. Tregeretal. Ellisetal. Bahadur etal.

Interactions Prot. - ADN Prot.-ADN/ARN Prot. - ARN Prot. - ARN Prot. - ARN Prot. - ARN
VdW > |. H (ADN) VdW > |. H (prot.)
Contacts VdwW > |. H I H = VAW (ARN) VdW>I.H VdW>I.H VdW>I|.H I H > VdW (ARN)
Sql./ C. lat. C.lat.>Sql. -- -- C.lat. > Sql. C. lat. > Sql. C. lat. > Sql.
Sql./Bases Sql. >Bases Bases > Sql. Sql. > Bases Sql. > Bases Sql. > Bases Sql. > Bases
Rés. F Lys, Arg, Thr, Arg, Lys, His, Lys, Tyr, Phe, Arg, Asn, Ser, Trp, Arg, His, Arg, Lys, His,
o Ser, Asn Asn, Thr lle, Arg Lys Ser, Gly Asn, Tyr
. 5 Asp, Glu, Asp, Glu, Asp, Glu, Ala, Leu, Asp, Glu, Asp, Glu,
Rés. Défav. | o\ cys Leu, lle His, Cys lle, Val Leu, Cys Leu, Val
Bases Préf. T,G - G,U Pasde Préf G, A U, C
Ré B Arg-G, Lys-G, Arg-G, Arg-C Arg-U, Asn-G, Ser-A, Asp-G, Tyr-U, Phe-A,
€S.-Dases  aqn.A, GIn-A  (pour ADN/ARN) Asn-U, lle-G  Asn-U, Glu-G  Trp-G

& 4

Ce tableau ne regroupe que les travaux pour lesquels des données suffisantes ont pu étre extraites. En rouge,

les résultats en contradiction avec le consensus. Abréviations : VAW : contacts de Van der Waals, 1. H : liaisons
hydrogene, Sql : squelette, C. lat. : chaine latérales, Rés. Fav./Défav. : résidus favorisés/défavorisés, Bases Préf. :
bases préférées, Rés-Bases : interactions résidus protéiques-bases acides nucléiques.
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liaisons hydrogene. Cette mise en lumiere est valable dans le cas des interactions avec ’ADN
et PARN. De plus, ces résidus pourront aussi interagir avec les bases de fagon préférentielle.
Citons, pour exemple, les interactions arginine-guanine trouvées par Nadassy et al. et Lejeune
et al. pour les complexes impliquant des molécules d’ADN et d’ARN. A linverse, les résidus
acide aspartique et glutamique n’interagissent que tres peu avec les acides nucléiques car ceux-ci
possedent des groupements phosphates chargés négativement. Seuls Lejeune et al. ont trouvé
une forte propension (définition en annexe C) pour l'acide aspartique. Dans cette étude, ce ré-
sidu apparalt comme 'un des partenaires les plus fréquents pour la base guanine dans le cas
des interactions protéine-ARN. Ce résultat se retrouve, & une moindre mesure, dans les travaux
d’Ellis et al. et Tregeret al. .

Résidus aromatiques et interactions hydrophobes : Les interactions non polaires sont
les plus représentées au sein des complexes protéines-acides nucléiques (voir tableau . Ces
interactions permettraient de stabiliser les complexes. Celles-ci n’impliquent pas tous les acides
aminés non polaires de la méme facon : les résidus aliphatiques sont sous représentés tandis que
les acides aminés aromatiques semblent plutot préférés (voir figure . Ces résidus aromatiques
peuvent interagir avec le sucre du squelette, formant ainsi des liaisons C---H (Lejeune et al.,
2005)). Les interactions les plus observées sont les interactions tyrosine-guanine, tyrosine-thymine
pour ADN et tyrosine-uracile (Lejeune et al., 2005; Ellis et al., 2007) ou triptophane-guanine
(Ellis et al. 2007; Baker et Grant, 2007) pour 'ARN. Les cycles aromatiques des bases et
des résidus peuvent former des arrangements paralleles ou perpendiculaires dits en stacking[]
(Baker et Grant| 2007)) et peuvent aussi se regrouper par paire pour faciliter le stacking (Kim
et al., 2006). Nous pouvons également noter des différences quant a la propension des acides
aminés aromatiques pour les complexes impliquant des molécules d’ADN et ceux impliquant
des molécules d’ARN. Il est possible de voir une baisse au niveau des résidus aromatiques dans
le cas d’interaction avec les molécules d’ADN. En effet, ces interactions ne sont pas (ou tres
peu) possibles, dans le cas d’une molécule double brin de type B, car les bases sont enfouies.
D’otu la diminution de la propension des résidus aromatiques (en particulier pour la tyrosine
et le tryptophane) a se trouver a 'interface des complexes protéine-ADN. A l'inverse, on peut
voir une forte propension de résidus tryptophane, dans 1’étude de Lejeune et al. , pour les
complexes protéine-ARN. Bien que fortement accentuée dans cette étude, cette préférence pour
le tryptophane pourrait, dans certains cas, jouer un role dans la différenciation entre ADN et
ARN (Baker et Grant|, 2007)).

Liaisons hydrogeéne, résidus polaires et molécules d’eau : Le nombre moyen de liai-
sons hydrogene est de 1,4/100 A2 pour les complexes protéines-ADN (Jones et al. [1999) et de
1/125 A2 pour les complexes protéines-ARN (Bahadur et al., 2008). 11 existe 3 types de liaisons
hydrogene :

— La liaison hydrogene “classique” entre les groupements X-H---Y (ou X et Y peuvent étre
un atome d’oxygene ou d’azote). Ces liaisons se font principalement au niveau du phos-
phate pour les complexes protéine-ADN (pour 60% de ces interactions) (Nadassy et al.,

“terme général pour Pempilement des cycles aromatiques
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1999)) tandis que, dans le cas des interactions impliquant une molécule d’ARN, celles-ci
sont mieux réparties entre le sucre et le phosphate (respectivement 36% et 33% des liai-

sons hydrogene) (Bahadur et al.| [2008). Ceci s’explique par la présence d’un groupement

hydroxyle 2°’0OH au niveau du ribose de ’ARN permettant ainsi de créer plus de liaisons
hydrogene. Nous pouvons aussi noter que, outre ces interactions chargées, I’arginine peut
aussi créer des liaisons hydrogene avec, préférentiellement, la base uracile dans les interac-

Complexes Protéine-ADN

Propension

ARG LYS ASP GLU ASN GLN SER GLY HIS THR ALA PRO TYR VAL MET CYS LEU PHE ILe TRp 0O Jonesetal. (1999)
| TRl S i ve—— et e o Nadassy et al. (1999)

= Jones et al. (2001)
® Lejeune et al. (2005)

Complexes Protéine-ARN s e Die

24 ® Bahadur et al. (2008)

ARG LYS ASP GLU ASN GLN SER GLY HIS THR ALA PRO TYR VAL MET CYS LEU PHE WLE TRP

Chargé + Chargé - Aliphatique Aromatique

Propension

Polaire Non Polaire

F1G. 1.2 — Synthese des résultats de Jones et al| (1999); Nadassy et al| (1999); Jones et al|
(2001)); Lejeune et al| (2005); Kim et al| (2006); [Ellis et al| (2007); Bahadur et al| (2008]).

Histogrammes montrant la propension de chaque résidu (voir définition exacte annexe C) a

I'interface des complexes protéine-ADN et protéine-ARN. Une propension supérieure & 1 indique
qu’un acide aminé se trouve plus fréquemment au niveau de la surface impliquée dans 'interface
d’un complexe protéine-acide nucléique que sur le reste de la surface protéique.
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1.1. Les interactions protéine-acide nucléique

tions protéine-ARN. L’asparagine, I’acide glutamique, la glycine, la thréonine ou la tyrosine
créent également des liaisons hydrogene qui se font essentiellement avec les bases pour les
4 premiers acides aminés cités et plutot avec le sucre dans le cas de la tyrosine (Jones
et all 2001).

— La liaison hydrogene CH---O impliquant le plus souvent I'atome C5 de la cytosine ou
I’atome C5—metﬂ de la thymine dans le cas interactions protéine-ADN (Mandel-Gutfreund
et al), [1998)). Ces interactions CH---O représentent plus de 33% des liaisons hydrogene
formées entre la protéine et la molécule d’ARN (Treger et Westhof, 2001)).

— Enfin, les liaisons hydrogeéne impliquant des molécules d’eau. Du fait de la nature po-
laire des acides nucléiques les molécules d’eau sont présentes a 'interface des complexes
protéine-acides nucléiques et y jouent un role important (Nadassy et al., 1999; |Jayaram et
Jain, 2004). Ces interactions permettent parfois de ponter des atomes de part et d’autre
de l'interface et minimisent les interactions entre acides aminés de méme charge.

En conclusion, il n’existe pas de code simple pour les reconnaissances protéine-acides nu-
cléiques (Pabo et Nekludoval, [2000). En effet, chaque type de complexe a des spécificités propres.
Les interactions protéines-ADN impliquent majoritairement des atomes provenant du phosphate
alors que les interactions protéine-ARN impliquent plus fréquemment les bases ou le sucre. Les
liaisons hydrogene sont possibles avec le groupe 2’0OH pour les complexes impliquant des molé-
cules d’ARN et absentes dans les complexes protéine-ADN.

De plus, pour les interactions protéine-ARN ou protéine-ADN on trouve au sein de chaque
famille des modes d’association avec des structures spécifiques comme hélice-boucle-hélice, en
doigts zinc... De méme, dans le cas de sous-unités identiques se liant sous forme de dimeres, les
modes d’association peuvent différer (Selvaraj et al., 2002)). Le but de cette étude n’étant pas
de rentrer plus dans les détails, je laisse le soin au lecteur voulant aller plus en avant dans cette
recherche de consulter les revues|Luscombe et al.|(2000]) pour approfondir le sujet des interactions
protéine-ADN et Draper| (1999) comme base de travail pour les interactions protéine-ARN.

Il reste des caractéristiques communes a I’ensemble des complexes protéines-acides nucléiques.
D’un point de vue géométrique, on remarque 'importance des interactions au niveau du grand
sillon (indispensable au phénomeéne de reconnaissance et de spécificité) ainsi que la mise en
place d’induced fit entrainant une meilleure complémentarité des partenaires. D’un point de vue
chimique, nous pouvons noter l'importance des résidus chargés positivement a la surface des
protéines allant de pair avec la surface chargée négativement au niveau des acides nucléiques.
Nous avons aussi remarqué une fréquence élevée des acides aminés aromatiques. Ceux-ci pour-
raient jouer un réle dans la sélectivité entre les molécules d’ADN ou d’ARN. Enfin, au niveau des
acides nucléiques, nous avons constaté que certaines bases étaient préférées comme la guanine,
I’adénine ou 'uracile.

8positions CH présentées en annexe A
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Chapitre 1. Les assemblages macromoléculaires : de l’analyse a la prédiction

1.2 Les associations protéine-protéine

De nombreuses protéines s’associent en complexes multimériques. Nous n’évoquerons pas
cet aspect dans cette partie mais nous nous concentrerons sur les assemblages protéiques bi-
naires : les dimeres (pour plus de détails sur les assemblages oligomériques voir [Ponstingl et al.
(2005)). Nous verrons, a travers cette partie, qu’il existe plusieurs types d’associations tels les
complexes homodimériques et hétérodimériques. Les homodimeres sont formés de deux sous-
unités identiques. Dans la plupart des cas, ces sous-unités ne se trouvent pas dans un état stable
lorsqu’elles sont isolées et leur structuration se fait en méme temps que la formation du com-
plexe. Il arrive cependant que ces homodimeres puissent se dissocier en monomeres ou former
des assemblages d’oligomeres plus grands suivant la concentration du pH, la fixation d’un li-
gand ou d’autres parametres pouvant moduler les interactions. Les hétérodimeres sont formés
de deux sous-unités différentes. Ces sous-unités sont, la plupart du temps, stables de maniere
indépendante et peuvent chacune interagir avec d’autres partenaires pour remplir une fonction
particuliere (voir figure [1.3)). De nombreuses fonctions cellulaires se font & travers de tels com-
plexes ayant des temps de vie tres courts. Dans cette partie, nous essaierons de différencier les
homodimeres des hétérodimeres en nous basant sur les parametres dont nous nous sommes déja
servi :

— la taille et la géométrie de l'interface,
— les composantes électrostatiques, hydrophobiques et polaires de ces interfaces,
— les molécules d’eau présentes a l’'interface.

Les travaux sur les assemblages protéiques sont bien plus avancés que ceux sur les complexes
protéine-acide nucléique. De ce fait, nous trouvons des milliers de références a notre disposition
dans les bases de données bibliographiques. Au 15 aott 2008, il existait ~15000 références dont
~1100 publications de synthese trouvées dans PubMed pour les mots clés : “protein complex”.
Nous pouvons aussi noter que, contrairement aux assemblages protéine-acide nucléique pour
lesquels les résultats peuvent étre divergents, les résultats traités dans cette partie (travaux
publiés a partir de 1996) se recoupent dans la majorité des cas.

1.2.1 Interface et géométrie des interactions

Géométrie et taille de ’interface : La forme et la courbure de I'interface sont intéressantes
a étudier. Le caractere planaire d’une interface est analysé en calculant le RSMD de tous les
atomes a 'interface par rapport au plan des moindres carrés passant par tous les atomes. Si tous
les atomes se trouvent sur le plan, 'index de planarité devrait étre égal a 0. L’index de planarité
est de 3,5 A pour les homodimeres et 2,8 A pour les hétérodimeres (Jones et Thornton, 1996). Les
interfaces d’homodimeres sont donc un peu moins planes que celles des hétérodimeres, ce qui peut
étre corrélé & une meilleure complémentarité de forme (voir figure [1.3). Ces valeurs indiquent
surtout que les interfaces protéine-protéine sont planes quel que soit le type d’association, a
I’exception de complexes enzyme-inhibiteur. Dans ce cas particulier, les sites de fixation coté
inhibiteur peuvent prendre une forme convexe tandis que les sites de fixation c6té enzyme seront

de forme concave.
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1.2. Les associations protéine-protéine

90°

FiG. 1.3 — Exemple d’assemblages homodimériques et hétérodimériques. En haut a gauche, la
cuivre amine oxydase (1AOC), homodimeére ayant une surface enfouie de 14300 A2, En bas, le
complexe hétérodimerique, Actine-DNase (1ATN) ayant une surface enfouie de taille standard :
1770 A2, A coté de chaque complexe, visualisation de son interface colorée en fonction de la
distance entre chaque partenaire, jaune entre 2 et 3 A, vert entre 3 et 4 A et bleu supérieur a 4
A. Valeurs des surfaces issues de (fChakmbarti et Jam'nL |20021; |Bahadu7‘ et al.L |20051). Interface
réalisée avec le programme Intersurf (voir Anneze B).

Un autre facteur, donné par [Jones et Thornton est la circularité de 'interface. Ce para-

metre est le ratio entre les longueurs des axes principaux de U'interface (un ratio de 1 définissant
une interface pratiquement circulaire). Pour 1’ensemble des complexes protéiques, cette inter-
face n’est pas parfaitement circulaire. Elle est égale & 0,71 pour les homodimeres et 0,73 pour
hétérotérodimeres.

En moyenne, les interfaces d’homodimeres sont 2 fois plus grandes que celles des hétéro-
dimeres (]Bahadur et al.l, |2003[) et, au dela de 4000 A?, |Nooren et Thorntonl ne trouvent plus
que des homodimeres. La taille de 'interface peut donc permettre de différencier ces deux types

d’assemblages pour les cas extrémes (interfaces de petite ou trés grande taille). Par contre, il
existe une plage de valeurs d’interface qui peut correspondre a des assemblages homodimériques
ou hétérodimériques.

Changements au niveau des protéines : Comme dans le cas des interactions protéines-
acides nucléiques, on trouve 3 types de changements conformationnels. Ces changements peuvent
étre mesurés en calculant la valeur de RMSD entre la structure liée de la protéine et sa structure
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Chapitre 1. Les assemblages macromoléculaires : de l’analyse a la prédiction

FiG. 1.4 — Exemple de changements conformationnels pour le complexe Ga-GGvy. Superposition
de la forme libre de la sous-unité « (en vert) sur la forme liée de celle-ci (en jaune). On peut voir
les changements de faible amplitude, les mouvements plus importants de 1’hélice a se trouvant
a linterface. On remarque aussi le passage de structure ordonnée & désordonnée : I’hélice alpha
la plus & droite est présente dans la forme liée (en jaune) et absente (car trop désordonnée pour
étre structurée) dans la forme libre de la protéine (en vert).

libre si celle-ci a été cristallisée (voir figure [1.4)) :

1. Sile RMSD < 2 A, les mouvements conformationnels sont limités. Ceux-ci impliquent des
réorientations de chaines latérales ou de légers mouvements de la chaine principale. Ce
type de mouvements est impliqué dans la plupart des associations protéase-inhibiteur ou
antigénes-anticorps.

2. Sile RMSD > 2 A, les mouvements sont de plus grande ampleur, transformant la forme
et la composition chimique de l'interface : c’est le phénomene d’induced fit. 11 apparait
pour des interfaces > 2000 AZ, entrainant d’importants changements conformationnels. Les
déformations peuvent se localiser au niveau des régions de boucles et affecter la structure
des protéines entrainant, par exemple, le passage d’un état désordonné a ordonné. Ceci est
valable pour de nombreux complexes et permet aux protéines de réaliser diverses fonctions

biologiques (Dunker et al [2001) ou de se lier de différentes manieres (Dyson et Wright),
2002). 11 est intéressant de noter que ce type de passage de structure désordonnée-libre a
ordonnée-liée est a la base des interactions homodimériques.

3. Ces mouvements peuvent aussi engendrer des changements dans la structure quaternaire,
c’est a dire de larges mouvements de sous-domaines permettant a ’assemblage protéique

d’adopter une nouvelle conformation (Lo Conte et al., |1999).

Compacité des atomes a l’interface : [Lo Conte et al|ne trouvent pas de différence entre

la compacité des atomes au sein des protéines et celle au niveau de I'interface (Lo Conte et al.
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1.2. Les associations protéine-protéine

1999). Ceci a été nuancé par Ponstingl et al| pour qui les atomes semblent moins densément

compactés a l'interface qu’a l'intérieur de la protéine. Par contre, si 'on se limite & 1’étude des
atomes enfouis, ceux-ci sont plus densément compactés (Ponstingl et al.,[2005)). De plus,
ont montré qu’au niveau des interfaces, les résidus ayant un role important sont entourés

de régions plus denses (Halperin et al) [2004). De méme, on constate un fort compactage des

atomes hydrophobes a l'interface des homo-oligomeres (Jones et Thornton, 1997).

Néanmoins, faire la différence entre les homodimeres et les hétérodimeres par rapport au seul
critere de compacité a l'interface reste délicat. C’est le constat que font dans une
étude se basant sur divers parametres mesurant la densité atomique au niveau de I'interface des
homodimeres et hétérodimeres (Bahadur et al., [2004).

1.2.2 Types de résidus présents a l’interface et chimie de l’interaction

De nombreux travaux ont été réalisés sur I’étude des résidus a linterface, que ce soit du

point de vue de la structure ou du point de vue de la séquence (Ofran et Rost, 2007)), dans le

but de caractériser les interactions. Nous reportons dans cette partie les résultats d’études sur
la fréquence des résidus a l'interface (voir figure|1.5)) et complétons ceux-ci par des travaux plus
spécifiques sur 1’étude des caracteres électrostatiques ou hydrophobiques des résidus.

Complexes Protéine-Protéine

Hétérodimeres

m Jones et al. (1996)

® Jones et al. (1997)

o Lo Conte et al. (1999)
= Ponstingl et al. (2005)

Homodimeéres
o Jones et al. (1996)
8 Bahadur et al. (2003)

Propension

ARG LYS ASP GLU ASN GLN SER GLY HS THR ALA PRO TYR VAL MET CYS LEU PHE ILE TRP

F1G. 1.5 — Synthese des résultats de Jones et Thornton (1996, 1997); Lo Conte et al.| (1999));
Bahadur et al| (2003); Ponstingl et al.| (2005]). Histogrammes montrant la propension de chaque

résidu (voir définitions annexe C) a l'interface des complexes protéine-protéine. Une propension
supérieure a 1 indique qu’un acide aminé se trouve plus fréquemment au niveau de la surface im-
pliquée dans l'interface d’'un complexe protéine-protéine que sur le reste de la surface protéique.
Code couleur équivalant a la figure
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Chapitre 1. Les assemblages macromoléculaires : de l’analyse a la prédiction

Résidus aliphatiques et interactions hydrophobes : A travers les publications de syn-
these sur le sujet, il est clair que les résidus non polaires ont un réle central dans les interactions
protéine-protéine. La figure montre une fréquence plus élevée des résidus hydrophobes a
I'interface. Ce sont plus exactement les résidus aliphatiques (& ’exception de ’alanine et de la
proline) et aromatiques qui sont surreprésentés.

On peut également trouver a 'interface des paires préférées entre résidus aromatiques : par
exemple, la paire tryptophane-tyrosine. De méme, on trouve des paires préférées entre résidus
aromatiques et résidus aliphatiques comme la paire tyrosine-leucine (Glaser et al., [2001). Il y a
aussi une forte propension en résidus cystéine : en effet, ce résidu peut créer des ponts disulfides
ainsi que des liaisons chimiques fortes permettant la stabilisation de l'interface. Ce résidu est
d’ailleurs tres conservé a l'interface des protéines (Hu et al., [2000). Nous pouvons noter ici que
la plupart des études montrent que le caractere hydrophobe de 'interface est plus prononcé pour
les homodimeres que pour les hétérodimeres (Bahadur et al., 2003} |Jones et Thornton, 1996).
Dans notre cas, la compilation des résultats figure [1.5] ne montre pas de différences marquées.

Ainsi, la composition en acides aminés des interfaces protéiques est enrichie en résidus hy-
drophobes. De plus, la densité atomique au niveau des interfaces est proche de celle trouvée
au sein des protéines. La question qui se pose est donc de déterminer s’il existe le méme effet
hydrophobe au sein de I'interface qu’a 'intérieur des protéines. Ceci est d’autant plus intéressant
dans le cas des complexes homodimériques formant des assemblages stables puisque 1’association
entre domaines ressemble a 1’association entre chaines lors de la structuration de la protéine.
Or il n’en est rien : l'effet hydrophobe au niveau des interfaces protéiques n’est pas le méme
qu’au sein des protéines. Cet effet est plus fort au sein des protéines qu’a leur interface (Tsai
et al., |1997)). L’interface est donc une structure intermédiaire entre la surface de la protéine et
I'intérieur de celle-ci (Tsai et all 1997; Lo Conte et all) 1999; Ma et al., [2003). Cette différence
entre I'intérieur et l'interface des protéines est liée a la composition en acides aminés polaires
chargés et neutres.

Arginine, histidine et résidus chargés : La figure montre que les résidus chargés ont
une propension bien inférieure a celle des résidus non polaires. Ainsi, on pourrait penser que les
résidus chargés jouent un réle moins important pour les interactions protéiques (si ’on compare
par exemple aux interactions protéine-acides nucléiques). Il faut en fait nuancer ceci car les
résidus chargés peuvent créer des ponts salins : 2 par interface (Sheinerman et al., [2000), ainsi
que des liaisons hydrogene. De plus, ceux-ci permettraient une reconnaissance a longue distance
des partenaires (Sheinerman et al., 2000). Nous verrons d’ailleurs dans la suite de cette theése un
exemple concret de ce phénomene pour I'interaction entre le domaine PDZ d’Erbin et le domaine
MH2 de Smad3.

Si 'on détaille la propension pour chaque résidu chargé, on remarque que les résidus chargés
négativement ainsi que la lysine sont peu représentés a l'interface. Par contre, les résidus arginine
et histidine sont préférés. En effet, 'arginine peut servir de “point d’attache” (anchor residue)
pour les interactions (Rajamani et al) 2004). De plus, la différence avec la lysine est due a
une meilleure capacité du groupe guanidinium de l'arginine a établir des liaisons hydrogene
comparé au groupe amine de la lysine (Bahadur et al., 2008). Le résidu arginine est d’ailleurs
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I'un des résidus les plus conservés (Hu et al.,|2000)). Nous notons également des interactions moins
courantes comme les interactions impliquant une arginine et un résidu aromatique formant des
interactions cation-m (Crowley et Golovin, 2005).

En ce qui concerne le résidu histidine, une différence entre homodimeres et hétérodimeres
se fait quant a la propension de celle-ci, ce résidu étant plus abondant a l'interface des hétéro-
complexes. L’histidine, comme ’arginine, peut se lier avec d’autres résidus par des ponts salins
ou des liaisons hydrogene dans les complexes impliquant deux protéines différentes (Sheinerman
et Honig, |2002)). Elle joue néanmoins un role dans les interfaces d’homodimeres comme pour
I’enzyme cuivre amine oxydase ou ’on trouve 4 histidines conservées impliquées dans 'interface

(Parsons et al.l [1995).

Les résidus chargés sont donc, a plus d’un sens, importants pour ’association protéique. Une
compilation de résultats de mutagénese par alanine (alanine-scanning mutagenesis) a d’ailleurs
démontré que, dans la majorité des cas, les mutations d’acides aminés chargés entrainent une
déstabilisation du complexe (Bogan et Thornl, [1998]).

Résidus polaires, liaisons hydrogéne et molécules d’eau : La figure ne montre
pas de préférence particuliere pour les acides aminés polaires, les valeurs de propension étant
pratiquement celles de la surface protéique, c’est a dire proches de 1. Bien que moins présents a
I'interface des protéines, les résidus polaires sont importants pour l'interaction. Ils sont d’ailleurs
(sil’on inclut aussi les résidus chargés arginine et acide aspartique) les plus conservés a l'interface
(Hu et al., 2000). Ces résidus peuvent former des liaisons hydrogene a I'interface. Néanmoins, on
trouve aussi des liaisons hydrogene impliquant les autres résidus. D’ailleurs, 61% des interactions
polaires se font avec la chaine principale (Bahadur et al.,|2003)). On trouve en moyenne 10 liaisons
hydrogene pour 1000 A? d’interface (Ponstingl et al.l 2005) ou 1 liaison hydrogene pour 75 A?
d’interface polaire (Bahadur et all) 2003). Comme pour les complexes protéine-acide nucléique,
nous retrouvons trois types de liaisons hydrogene :

1. La liaison hydrogene classique du type : X-H---Y (ou X et Y peuvent étre un atome
d’oxygene ou d’azote).

2. La liaison hydrogene CH- - - O.
Elle est plus faible que la liaison hydrogene conventionnelle. On peut voir apparaitre ce
type d’interaction entre 2 protéines, au niveau des brins (§ paralleles et antiparalleles,
créant ainsi un feuillet § intermoléculaire (Jiang et Lail 2002).

3. Les liaisons hydrogene formées grace a des molécules d’eau.
FEn moyenne on trouve 10 molécules d’eau pour 1000 A? dans le cas des homodimeres et
des hétérodimeres (Rodier et al. [2005). Par contre, la répartition des molécules d’eau ne se
fait pas de la méme maniere. En général, les interfaces des homodimeres sont constituées
d’un coeur hydrophobe entouré par une périphérie hydrophile ot peuvent venir s’intercaler
des molécules d’eau (Bahadur et al., 2003). Dans le cas des complexes hétérodimériques, il
arrive que ’on retrouve des molécules d’eau réparties a travers toute l'interface, on parle
alors d’interfaces humides (Janin, 1999). Ces molécules d’eau peuvent former des liaisons
hydrogene avec la chaine principale de la protéine ( 45% des interactions) ou avec les
chaines latérales chargées (~29%) ou neutres (~27%) (Rodier et all 2005). Pour une re-
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vue plus détaillée sur le roles des molécules d’eau dans la reconnaissance moléculaire, nous
vous conseillons la publication de synthese suivante : Water Mediation in Protein Folding
and Molecular Recognition (Levy et Onuchic, [2006).

Ainsi, méme s’il est possible d’ébaucher quelques caracteres distinctifs entre les homodimeres
et hétérodimeres, il reste difficile de faire une réelle distinction entre ces assemblages. Et ce, pour
une raison évidente, il s’agit d’interactions soumises aux mémes regles physiques et biologiques
de la reconnaissance. De plus, on ne peut pas non plus classer précisément les homodimeres
comme des molécules liées et les hétérodimeres commme des molécules non liées. Il existe plutot
un continuum et la stabilité du complexe va dépendre des conditions physiologiques de 'envi-
ronnement (Nooren et Thornton, 2003a)). On peut identifier 3 types de controle :

1. La rencontre.
L’interaction est due a la rencontre entre les surfaces d’interaction des deux partenaires, ce
qui demande une co-localisation dans le temps et I'espace. Il faut donc que les partenaires
se situent dans un méme lieu. Si ce n’est pas le cas, des phénomenes de diffusion ou de
transport (par exemple vasculaire) sont nécessaires.

2. La concentration locale.
Des mécanismes de controle comme l’expression des genes, les niveaux de sécrétion, la
dégradation des protéines, le stockage etc.. altérent la concentration des partenaires.

3. L’environnement physiologique local.
L’affinité des partenaires peut étre altérée par la présence d’une autre molécule (ATP) ou
par un changement des conditions physiologiques (concentration en ions).

Enfin, l'interface entre les protéines ne représente pas un ensemble indivisible mais devrait
plutot étre vue comme une réunion de parcelles unitaires (voir figure . Ces parcelles peuvent
étre définies comme un noyau hydrophobe entouré par une périphérie hydrophile (Lo Conte et al.,
1999; (Chakrabarti et Janin, 2002; Bahadur et al. 2003). Cette périphérie peut étre accentuée
par des molécules d’eau a l'interface venant ponter les partenaires (Rodier et al., 2005).
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F1G. 1.6 — Interfaces des complexes 1ATN et 10AC présentés figure colorées en fonction des
types de résidus. Pour la parcelle du complexe hétérodimérique (1ATN), l'interface est colorée
en fonction des résidus de chaque partenaire. Si I'on regarde l'interface schématique, a droite, il
apparait des parcelles non polaires (en jaune) entourées par des parcelles polaires (en vert). On
peut voir que les modules hydrophobes et hydrophiles ne sont pas identiques de part et d’autre
de l'interface du complexe hétérodimérique (10AC). Les résidus non polaires (Ala, Cys, Ile, Leu,
Met, Pro et Val) sont représentés en orange, les résidus aromatiques (Phe, Trp, Tyr) en violet,
les résidus chargés négativement (Asp, Glu) en rouge, les résidus chargés positivement (Arg, His,
Lys) en bleu et les résidus polaires neutres (Asn, Gln, Ser, Thr) et Glycine sont représentés en
vert.
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1.3 Comment caractériser un assemblage macromoléculaire ?

Apres avoir analysé séparément les interactions protéines-protéines et protéines-acides nu-
cléiques, nous allons, dans cette partie, confronter les divers résultats trouvés afin d’essayer de
caractériser chaque type d’interaction. De plus, nous tenterons de différencier les interactions que
nous qualifierons de biologiques des interactions dites physiques, correspondant & des contacts

cristallins.

1.3.1 Assemblages protéiques vs assemblages protéine-acide nucléique
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F1G. 1.7 — Synthese des parties précédentes. Les valeurs de chaque histogramme correspondent
aux moyennes des valeurs présentées en figures [1.2| et [1.5

Nous pouvons donc maintenant faire un bilan sur les interactions impliquant des protéines
avec des acides nucléiques ou d’autres protéines. Ce bilan, comme les analyses précédentes, se
fera autour de deux theémes principaux : les caracteres géométriques de l'interface ainsi que sa

composition en acides aminés.

Nous pouvons voir sur la figure des tendances communes aux divers types de complexes
tandis que d’autres sont spécifiques d’un type donné. Ainsi, il apparait que le résidu arginine
est surreprésenté a l'interface de tous les types de complexes, avec cependant une préférence
pour ceux impliquant des acides nucléiques. De méme, la lysine est préférée pour ces mémes
complexes tandis qu’elle est défavorisée a l'interface des complexes protéiques. Pour expliquer
cela au niveau des interactions protéiques, une hypothése pourrait étre une compétition entre
les résidus arginine et lysine. En effet, I’arginine peut étre favorisée par rapport a la lysine, du
fait de sa plus grande flexibilité et de son groupement guanidinium plus apte a créer des liaisons
hydrogene et des ponts salins que le groupement amine de la lysine. Dans le cas des complexes
protéine-acides nucléiques, la surface chargée négativement de ces derniers n’aurait pas entrainé
de sélection vis-a-vis d’'un des deux acides aminés. Nous pouvons aussi noter une diminution
des acides aminés chargés négativement a l'interface de tous les complexes comparé a la surface
des protéines. Ce résultat est compréhensible au niveau des complexes protéine-acide nucléique
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ou la surface chargée négativement de ces derniers défavorise de tels acides aminés. Ce résultat
est un peu plus surprenant au niveau des interfaces protéiques. Pourtant, ces acides aminés ont
un role notable au sein des interfaces. Ils peuvent créer des ponts salins mais aussi des liaisons
hydrogene. De mémes, ils interviennent dans la reconnaissance des complexes a longue distance.
Enfin, on trouve souvent ce type de résidu proche d’un résidu lysine ou arginine. Ils forment
alors un dipole (+-) se liant avec d’autres dipoles de charges opposées (-+), ce qui renforce les
liaisons a l'interface. Ce phénomene est visible pour tous les types de complexes (voir figure
ou Kim et al.| (2006))). Enfin, le résidu histidine est lui aussi favorisé; il cumule deux caractéres
importants pour se trouver a linterface : sa capacité a étre chargé positivement et sa chaine
latérale aromatique.

Il apparait aussi un consensus quant a la distribution des résidus aromatiques (a ’exception
du tryptophane) : ceux-ci sont favorisés dans tous les types de complexes (avec une préférence
pour le résidu tyrosine). Ces résidus peuvent interagir entre eux en formant des structures en
stacking mais aussi avec des résidus chargés formant ainsi des interactions cation-7 (Gallivan et
Dougherty, [1999; Crowley et Golovin, 2005). De plus, en interagissant avec les bases, ces résidus
jouent un role important dans les phénomenes de reconnaissance des acides nucléiques (Draper,
1999; [Baker et Grant|, 2007)).

La composition en acides aminés polaires neutres et non polaires varie tres fortement d’un
type de complexe a ’autre. Dans le cas des interactions protéiques, on trouve une forte pro-
pension en acides aminés non polaires (a I'exception de l’alanine et de la proline) tandis que
les acides aminés neutres ne sont pas favorisés. Si I’on reprend la définition de parcelle unitaire
évoquée précédemment, avec un noyau fortement hydrophobe et une périphérie hydrophile, des
contacts entre zones hydrophobes vont se former pour réduire leurs accessibilités respectives
au solvant; ceci est énergétiquement favorable. Cet assemblage de patchs hydrophobes peut
d’ailleurs entrainer de forts changements conformationnels lors de la formation du complexe
di & des phénomenes de désolvatation. A l'inverse, les résidus polaires neutres sont favorisés
au sein des interfaces protéine-acide nucléique en raison de la surface polaire de ceux-ci. Ces
résidus participent a la formation de liaisons hydrogene importantes dans les phénomenes de
reconnaissance et de spécificité des acides nucléiques. Nous pouvons noter ici que cette vision
est, encore une fois, globale et qu’il existe toujours des exceptions a la regle. Ainsi, on trouve
aussi des interfaces constituées par un noyau hydrophobe entouré d’une périphérie hydrophile
au niveau des complexes protéines-acides nucléiques; c’est le cas, par exemple, de la protéine se
liant & la boite TATA pour les interactions protéine-ADN.

Enfin les molécules d’eau jouent aussi un role important dans les interactions (Janin) [1999).
Au niveau des interfaces protéine-protéine, ces molécules sont aussi nombreuses que les liaisons
hydrogene (10 liaisons pour 1000 A2) Elles stabilisent I'interface en créant des liaisons hydrogene
supplémentaires mais également les interactions entre résidus de méme charge en se placant
a linterface de ceux-ci. Les molécules d’eau participent aussi a renforcer la complémentarité
géométrique au niveau de I'interface ; ceci est valable autant pour les interactions protéiques au
niveau des interfaces humides que pour des interactions protéine-acide nucléique ou l'interface,
plus polaire, favorise les interactions avec les molécules d’eau.
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Taille de I'interface (en A')

x * X
800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000 4400

» B 1GOT: 2500
Protéine-Protéine (g2

1IMKW: 1280 2TRC: 4660

Protéine-ARN

1URN: 1810 1TTT: 3110 1GTR: 5650

E

Protéine-ADN

1LAT: 1410 1LMB: 3080 1GDT: 5810

FiGc. 1.8 — Taille de l'interface pour les complexes protéiques et protéines-acide nucléiques illus-
trée par quelques exemples. Pour chaque exemple, il est indiqué son identifiant PDB et la taille
de son interface (en A2) Sous les exemples, on peut voir la distribution des valeurs des interfaces
issues de [Bahadur et al. (2008); |Chakrabarti et Janin| (2002); [Lo Conte et al.| (1999); Nadassyl|
. Pour chaque distribution de valeur, le dernier élément correspond au nombre de
complexes dont l'interface est supérieure a 4400 A2, Les étoiles, donnant la taille de l'interface

moyenne et la surface des partenaires protéiques, sont colorées en fonction du type de complexe :
rouge, pour les complexes protéiques; vert, pour les complexes protéine-ARN et bleu, pour les
complexes protéine-ADN.
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La figure fait une synthese de la taille de 'interface pour les complexes protéine-protéine,
protéine-ADN et protéine-ARN. En moyenne, les interfaces des dimeres de protéines sont plus
petites que les interfaces des assemblages protéine-ARN qui sont elles-mémes plus petites que
les interfaces des complexes protéine-ADN. Néanmoins, chaque type d’interface peut couvrir un
large spectre (comme le montre la distribution de valeurs des interfaces) avec des tailles d’inter-
faces communes au trois types d’interactions. Nous pouvons découper ces interfaces en parcelles
unitaires. Chaque parcelle possede également une taille variable mais il est admis de considérer
qu’une parcelle standard a une aire d’interface de 1600 £ 400 A2, Ceci est valable pour les
complexes protéiques et protéines-ADN (Janin et Chothial, [1990; |[Nadassy et al., [1999)). Aucune
étude n’a pour 'instant été réalisée sur le découpage des interfaces protéines-ARN en parcelles
unitaires. Il est aussi intéressant de comparer la stabilité des complexes en fonction de la taille
de I'interface. Dans le cas des protéines, au dela de 4400 AQ, les hétérodimeres se font plus rares;
il ne reste pratiquement que des assemblages homodimeriques qui sont généralement stables. Or,
pour la méme taille d’interface, nous trouvons un certain nombre de complexes protéine-acide
nucléique. Ce type de complexe est le plus souvent transitoire (i.e. les deux partenaires peuvent
étre stable de fagon indépendante) et implique donc des phénomenes de dissociation. Comment
expliquer qu’'une méme taille définisse un assemblage stable pour un type de complexe et non
pour d’autres ? Ceci s’expliquerait, dans le cas des assemblages protéines-acides nucléiques, par
des interactions chargées ou polaires qui faciliteraient la dissociation des partenaires en com-
paraison des interactions hydrophobes au niveau des complexes protéiques. De plus, méme si
la compacité au niveau de toutes les interfaces est proche de celle que 'on trouve & l'intérieur
des protéines, les partenaires ne subissent pas les mémes contraintes suivant le type de com-
plexe. Ainsi, pour les assemblages protéine-acide nucléique, la structure secondaire ou tertiaire
des acides nucléiques entraine de fortes tensions au sein de ces molécules lors de 1’association
avec des protéines. Les liaisons polaires, un peu plus faibles, et les fortes tensions au sein des
molécules d’ADN ou d’ARN favoriseraient donc la dissociation des complexes protéine-acide
nucléique. Enfin, s’il est assez difficile de définir une taille maximum pour qu’une association
soit transitoire, toutes les études s’accordent sur une taille minimale de 800 A? en dessous de
laquelle il ne peut y avoir d’interaction spécifique (Nooren et Thornton, 2003b; Bahadur et al.,
2008).

1.3.2 Assemblages physiques vs assemblages biologiques

Nous allons maintenant comparer les résultats obtenus précédemment avec ceux obtenus
pour des assemblages protéiques résultant de contacts cristallins. A I'inverse des contacts biolo-
giques, qui refletent une interaction spécifique entre deux molécules, les contacts cristallins sont
considérés comme des artefacts liés a la cristallisation. Or, ces artefacts peuvent ressembler a
des complexes ayant un sens biologique; il faut donc faire la différence entre ces deux types de
complexes. Pour cela, nous avons réutilisé les outils qui nous ont servi a différencier les complexes
protéiques et protéines-acides nucléiques.

On trouve des contacts cristallins avec une interface trés petite (i.e. inférieure & 800 A?), ce
qui permet de discriminer facilement ceux-ci. Néanmoins, il existe aussi des contacts cristalling
avec des tailles d’interfaces équivalentes a celles que 'on peut trouver au sein des assemblages
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biologiques (Bahadur et al., [2004; Janin et al.l [2007)). Dans ce cas, d’autres caractéres distinctifs

doivent étre trouvés. Une possibilité est d’étudier la compacité des atomes a l'interface. Les
études réalisées sur ce sujet montrent que les assemblages résultant de contacts cristallins sont

moins compacts que ceux impliqués dans des processus biologiques (Nooren et Thornton) 2003b;
Bahadur et al., 2004]).

Complexes Protéine-Acide nucléique

C 14
o M —
= ne n H Contacts Cristallins
c A = = W Phipps et al. (2007)
T - Ik [y
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Mcyenne Interactions
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Propension

Fic. 1.9 — Comparaisons des moyennes de propension pour les résidus impliqués dans des
interactions protéine-protéine ou protéine-acides nucléiques avec celles trouvées pour des contacts

cristallins.

Dans le cas des contacts cristallins, nous pouvons aussi voir une différence quant a la pro-
pension des atomes & U'interface (voir figure . On remarque que la propension des résidus a
I'interface des contacts cristallins, n’impliquant que des protéines, est proche de 1 (& I'exception
de la sérine, de la glycine et de l’alanine). Pour ces contacts, la composition en résidus de 'in-
terface est donc pratiquement équivalente a la composition en résidus de la surface accessible
au solvant. Il n’y a donc aucun résidu favorisé contrairement aux complexes biologiques; c’est
pourquoi ces assemblages sont aussi appelés des complexes non spécifiques. Le nombre de liai-
sons hydrogene est aussi plus faible que pour les complexes protéiques biologiques : il est d’une
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liaison hydrogeéne pour 120 A? dans le cas des contacts cristallins contre une liaison hydrogene
pour 75 A? dans le cas des complexes protéiques.

Cette vision n’est malheureusement pas confirmée pour les contacts cristallins impliquant des
molécules d’ARN (& ce jour, aucune étude de ce type sur les complexes protéine-ADN n’a été
publiée). Loin d’avoir une propension égale pour chaque résidu, on trouve, dans 1’étude de [Phipps
et Li, des résidus favorisés et d’autres non. Cette préférence ne suit d’ailleurs pas obligatoirement
celle que I'on peut trouver a I'interface des complexes protéine-ARN spécifiques. Ainsi, les résidus
tyrosine, thréonine ou cystéine sont peu représentés a l'interface de ces assemblages cristallins
alors qu’ils sont préférés dans le cas des assemblages biologiques. Dans les cas de la tyrosine et
de la thréonine, cette différence mettrait en évidence le role considérable de ces types de résidus
dans la spécificité des interactions protéine-ARN (Phipps et Li, [2007). A l'inverse, les résidus
chargés négativement ainsi que la méthionine sont surreprésentés. Les résidus chargés créeraient
plus de liaisons hydrogene avec les molécules d’ARN (en particulier au niveau du sucre et des
bases) que dans le cas d’assemblages spécifiques. Enfin, des résidus préférés a l'interface des
assemblages spécifiques, peuvent ’étre aussi dans le cas des complexes non spécifiques comme
I’arginine, la lysine ou la sérine.

Comment expliquer cette différence de propension, au niveau des contacts cristallins, entre
les complexes protéiques et les complexes protéine-ARN 7 L’explication la plus simple est de
considérer le jeu de données de [Phipps et Li comme n’étant pas suffisamment représentatif (50
structures) pour pouvoir réellement conclure sur le sujet. Il est vrai que ce jeu reste assez faible
face a celui de ~200 structures analysées pour [Bahadur et al.. Néanmoins, le jeu de données de
Ponstingl et al. ne contient pas beaucoup plus de conformations (56 structures) et leurs résul-
tats sont proches de ceux de |Bahadur et al. Il faut donc chercher une autre explication. Celle-ci
pourrait venir de la nature méme de chaque type d’interaction : dans le cas des complexes pro-
téiques, une grande partie des interactions implique des résidus non polaires. Or, ces interactions
apparaissent en nombre plus faible dans les contacts cristallins. Il ne reste alors plus que des
interactions polaires se faisant au niveau de surfaces non spécifiques. Dans le cas des interactions
protéine-ARN, bien que la majorité des interactions soit non polaire, les interactions polaires
sont beaucoup plus nombreuses que dans les complexes protéiques. Les interactions au sein du
cristal sont assez semblables aux interactions spécifiques. Ainsi, il apparait que les interactions
spécifiques entre protéines peuvent étre plus facilement discernables de contacts non spécifiques.
Ceci semble beaucoup plus délicat pour les complexes protéine-ARN et stirement aussi pour les
complexes protéine-ADN.

Il existe aussi d’autres criteres que nous n’avons pas utilisés dans cette étude, comme ’analyse
de la conservation de séquence, qui peuvent aider a discriminer les complexes fonctionnels des
artefacts cristallins (Elcock et McCammon) [2001; Valdar et Thornton, 2001; Ofran et Rost),
2007).

1.3.3 Conclusion sur les associations macromoléculaires

Ainsi, a travers des caracteres facilement identifiables, nous avons pu comparer pratiquement
tous les types de structures connues : les interactions spécifiques protéine-protéine et protéine-
acides nucléiques mais aussi les interactions non spécifiques. Ces caracteres nous ont permis
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d’identifier certaines spécificités propres a chaque type d’assemblage. Bien sur, cette analyse
reste assez succincte et des études plus approfondies sur chaque type de complexes, citées au
cours de cette partie, peuvent apporter des compléments d’analyse. De plus, cette compilation
de résultats a pu lisser certaines différences et n’a pas mis en valeur la tres grande diversités
des complexes biologiques. Néanmoins, cette méthodologie nous a aussi évité de tomber dans
les pieges d’une étude restreinte a un jeu de données, comme cela a été le cas, par exemple,
pour [Phipps et Lil En effet, 'analyse du seul jeu de données de |Jones et al.| a amené [Phipps
et Li & des conclusions un peu trop hatives sur la propension de l'arginine dans les complexes
biologiques et les contacts cristallins. Notre étude sur différents résultats montre que les valeurs
de Jones et al.| pour larginine sont plus basses que la moyenne générale (voir figure . De la
méme maniere, la phénylalanine semble vraiment sous-représentée dans I’étude de [Phipps et Li
alors que la moyenne des études sur le sujet montre un résultat plus nuancé (voir figure .
Enfin, analyse de ces parameétres peut ensuite étre utilisée pour prédire les zones potentielles
d’amarrage comme nous allons le voir dans la section suivante.
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1.4 Meéthodes in silico pour I’assemblage macromoléculaire

Nous avons vu, dans la partie précédente, comment ’analyse d’'un grand nombre de com-
plexes a permis de mettre en évidence certaines caractéristiques structurales ou chimiques des
assemblages biologiques. Nous allons voir maintenant comment ces analyses et les données qui
en résultent ont pu étre utilisées pour prédire les sites potentiels d’interactions entre les macro-
molécules et raffiner les résultats de docking. Pour commencer, nous effectuerons une description
des programmes utilisés pour ’assemblage macromoléculaire in silico.

1.4.1 Les programmes d’assemblage moléculaire

Principes du docking : Avant de détailler les divers programmes de docking existants, nous
allons présenter les étapes de base de ces programmes. Il existe d’illeurs plusieurs publications
de synthese tres intéressantes sur le sujet (Halperin et al., [2002; Smith et Sternberg) [2002; Vajda
et Camachol 2004; |Gray, |2006; Ritchie, 2008)).

Le principe des programmes de docking est d’essayer d’assembler deux structures (nous évo-
querons brievement le cas des prédictions d’oligomeres en fin de partie) macromoléculaires, pro-
téines et /ou acides nucléiques, afin d’obtenir un complexe. Ce processus se déroule en plusieurs
étapes comme présenté figure [1.10

Recherche globale des assemblages potentiels : Cette premiére étape est basée sur
la complémentarité de forme entre les partenaires. En regle générale, la plus grosse molécule (le
récepteur) est fixée dans l’espace tandis que la plus petite molécule (le ligand) explore I'espace
des conformations autour du récepteur. Nous pouvons noter 3 grandes techniques pour effectuer
cette recherche.

La plus largement utilisée est la transformée de Fourier rapide ou Fast Fourier Transform
- FFT (Harrison et al., [1994). Avec cette méthode, la molécule est discrétisée en voxel (petit
cube unitaire d’une grille). Cette technique a I'avantage de fournir des solutions tres rapidement.
De nombreux programmes de docking utilisent cette approche : comme ZDock, SmoothDock,
MolFit, DOT, FTDock, 3D_Dock, GRAMM ou encore BIGGER (voir tableau [L.3). Une autre
approche possible est d’utiliser les harmoniques sphériques pour le calcul de la surface moléculaire
et la recherche rapide de complexes potentiels : il s’agit de la transformée de Fourier polaire ou
Polar FT (Ritchie et Kemp, |2000)) qui est utilisée dans le programme HEX.

L’utilisation des techniques de Monte-Carlo ou de Monte-Carlo Pseudo Brownien sont utili-
sées par les programmes RosettaDock, Haddock et ICM-Disco.

Il est aussi possible d’utiliser un hachage géométrique (Fischer et all 1995). Cette technique
répertorie les points critiques (creux, bosses et points de selle) des deux partenaires pour ne
définir que quelques zones spécifiques a comparer. Cette comparaison se fait a ’aide d’une table
de hachage.

Reclassement des complexes trouvés : Toutes ces techniques permettent d’obtenir de
quelques centaines a quelques milliers d’assemblages potentiels. Parmi ces assemblages, un grand
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nombre constitue des “faux-positifs”, c’est a dire des assemblages qui semblent correspondre a
un résultat correct en fonction, par exemple, de la complémentarité de formes mais qui ne
représentent, en réalité, aucunement le complexe natif. Il faut alors pouvoir discriminer ce type
de complexe des solutions potentielles. Il est important de rajouter des informations comme
le potentiel électrostatique a la surface des partenaires, la prise en compte de la formation
de liaisons hydrogene ou des termes de désolvatation dans le but de reclasser les assemblages
potentiels. Tous ces parametres sont le plus souvent inclus dans des fonctions de score.

Coordonnées de Coordonnées de Informations
la molécule 1 la molécule 2 Expérimentales

S «

1

1

1

Docking Corps-Rigide :
Recherche des complexes )
1

Création d'une liste de
complexes potentiels

Reclassement des complexes
grace a une fonction de score

"
1
1
1
1
1
-
1
Introduction de la flexibilité, X
raffinage et reclassement 1

Liste de complexes

F1a. 1.10 — Les étapes du Docking. Modifié de |Smith et Sternberg (2002)

Deux autres phases cruciales du docking sont : Uincorporation d’informations (expérimen-
tales ou issues de la littérature) et le traitement de la flexibilité. Une description compléte des
techniques employées pour remplir ces étapes sera faite par la suite (respectivement dans la par-
tie consacrée aux fonctions de score et en introduction du chapitre 2). Ainsi, nous avons présenté
le schéma global des programmes de docking. Chaque programme peut néanmoins utiliser ces
étapes de différentes manieres, par exemple, en combinant la recherche de candidats potentiels
avec l'utilisation de fonctions de score pour guider les recherches, ou en modélisant la flexibilité
avant, apres ou pendant cette méme phase de recherche.

Les divers programmes de docking : A travers cette partie, nous allons développer plus en
détails les programmes et les techniques que nous avons présentées dans le paragraphe précédent.
Nous nous focaliserons sur les programmes les plus remarquables. Le tableau [I.3] résume les
différentes spécificités de chacun.
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Les programmes utilisant la technique de FFT ou assimilée : Comme expliqué
dans la partie précédente, un grand nombre de programmes utilisent la FFT pour la premiere
étape de la recherche de complexes. [Katchalski-Katzir et alfurent les premiers & employer cette
technique pour 'amarrage moléculaire au travers d’un algorithme qui devint par la suite le
programme MolFit (Katchalski-Katzir et al., |1992; Berchanski et al., [2004). Le récepteur et le
ligand sont d’abord représentés sur une grille (voir figure . On attribue ensuite un score a
chaque voxel de la grille. Le récepteur (R) et le ligand (L) sont alors définis par les équations :

1 & la surface du récepteur

Rypmn =< ¢ alintérieur du récepteur (1.1)
0 alextérieur du récepteur
1 & la surface du ligand

Limp =40 alintérieur du ligand (1.2)

0 a l'extérieur du ligand

ou I, m et n sont les indices de la grille de dimensions N x N x N; I[,m,n = (1,...,N).

La complémentarité de surface se fait en calculant la fonction de corrélation a partir des

équations (|1.1)) et (1.2)) :

N N N

Ca,ﬁ,'y = Z Z Z Rl,m,n : Ll+a,m+ﬂ,n+'y

=1 m=1n=1

ol «, 3 et v sont les pas de la grille permettant le déplacement du ligand par rapport au récepteur.

Suivant le positionnement du ligand, les valeurs de C,, g, sont nulles lorsqu’il n’y a pas de
contact entre les deux molécules; elles sont positives si celles-ci sont en contact ; voire négatives
quand il y a trop d’interpénétrations. En effet, pour éviter des interpénétrations trop importantes,
qui n’ont pas de sens physique, il est possible d’assigner aux coefficients ¢ et §, respectivement une
grande valeur négative et une petite valeur positive. Lors du calcul de la fonction de corrélation
ces valeurs sont multipliées, entrainant une contribution négative de l’ensemble. Les modeles
sont ensuite classés en fonction des résultats obtenus par la fonction de corrélation : plus la
complémentarité de surface est bonne, plus les valeurs sont élevées.

Cette recherche est utilisée par de nombreux programmes comme ZDock, SmoothDock, DOT,
FTDock, 3D_Dock ou GRAMM. La différence entre ces programmes se fait alors sur d’autres
étapes comme le reclassement des résultats grace a la fonction de score ou 'incorporation de la
flexibilité au niveau des chaines latérales ou du squelette protéique.

Une approche un peu différente a été développée par Ritchie et Kemp| avec le programme
HEX (Ritchie et Kempl 2000)). La surface des molécules est représentée par des harmoniques
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Fig. 1.11 — Vue en deux dimensions de la discrétisation du récepteur et du ligand sur une
grille. L’intérieur du récepteur, molécule la plus grosse , est représenté par des spheres grisées
tandis que sa surface est représentée par des cercles noirs. Le ligand, molécule la plus petite, est
visualisé par des cercles gris. Sur ce dessin il n’est pas fait de distinction entre 'intérieur et la
surface du ligand. Figure issue de |Fisenstein et Katchalski-Katzin (2004))

sphériques. Alors que les méthodes précédentes accélerent les recherches par translation, I'ap-
proche développée par D. Ritchie favorise les recherches par rotation en utilisant une transformée
de Fourier a une dimension (les translations étant aussi prises en compte). Cette implémentation,
ajoutée a partir de la version 3.1 de HEX, permet un gain de temps de 30 & 50% par rapport

aux versions précédentes (Ritchie, [2003).

Enfin, il existe aussi une méthode ou la protéine est représentée implicitement sur deux grilles
par les chiffres 0 ou 1 représentant la surface ou l'intérieur de celle-ci. Cette méthode, implé-
mentée dans le programme BiGGER, utilise des techniques de manipulations de bits permettant

une comparaison tres rapide des grilles (Palma et al., 2000).

PatchDock et ATTRACT, représentations simplifiées de la protéine : A la diffé-
rence des programmes précédents, qui représentent les partenaires sur une grille tridimensionnelle
et font une recherche exhaustive des assemblages potentiels, de nouvelles méthodes simplifient
la recherche d’assemblage. Pour cela, ’espace de recherche est limité a certains points critiques
ou la structure de la protéine est approximée (voir figure .

Le programme ATTRACT, développé par Martin Zacharias, représente la structure de la

protéine par un modele réduit (Zacharias| [2003)). Celui-ci simplifie la représentation des résidus

par deux ou trois pseudo-atomes suivant la taille de ceux-ci (voir figure A). Ce modele réduit
permet un calcul plus rapide de I'assemblage des interactions protéiques et diminue le nombre
de minima énergétiques par rapport a une représentation tout atome.

Le programme PatchDock, développé par I’équipe de Haim Wolfson et Ruth Nussinov, limite
la recherche a certaines zones de la surface moléculaire. Pour cela, dans une premiere étape, la
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Convex patch 2% Concave patch

Graphe de surface Patches obtenus

Fi1a. 1.12 — A- Représentation du complexe trypsine-BPTI avec tous les atomes (a gauche) et
avec seulement les pseudos atomes (& droite). B- Graphe de points critiques de la molécule de
I'inhibiteur de trypsine (& gauche) et visualisation des patchs associés (a droite) : en jaune, les
patchs convexes; en vert, les patchs concaves et en bleu clair les zones planes. La molécule est
colorée en bleu foncé. Figures issues de |Zacharias (2003) et de Duhovny et al.| (2002).

surface moléculaire (Connolly, 1983) est discrétisée et les points de celle-ci sont filtrés pour ne

garder que les points au niveau des creux, des bosses et de certaines zones planes. Ces points sont
ensuite reliés pour former un graphe en trois dimensions puis sont regroupés en patchs convexes,
concaves et plats (voir figure ) Les patchs de surface de chaque partenaire sont ensuite
comparés les uns aux autres pour trouver des complémentarités de forme entre les deux protéines.
Pour cela, une paire de patchs au niveau d’un partenaire est comparée a une paire de patchs de
I’autre partenaires suivant la regle : les patchs concaves ne sont comparés qu’aux patchs convexes
tandis que les patchs plats peuvent étre comparés a tous les types de patchs. Les patchs sont
comparés a ’aide d’une fonction de hachage permettant d’accélérer les calculs. Les assemblages
obtenus avec cette méthode sont ensuite reclassés en fonction de leur complémentarité de forme

et les complexes présentant trop d’interpénétrations sont éliminés.

Les méthodes de Docking haute résolution : Contrairement aux programmes pré-
cédents, les programmes décrits dans cette section utilisent une représentation tout atome des
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molécules a assembler (Grayl [2006). Nous avons recensé trois programmes utilisant ce type de
représentation : les programmes RosettaDock, ICM-DISCO et HADDOCK.

Le programme RosettaDock est développé par deux équipes menées par Jeffrey Gray et Da-
vid Baker. Ce programme s’inscrit dans une structure plus globale nommé Rosetta Commonsﬁ
regroupant de nombreuses équipes de recherche a travers le monde autour du programme Ro-
setta. Cette organisation de recherche travaille sur de nombreux aspect de la biologie structurale
comme le repliement des protéines (avec le programme RosettaAbinitio), les bibliotheques de
fragments (avec RosettaFragment ou RosettaRNA) mais aussi le docking protéine-petites molé-
cules (avec le programme Rosettaliigand) et protéine-protéine (RosettaDock).

La méthode employée pour le programme RosettaDock est divisée en deux grandes étapes
(Gray et al., [2003) :

— D’abord, une recherche basse résolution par Monte Carlo permet de placer les deux parte-
naires de facon approximative. Les structures de basse résolution ne sont constituées que
par les atomes du squelette peptidique auxquels est ajouté un pseudo-atome pour chaque
chaine latérale.

— Des chaines latérales récupérées dans une bibliotheque de rotameres sont ensuite ajoutées
au squelette peptidique. Cette étape est suivie d’'un raffinage des chaines latérales et du
squelette peptidique grace a une minimisation par Monte-Carlo. Il s’agit d’un raffinage
itératif consistant en de légers mouvements de rotation-translation suivis d’une minimisa-
tion.

Cette étape de raffinage a permis d’obtenir de trés bons résultats sur de nombreux exemples
(Wang et all, |2005)). C’est pourquoi elle sert aussi a raffiner des complexes obtenus a partir
d’autres programmes de docking rigide (Kozakov et al. 2008; |[Pierce et Weng), 2008)).

Le programme ICM-DISCO, développé par I’équipe de Ruben Abagyan, est aussi constitué
de deux étapes (Fernandez-Recio et al., [2002). La premiere étape consiste en un docking rigide
qui échantillonne les différentes positions du ligand autour du récepteur. Cet échantillonnage
est guidé par une procédure de Monte-Carlo pseudo-Brownienne (Abagyan et al., 2004). Cette
étape est suivie par un amarrage fin des chaines latérales a l'interface par une minimisation de
Monte-Carlo biaisée (Abagyan et al., [2004).

Enfin, le programme HADDOCK, développé par Alexander M. J. J. Bonvin, est, quant &
lui, composé de trois phases (Dominguez et al., 2003)). Ce programme, comme les deux précé-
dents, essaie de mimer la dynamique d’assemblage des protéines (présentée en partie suivante).
Dans une premiere étape de docking rigide les deux protéines, placées au départ a 150 A T'une
de 'autre, sont rapprochées en minimisant 1’énergie du complexe. Ensuite, les 200 solutions de
plus basse énergie sont raffinées par recuit simulé ce qui permet de réorienter le squelette et les
chaines latérales tout en passant des barrieres énergétiques. Enfin, une dynamique en solvant
explicite permet de relaxer les complexes. Notons qu’une extension de ce programme permet de
modéliser les molécules d’eau a I'interface du complexe (van Dijk et Bonvin| 2006).

%http://www.rosettacommons.org/main.html
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Les programmes présentés dans cette section différent donc par leurs méthodologies mais
aussi par le temps de calcul associé a celles-ci. En effet, suivant le degré de précision demandé, les
temps de calcul varient de quelques minutes a plusieurs jours (voir tableau . Néanmoins, les
moyens de calcul se développent et I'utilisation de clusters ou de grilles d’ordinateurs permettent
de réduire considérablement ces temps. De plus, de nouvelles stratégies utilisant le potentiel des
cartes graphiques commencent a se développer (Ritchie] 2008).

Ces programmes de docking sont donc des outils tres puissants pour modéliser les complexes
protéiques. Cependant, leur prise en main est parfois difficile et une connaissance minimale en
programmation est recommandée. C’est pourquoi une alternative est 'utilisation des versions
simplifiées de ces programmes, disponibles sur Internet : les serveurs de docking.
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Les serveurs de Docking : 1l existe divers serveurs de docking accessibles sur internet
(voir tableau [1.4)). Ceux-ci ont une interface utilisateur simplifiée permettant aux personnes non
expertes de construire des assemblages macromoléculaires.

Le premier serveur, CLUSPRO, a été développé en 2004 par I’équipe de Sandor Vajda et Car-
los J. Camacho (Comeau et al., 2004ba). Ce serveur utilise les programmes d’amarrage DOT,
GRAMM ou ZDOCK pour amarrage corps-rigide. Les résultats sont ensuite reclassés par une
fonction de score prenant en compte 1’énergie libre de désolvatation et les interactions électro-
statiques. L’originalité de CLUSPRO repose sur sa derniere étape de reclassement qui consiste
a grouper les solutions pour former des amas (cluster) et & compter le nombre de solutions par
groupe. Chaque groupe est ensuite reclassé par ordre décroissant du nombre de solutions. Les
résultats donnés par CLUSPRO correspondent & la structure moyenne des solutions de chaque
groupe. Nous pouvons noter que CLUSPRO dérive de I’algorithme SmoothDock (Camacho et
Gatchell, [2003)) disponible également sous forme de serveur.

TaB. 1.4 — Liste non exhaustive des serveurs de docking et leurs sites web associés

Nom du serveur  Adresse Internet Recherche Fonction de score = Référence

CLUSPRO http://nrc.bu.edu/ FFT forme + électro Comeau et al.7(2004b)7
cluster/

Gramm-X http://vakser. FFT forme adoucie + |Tovchigrechko et Vakser
bioinformatics.ku.edu/ electro (2006])
resources/gramm/grammx

HEX http://www.csd.abdn.ac. voir tableau [1.3]
uk/hex_server/

HADDOCK http://haddock.chem.uu. voir tableau [I.3}
nl/Haddock/haddock. php

PatchDock http://bioinfo3d.cs.tau.| voir tableau 1.3 Schneidman-Duhovny
ac.il/PatchDock/ et al.| (2005)

SKE-DOCK ske-dock@pharm. géométrie CIRCLE + inter- |Terashi et al. (2007)
kitasato-u.ac. jp vention humaine

SmoothDock http://structure.pitt. voir tableau [1.3]
edu/servers/smoothdock/

RosettaDock http://rosettadock. voir tableau [L.3) Lyskov et Gray| (2008)
graylab. jhu.edu/

ZDock http://zdock.bu.edu/ voir tableau [1.3]

SKE-DOCK est un serveur particulier car il ne possede pas d’interface graphique sur internet
ou l'utilisateur peut donner les structures a assembler. Il est nécessaire d’envoyer un e-mail aux
chercheurs responsables de ce “serveur” contenant les fichiers des protéines a assembler (voir
tableau . L’assemblage corps rigide des protéines est basé sur programme un prenant en
compte la complémentarité de surface des partenaires. Pour cela, chaque surface est représentée
par un ensemble de creux, de bosses et de points de selle (équivalent & PatchDock). Les complexes
obtenus sont ensuite reclassés par une fonction de score interne au laboratoire nommée CIRCLE
et par inspection visuelle [Terashi et al.| (2007).

La majorité des autres serveurs dérivent des programmes de docking cités précédemment
comme HADDOCK, HEX, Gramm-X, PatchDock, RosettaDock ou ZDOCK. Certaines équipes
ont amélioré leurs programmes lors du passage de ceux-ci en serveurs. C’est le cas du serveur
Gramm-X dont le fonction approximant le potentiel de Lennard-Jones a été adoucie (Tovchigre-
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chko et Vakser, |[2006)). A I'inverse, le serveur RosettaDock a subi quelques restrictions par rapport
a la version exécutable. En effet, le temps de calcul trés long empéche une recherche globale des
assemblages, celle-ci est donc limitée & une recherche locale (Lyskov et Gray, [2008]). C’est pour-
quoi ce serveur est surtout destiné a raffiner les résultats obtenus avec d’autres programmes de
docking.

L’oligomérisation, nouvelle voie de recherche : Les progres dans le domaine de la
biologie structurale ont mis en évidence des assemblages constitués d’un grand nombre de sous-
unités identiques. Ces sous-unités s’organisent souvent de maniere symétrique (Lawson et al.,
2008). Le nouveau défi posé aux programmes de docking est de construire de tels assemblages a
partir d’'une seule sous-unité.

Des méthodes ont été spécialement concues pour répondre a cette problématique. En général,
elles imposent des contraintes de symétrie aux programmes de docking (Berchanski et Eisenstein,
2003)). Les symétries les plus communes sont les symétries cycliques (C,,) et les symétries diedres
(D) (Voet et al., 1998]). Certaines approches ne permettent de modéliser que les symétries
C,, (Pierce et al., |2005; Schneidman-Duhovny et al. 2005a) tandis que d’autres modélisent les
symétries C,, ou D,, (Berchanski et al., |2005). Enfin, il existe quelques méthodes prenant en
compte les deux types de symétries et leurs combinaisons (Comeau et Camacho, 2005; André
et al., 2007).

1.4.2 Incorporation d’informations pour guider ’amarrage

Les données expérimentales ou issues de la littérature sont tres importantes pour cibler les
zones d’interactions afin d’obtenir des assemblages plus précis (Méndez et al., 2005; |Lensink et al.,
2007). Nous allons voir, maintenant, comment les informations collectées grace aux analyses
statistiques des interfaces (présentées dans le chapitre précédent) peuvent étre réemployées pour
limiter la zone de recherche lors du docking. Nous verrons aussi quelles sont les méthodes utilisées
pour guider les programmes de docking durant la phase d’amarrage ainsi que les fonctions de
score utilisées pour classer les complexes obtenus.

Avant la phase de docking, pour limiter la zone de recherche : Les parameétres, pris
en compte dans le premier chapitre, comme la propension d’un acide aminé a l'interface ou la
géométrie de celle-ci, peuvent étre exploités pour créer des regles de prédiction des zones d’asso-
ciations entre macromolécules (Bordner et Abagyanl, 2005). Outre ces informations statistiques,
des regles peuvent aussi étre déduites de ’analyse exhaustive de mutations réalisées a 'interface
de complexes (Bogan et Thornl [1998; Moreira et al., [2007) ou de I’étude de la conservation des
acides aminés au cours de I'évolution (Marcotte et al., [1999; Hu et al., 2000).

Ces dernieres années, de nombreuses méthodes se sont développées pour essayer de prédire
I'interface de complexes (Zhou et Qin, 2007). Certaines méthodes utilisent des techniques d’ap-
prentissage comme les machines a vecteurs de support (Support Vector Machine ou SVM) ou
les réseaux neuronaux (Bradford et Westhead, 2005 [Porollo et Meller, |2007) ; d’autres utilisent
diverses combinaisons de parametres (de Vries et all [2006; Kufareva et al., [2007). L’approche
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paramétrique a ’avantage d’étre plus transparente et donne de bons résultats dans le cas d’une
fonction bien réglée tandis que les techniques d’apprentissage ne requierent pas d’intervention
humaine et peuvent mettre en évidence des regles inattendues (de Vries et Bonvin, 2008]).

Ces différentes méthodes ont été comparées dans deux publications récentes (Zhou et Qin,
2007; [de Vries et Bonvin, 2008)).

Pendant la phase de docking, pour guider le programme : A notre connaissance, parmi
les programme de docking cités précédemment, le programme HADDOCK est celui qui prend
le mieux en compte les informations biologiques données par 'utilisateur pendant la phase de
docking. Le programme HADDOCK (High Ambiguity driven docking) a été créé pour exploiter
de nombreux types d’informations expérimentales comme les effets NOE (Nuclear Overhauser
Effect) obtenus par spectroscopie RMN ou les données obtenues par mutagénese (van Dijk et al.,
2005a). Ces informations sont traduites en termes de contraintes de distance notées AIRs, pour
Ambiguous Interaction Restraints, incorporées dans le champ de forces pour augmenter le score
des assemblages pour lesquels des atomes importants pour 'interaction se trouvent a l'interface
(Dominguez et al.l [2003). L’inconvénient de ce programme est la nécessité d’introduire des infor-
mations sur le site actif pour que celui-ci puisse prédire un assemblage. Néanmoins, la nouvelle
version de ce programme semble s’étre affranchie de cette limitation (de Vries et al., [2007).

D’autres équipes de recherche utilisent des informations biochimiques pour guider ’assem-
blage comme celle de Rebecca Wade (Motiejunas et al., 2008)) ou de Jeffrey Gray (Chaudhury
et al., 2007). Enfin, plusieurs serveurs de docking permettent a I'utilisateur de définir des résidus
en interaction (Comeau et al., [2004b; |Schneidman-Duhovny et al., [2005]).

Nous pouvons enfin noter que des données expérimentales comme les enveloppes basse réso-
lution (SAXS ou Cryo-EM) ou les mesures de fluorescence, jusque-1a peu exploitées, commencent
a étre employées comme contraintes pour le docking de macromolécules (Wriggers et Chaconl,
2001} Knight et al., 2005; |[Frankenstein et al., [2008)).

Apreés la phase de docking, pour classer les solutions potentielles : Ce classement se
fait a I’aide de fonctions de score. Le tableau [L.3|récapitule les parametres des fonctions de score
utilisées par les divers programmes de docking.

La complémentarité de forme : La majorité des programmes de docking utilise en
premier lieu une fonction calculant la complémentarité de forme entre les deux partenaires
assemblés. Nous avons présenté cette fonction pour les programmes de docking utilisant la FF'T
(voir paragraphe “Les programmes utilisant la technique de FFT ou assimilée”). L’équipe de
Zhipping Weng a amélioré cette fonction en rajoutant une partie imaginaire aux équations
et . Ces parametres supplémentaires permettent de prendre en compte des paires d’atomes
a l'interface et non plus de simples points sur la grille (Chen et Weng, 2003). Cette fonction de
score ne suffit cependant pas a classer finement les complexes; il est donc nécessaire d’ajouter
d’autres grandeurs (Gabb et al., [1997).
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Le potentiel électrostatique : Le deuxieme élément le plus souvent codé dans les fonc-
tions de score est le potentiel électrostatique. Pour les programmes utilisant la FFT, la complé-
mentarité électrostatique peut étre codée dans la partie imaginaire des équations et
(Eisenstein et Katchalski-Katzir, 2004). Pour les programmes n’utilisant pas la FFT, comme Pat-
chDock, les contributions électrostatiques peuvent étre approximées par un modele de Coulomb
(Andrusier et al.,[2007)). De nombreux cas montrent que I'ajout de la contribution électrostatique
améliore le classement des résultats de docking (Gabb et all, [1997; Mandell et al., [2001). Néan-
moins, certaines études ont nuancé ce résultat en constatant que, méme si dans la majorité des
cas I’ajout de la composante électrostatique améliore les résultats, il arrive que celle-ci détériore
le classement d’assemblages proches de la structure native du complexe (Heifetz et al.l 2002; Rit-
chie et Kemp, [2000)). Sheinerman et al.lexplique que les groupements chargés peuvent déstabiliser
I’assemblage final & cause des phénomenes de désolvatation ayant lieu a I'interface (Sheinerman
et al., [2000). 11 est donc nécessaire de prendre en compte ce phénomene de désolvatation.

L’hydrophobicité ou I’énergie de désolvatation : Depuis que [Zhang et al.|estimerent
les énergies de contact atomique (atomic contact energies ou ACE) a partir de structures cris-
tallisées de protéines (Zhang et al., [1997), de nombreuses autres études démontrerent 'intérét
de calculer I’énergie de désolvatation nécessaire a ’assemblage de complexes (Camacho et al.,
1999, |2000; |Camacho et Vajdal |2001)). Ce parametre est donc maintenant inclus dans plusieurs
fonctions de score, comme celle du programme SmoothDock (Camacho et al., 2006), ICM-Disco
(Ferndndez-Recio et al., [2005) ou encore MolFit (Berchanski et al.,|2004). Dans ce dernier cas,
il ne s’agit pas explicitement de 1’énergie de désolvatation du systéme mais plus d’un terme de
complémentarité hydrophobe.

La combinaison de ces trois contributions (complémentarité de forme, potentiel électrosta-

tique et désolvatation) permet d’approximer des fonctions d’énergie libre (Fernandez-Recio et al.,
2002; (Camacho et al.l [2006).

Les champs de forces : Enfin, en complément ou en remplacement de la fonction d’éner-
gie libre certains programmes utilisent des champs de forces (une définition sera donnée dans le
deuxieéme chapitre). Par exemple, pour le programme HADDOCK, 1’énergie d’interaction entre
les protéines est calculée par le champ de forces OPLS (Dominguez et al.l 2003) tandis que la
fonction de score ZRANK utilise le champ de forces CHARMMI19 pour les interactions électro-
statiques a une distance de moins de 5 A (Pierce et Weng, 2007)). Nous pouvons aussi noter que
le programme ATTRACT utilise un potentiel simplifié adapté a la représentation des protéines
en modele réduit (Zacharias, [2003]).

1.4.3 Evaluation des méthodes : Benchmarks et challenge CAPRI

Le développement d’un programme de docking est un processus long et complexe. Tous
les programmes de docking utilisés actuellement sont développés depuis de nombreuses années.
Chaque programme est constitué de différentes étapes qu’il faut valider. Il existe pour cela
plusieurs méthodes :
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— L’utilisation des jeux de données tests pré-établis ou benchmarks. Ceux-ci sont tres utiles
pour tester les méthodes d’amarrage sur des exemples précis et classés en fonction de degrés de
difficulté ou de types de complexes.

— La participation au challenge CAPRI. Dans ce challenge, les équipes de recherche et leurs
programmes de docking sont confrontés a des cas concrets de complexes dont ils ne connaissent
pas la solution. Ce systeme permet de tester de fagon impartiale et sans a priori les méthodes
de docking.

Utilisation de Benchmarks : L’utilisation de jeux de données permet d’entrainer et de
tester les programmes de docking sur des cas bien définis.

L’un des premiers benchmarks disponibles fut celui développé par I’équipe de J. Janin et Z.
Weng (Chen et all [2003b). Celui-ci est constitué d’un ensemble non-redondant de structures
de complexes pour lesquelles les formes libres des partenaires sont disponibles. Ce benchmark
est constitué de 59 complexes classés en quatre catégories : 29 complexes enzyme-inhibiteur, 19
complexes antigenes-anticorps, 11 complexes divers et 7 complexes considérés comme “difficiles”
car impliquant d’importants changements structuraux entre les structures des protéines libres
et celles des protéines complexées.

Ce jeu de données a fait ’objet de 2 mises a jour successives[T_U] (Mintseris et al., 2005; [Hwang
et al., 2008). Elles prennent en compte un nombre plus important de cas et offrent une grande
variété de complexes. Dans la derniere version, le nombre de complexes a plus que doublé par rap-
port a la version 1.0, passant a 124 assemblages. De plus, ’ensemble des partenaires se trouvent
a la fois sous la forme liée (au sein du complexe) et sous la forme libre (issue de la Protein Data
Bank mais superposée a la forme liée pour faciliter I’évaluation des résultats). Ces complexes
furent classés par degrés de difficulté allant d’un niveau “corps-rigide” pour les complexes ou les
structures des protéines a 'interface ne subissent que peu de déformations & un niveau difficile
pour lequel on trouve un RMSD a l'interface supérieur a 3 A (entre les formes libres et liées
des protéines partenaires). Comme dans la version 1.0, les derniéres versions proposent aussi un
classement des complexes par rapport a leur fonction biologique. On trouve ainsi trois catégo-
ries : enzyme-inhibiteur, anticorps-antigene et “autres” rassemblant des complexes variés.

Ce benchmark a été tres largement exploité puisqu’il a fait 'objet de plus de 150 citations
(si I'on regroupe les citations des benchmarks 1.0 et 2.0). On l'utilise pour entrainer divers
programmes de docking (Tovchigrechko et Vakser, |2006; |Andrusier et al.,[2007)), pour développer
de nouvelles fonctions de score (Huang et Zoul |2008; Martin et Schomburg), |2008) ou valider des
recherches de minima globaux (Kozakov et al., |2008).

Cette démarche a été reprise par d’autres équipes. La base de données DOCKGROUNHE—]
(Douguet et all [2006; |Gao et al., 2007) met a la disposition de la communauté un nombre
conséquent d’assemblages protéiques mais, a la différence des benchmarks 1.0 a 3.0, celle-ci
possede un grand nombre de complexes dont les partenaires ne se trouvent que sous la forme
liée. De ce fait, le nombre de complexes disponibles est beaucoup plus important que pour le

10Ces 3 versions sont disponibles & I'adresse : http://zlab.bu.edu/zdock/benchmark. shtml
Haccessible via http://dockground.bioinformatics.ku.edu/
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benchmark 3.0 (plusieurs milliers de complexes pour DOCKGROUND contre un peu plus d’une
centaine pour le benchmark 3.0). En contrepartie, cette base de données contient un grand
nombre de structures redondantes ainsi que de nombreuses structures modélisées.

Outre les ensembles généralistes comme le benchmark 3.0 ou la base de données DOCK-
GROUND, il existe des jeux de données plus spécifiques dédiés aux interactions antigene-
anticorps (Ponomarenko et Bourne, [2007) ou protéine-ADN (van Dijk et Bonvin, [2008).

Le challenge CAPRI :

Historique : CAPRI (Critical Assessment of PRedicted Interactions) est une expérience
internationale permettant d’évaluer, de facon impartiale, les algorithmes et méthodes dédiés
a lassemblage in silico de complexes protéiques. Le challenge CAPRI est basé sur le modele
de CASP (Critical Assessment of methods of protien Structure Prediction). CASP a débuté en
1992 a l'initiative de John Moult. Cette expérience a pour but d’encourager le développement des
méthodes de prédiction du repliement des protéines (prédiction de la structure 3D des protéines
uniquement a partir de leurs séquences) et de tester celles-ci par des prédictions en aveugle (sans
connaitre la structure finale). CASP en est actuellement & sa 8™¢ édition. Durant la deuxieme
édition de CASP, en 1996, une tentative de prédiction du complexe Hemagglutinin/Anticorps
a partir des structures non liées de chaque partenaire a été mise en place (Dunbrack et al.,
1997)). Cet essai, ainsi qu'un précédent quelques années plus tot (Strynadka et all [1996)), a
fait prendre conscience aux chercheurs travaillant dans le domaine de ’assemblage protéiques
in silico de I'utilité d’une expérience équivalente & CASP mais dédiée au docking de protéines.
Quelques années plus tard, durant I’été 2001, ce projet fut entériné lors de la conférence intitulée
« Conference on Modeling Protein Interactions in Genomes »a Charleston en Caroline du Sud

(Vajda et al.l 2002)). Ainsi naquit I'expérience CAPRI.

L’expérience CAPRI, contrairement a CASP ou les dates de chaque édition sont fixées a
l'avance, débute quand une cible (ou un groupe de cibles) est offerte par un (ou des) expéri-
mentateur(s), car il est difficile de trouver des assemblages cibles adéquats. En effet, 'utilisation
des structures des deux partenaires cristallisés (sous forme liée) pour prédire 'interaction biai-
serait les résultats obtenus car il s’agirait de trouver une simple complémentarité de forme. Or
nous avons vu, dans la partie consacrée aux assemblages macromoléculaires, que le phénomene
d’association entre macromolécules est souvent couplé a un réarrangement structural plus ou
moins important des partenaires. C’est pourquoi, pour que les algorithmes prennent en compte
ce facteur, il est préférable de transmettre la structure d’au moins un partenaire dans sa forme
libre (non liée). Les complexes retenus comme cible pour 'expérience CAPRI doivent donc avoir
au moins un des partenaires sous forme libre dans la Protein Data Bank, ce qui est relativement
rare (Janin et al., 2003)). Une autre solution est de modéliser un des partenaires par homologie
a partir de la structure d’une protéine de la méme famille issue de la Protein Data Bank. Ceci
permet de prendre plus de complexes en compte tout en augmentant la difficulté des cibles. De
plus, au cours de ces derniers cycles, le caractere nouveau de 'interaction fut aussi un facteur
important (Janin| 2007).
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TAB. 1.5 — Calendrier du challenge CAPRI : rounds 1 & 12 (2001-2006). Inspiré de|Janin| (2005a)

Round Durée Cibles Predicteurs scoreurs Soumissions
1 Juil.-Sept. 2001 ~3 mois 3 19 - 276
2 Jan.-Mars 2002 ~3 1mois 4 16 — 281
3 6 Jan.-2 Fév. 2003 ~1 mois 2 22 - 344
4 1 Sept.-12 Oct. 2003 6 semaines 4 25 - 820
5 19 Jan.-21 Mars 2004 ~2mois 4 29 — 850
6 17 Jan.-6 Fév. 2005 3 semaines 1 35 — 266
7 9 Mai-22 Mai 2005 2 semaines 1 37 — 337
8% 5 Sept.-10 Sept. 2005 5 jours 2 40 12 138
9 20 Mars-2 Avril 2006 2 semaines 2 36 3 677
10 15 Mai-4 Juin 2006 3 semaines 1 40 8 366
11 27 Nov.-10 Déc. 2006 2 semaines 12 40 16 6812
12 12 Fév.-11 Mars 2006 1 mois 1 41 10 372

* Annulé car résultats donnés sur Internet avant la fin du délai imparti.
# Une seule cible mais deux associations possibles

CAPRI est actuellement dans sa 4°™¢ édition. Les 3 premieres éditions se sont déroulées de
Juillet 2001 a Mars 2006. Chaque édition comprend plusieurs cycles (appelé rounds). La premiere
édition comprenait 7 cibles réparties sur deux cycles; celle-ci s’est déroulée sur 6 mois de Juillet
2001 a Mars 2002. La seconde édition comprenait 10 cibles réparties sur 3 cycles s’étendant de
Janvier a fin Mars 2003 soit 4 mois et demi. Enfin, la troisieme édition regroupant les cycles de
6 & 12 et comprenant 9 cibles a duré 4 mois et 3 semaines (voir tableau[L.5). La durée d’un cycle
varie entre 2 et 6 semaines suivant le nombre d’assemblages a modéliser. Les délais de soumission
de prédictions sont donc relativement courts, ceci pour deux raisons :

1. Les complexes cibles sont, la plupart du temps, impliqués dans des interactions essentielles
pour la machinerie cellulaire et font donc ’objet de recherches intensives. Les expérimen-
tateurs ne peuvent donc perdre la primeur de leurs travaux en laissant trop de temps entre
le moment de leur découverte et le moment ol les résultats sont publiés.

2. Le but est de tester la qualité des méthodes de docking en temps limité afin que celles-ci
puissent prédire convenablement un grand nombre d’assemblages de maniere routiniere.

Chaque édition se cloture par un meeting présentant un bilan des résultats obtenus et analysant
les échecs et les réussites de 1’édition (Janin et Wodak, 2007)).

Au fil des éditions, I'expérience CAPRI a évolué. Ceci est visible dans le nombre de parti-
cipants (présenté tableau et figure [1.13)) : celui-ci a augmenté au fil des premiers rounds,
montrant 'engouement des équipes de recherche pour cette nouvelle “expérience”. A partir du
round 8, ce nombre s’est stabilisé & une quarantaine de participants. Comme pour son ainée
CASP, de nouvelles catégories ont été mises en place au fil des rounds, reflétant ’évolution des
recherches et des moyens de prédiction dans le domaine. Ainsi, la catégorie scoreurs permet
aux équipes de recherche de focaliser leur attention sur le reclassement des modeles déja soumis
tandis que la catégorie serveurs ne prend en compte que les programmes donnant des prédictions
sans intervention humaine. Ces deux catégories ont été mises en place a partir du round 8. C’est
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d’ailleurs a partir de ce round que le nombre de participants des catégories prédicteurs et ser-
veurs s’est stabilisé (& respectivement 240 participants et ~6 serveurs). Le nombre de scoreurs
a fluctué pendant quelques rounds mais tend désormais, lui aussi, a se stabiliser. Cette tendance
a la stabilité se confirme dans les cycles actuels (round 13 & 15) avec une quarantaine de groupes
prédicteurs, une moyenne de 20 groupes de scoreurs et entre 6 et 7 serveurs par rounﬂ
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Fi1G. 1.13 — Nombre de groupes prédicteurs, scoreurs et nombre de serveurs automatiques de
Docking pour les 12 derniers rounds de CAPRI.
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Les cibles de CAPRI : Le tableau présente les différents complexes cibles proposés
depuis le commencement de I'expérience CAPRI. Durant les premiers cycles (1 et 2 regroupant
les cibles 1 a 7 - voir tableau , la majorité des assemblages étaient des complexes anticorps-
antigénes. Les partenaires présentés aux prédicteurs se trouvaient sous la forme lié-non lié. Les
partenaires des cibles 1 et 7 étaient sous la forme non lié-non lié.

125oir le site de CAPRI : http ://www.ebi.ac.uk/msd-srv/capri/
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TAB. 1.6 — Les divers complexes présentés & CAPRI durant les rounds 1 & 12. inspiré de
let Séraphin (2003), |Janin (2005a) et|Janin et Wodaki (2007)

Cible PDB Complexe Référence Fonction® TypeP
TOl  1kkl  HPr kinase/HPr Fieulaine et al.| (2002) phosphorylation NI-N1
T02 — Rotavirus VP6/Fab Thouvenin et al. (]2001[) sys. immunitaire NI-L
T03 lken  Flu hemagglutinin/Fab Barbey-Martin et al,| (]2002[) Sys. immunitaire NI-L
T04 1kxv ~ Amylase/Camel Vg Desmyter et al.| (2002 sys. immunitaire NI-L
TO05 1kxt  Amylase/Camel Vg Desmyter et al.| (2002 sys. immunitaire NI-L
T06 lkxq Amylase/Camel Vg Desmyter et al.| (2002 sys. immunitaire NI-L
TO7 110x  Superantigen/TCRS Sundberg et al.| (2002 Sys. immunitaire NI-N1
TO8 lnpe  Nidogen/laminin Takagi et al.| 2003[) prot. mbn. L-N1
TO09 1tlv LicT dimer Graille et al.| 2005c|) rég. transc. Oligo.
T10 lurz  trimere TBE virus E Bressanelli et al.| (]2004[) prot. virale Oligo.
T11 lohz  Cohesin/dockerin (non lié) |Carvalho et al.| (2003 cellulosome NI-H
T12 lohz  Cohesin/dockerin (li€) Carvalho et al.| (2003 cellulosome NI-L
T13 lynt  SAG1/Fab Graille et al. (]2005bD sys. immunitaire NI-L
T14 1s70  Phosphatase 16/MYPT1 Terrak et al. (]2004 phosphatases H-L
T15 1v74  Colicin D/Imm D Graille et al.| (2004 inhibition prot. L-L
T18 1t6g  Xylanase/TAXI Sansen et al.| (2004 inhibition prot. NI-L
T19 1tpx  Ovine prion-FAB Eghiaian et al.| (]2004 sys. immunitaire H-L
T20 2b3t  HemK/RF1 Graille et al.| (|2005a[) fin traduction NI-H
T21 1zhi  Orel/Sirl Hou et al (2005) rég. transc. NI-N1
T22 1syx  Ub-15k/Ub-52k Nielsen et al.| (]2007[) splicing de ’ARN NI-NI1
T23 2b8w  dimere hGBP1 Ghosh et al.| (]2()06[) transd. du signal Oligo.
T24 2j59  Arfl/ARHGAP21 Ménétrey et al. (2007 transd. du signal NI-H
T25 2j59  Arfl/ARHGAP21 Ménétrey et al. (2007 transd. du signal NI-L
T26 2hgs  TolB/Pal Bonsor et al.| (]2007D prot. mbn. NI-NI
T27.1 2025 HIP2/Ubc9 Walker® traitement prot. NI-N1
T27.2 2025 HIP2/Ubc9 Walker® traitement prot. NI-N1
T28 2oni  dimere NEDD4L Walkerd traitement prot. Oligo.

# gys. immunitaire : anticorps-antigenes, prot. mbn. : protéines membranaires, rég. transc. : complexe intervenant

dans la régulation de la transcription, prot. virale : protéine virale, cellulosome : protéines constitutive du

cellulosome, inhibition prot. : complexe enzyme-inhibiteur, transd. du signal : complexe intervenant dans la
transduction du signal, tranport mb. : complexe , traitement prot. : complexes intervenant dans le traitement des
protéines (protein processing).

> NI : non lié, L : 1ié, H : homologie, Oligo. : prédiction d’un oligomére.

¢ Communication personnelle : J.R. Walker, G.V. Avvakumov, S. Xue, E.M. Newman, F. Mackenzie, J. Weigelt,
M. Sundstrom, C.H. Arrowsmith, A.M. Edwards, A. Bochkarev, S. Dhe-Paganon.

4 Communication personnelle : J.R. Walker, G.V. Avvakumov, S. Xue, C. Butler-Cole, J. Weigelt, M. Sundstrom,

C.H. Arrowsmith, A.M. Edwards, A. Bochkarev, S. Dhe-Paganon.

Durant les cycles 3 a 5 (cibles 8 & 19), le nombre de complexes anticorps-antigéne a dras-
tiquement diminué laissant la part belle aux complexes protéase-inhibiteur (cibles 15 a 18).
Malheureusement, les cibles 16 et 17 furent annulées car les structures cristallines des complexes
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furent rapidement disponibles sur Internet. De méme, la structure de la cible 15 fut accessible
quelques jours avant la date finale de soumission, ne permettant pas a tous les prédicteurs de dé-
poser leurs modeles. En plus des cibles dites classiques : antigene-anticorps et protéase-inhibiteur
ou l'interface d’interaction peut étre assez facilement identifiée, de nouvelles cibles sont apparues
durant les cycles 3 a 5. Il s’agit des cibles 8 et 14, respectivement impliquées dans la structu-
ration de la membrane cellulaire et la transduction du signal. Enfin, de nouveaux protocoles de
docking ont vu le jour durant cette 2°™¢ édition. Pour certaines cibles (T11, T14 et T19), il fut
nécessaire de modéliser un des partenaires par homologie, ajoutant encore un degré de difficulté
supplémentaire. Ce protocole fut d’ailleurs analysé pour le complexe cohesine-dockerine qui fut
proposé, pour la cible 11, avec la molécule de dockerine & modéliser tandis que, pour la cible
12, cette méme molécule était issue du complexe cristallisé. Les cibles 9 et 10 proposerent un
nouveau défi aux prédicteurs puisqu’il ne s’agissait plus de prédire ’assemblage d’un dimere
mais la création d’un oligomere a partir de sa sous-unité.

Les cibles des cycles 6 a 12 ont reflété I’'intérét grandissant des biologistes structuraux pour les
complexes impliqués dans des mécanismes cellulaires jusque-la peu étudiés au niveau structural
comme : la transcription des genes, la transduction du signal, le traitement des protéines ou
de ’ARN (Janin), 2007). Ces nouvelles cibles ont constitué un nouveau défi pour les prédicteurs
qui avaient entrainé leur programmes surtout sur des complexes anticorps-antigenes et protease-
inhibiteur. Comme dans les cycles précédents, au moins 'un des partenaires des cibles 20 a 28
était sous la forme non-lié et certains devaient étre modélisés par homologie.

Une description plus détaillée de ’ensemble des complexes cibles présentés a CAPRI est
disponible dans les publications : [Janin et Séraphin| (2003)); Janin| (2005b, [2007)).

Evaluation des résultats : Chaque groupe participant (prédicteurs, serveurs ou scoreurs)
est autorisé a déposer 10 modeles par cible depuis le cycle 3 (5 cibles pour les précédents cycles).
Chaque modele est ensuite comparé a la structure cristallisée du complexe et évalué suivant
plusieurs criteres (voir figure et Méndez et al|(2003)).

Trois parametres permettent de classer les modeles prédits : le RMSD de 'interface, le RMSD
du ligand et le pourcentage de contacts natifs (voir figure [1.14)).

1. Pour calculer les fractions de contacts natifs et non natifs, il faut d’abord définir le terme
de contact. Pour les évaluateurs de CAPRI, deux résidus sont considérés en contact a
Iinterface si ’on ne trouve pas d’atomes d’autres résidus a une distance de 5 A autour des
résidus en contact. La fraction de contacts natifs (f,,4) est définie comme le rapport entre
le nombre de contacts corrects prédits par le modele et le nombre de contacts au sein du
complexe cristallisé. La fraction de contacts non-natifs (f,0n—nat) €st le nombre de contacts
incorrects, prédits par le modele, divisé par le nombre total de contacts prédits dans le
complexe. Méme si cette derniere mesure n’est pas prise en compte pour le classement, elle
est intéressante pour étudier la qualité du modele. En effet, si le pourcentage de contacts
natifs est faible par rapport & celui de contacts non-natifs, cela démontre que l'interface
peut étre trop grande ou mal positionnée et que le modele perd de son intérét. Un but
subsidiaire des prédicteurs est donc de maximiser la fraction de contacts natifs tout en
minimisant la fraction de contacts non-natifs.
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2. Pour évaluer la concordance géométrique entre le modele prédit et le complexe cristallisé,
il est nécessaire de calculer le RMSD du ligand. Celui-ci est calculé en superposant la
structure de la molécule dite “récepteur” du modele (la plus grande des deux protéines
formant le complexe) sur celle de la cible. On calcule ensuite le RMSD du ligand (la
plus petite des deux molécules) en se limitant aux atomes formant le squelette protéique
(N,Ca,C,0).

3. La taille du ligand peut fortement varier d’'un complexe cible a un autre. Or, parfois,
le ligand peut étre constitué de plusieurs parties dont une interagit avec le récepteur
tandis que ’autre peut subir de forts changements conformationnels durant 1’association
(voir cible 13 Méndez et al| (2005)). Dans ce genre de cas, le modele peut décrire une
interaction correcte mais avoir un RMSD pour le ligand tres élevé si, par exemple, la
position du domaine n’interagissant pas n’a pas a été correctement modélisée. Pour pallier
ce probleme, il est possible de calculer une autre valeur de RMSD : le RMSD de l'interface
(ou Lrmsd). Il s’agit de limiter le calcul du RMSD aux résidus constituant l'interface.
Dans ce cas, l'interface est définie comme tout résidu possédant un atome a une distance
de moins de 10 A de la protéine partenaire.

D’autres parametres sont pris en compte, non pas pour classer les résultats, mais pour en
éliminer certains. Il s’agit du pourcentage d’identité entre le complexe prédit et cristallisé et le
nombre d’interpénétrations (clashes) présentes au niveau de 'interface prédite. Dans le premier
cas, un taux d’identité trop bas entre la cible et la prédiction (construite par homologie) entraine
une élimination du complexe prédit. Le second cas s’explique par le fait que trop d’interpéné-
trations peuvent augmenter artificiellement la fraction de contacts natifs. Il est donc nécessaire
de fixer une limite qui corresponde a la moyenne des interpénétrations de tous les complexes
prédits a laquelle on ajoute deux fois la déviation standard. Les clashes sont définis comme des
contacts entre atomes (autres que les atomes d’hydrogene) de moins de 3 A.

Tous ces parametres permettent ensuite de classer les modeles en fonction de la fraction
de contacts natifs puis des divers RMSDs en quatre catégories : high, medium, acceptable et
incorrect (voir figure [1.14)).

Les enseignements tirés du challenge CAPRI : Il existe plusieurs manieres de tirer
des informations des tableaux et D’abord, nous pouvons faire un bilan, édition par édi-
tion, sur les progrés réalisés par I’ensemble des prédicteurs. Ainsi, si I'on regarde la premiére
édition de CAPRI (regroupant les cibles 1 a 7), les résultats obtenus n’étaient pas homogenes
bien que la majorité des cibles soient du type anticorps-antigéne (voir tableau . En effet, les
deux dernieres cibles de cette édition ont été particulierement bien prédites tandis que les cibles
4 et 5 n’ont fait objet d’aucun résultat correct. En effet, le mode d’association de ces cibles ne
suit pas le schéma classique d’association antigene-anticorps impliquant, dans ce cas, le domaine
VHH (VH Heavy chain) alors que 1'on s’attendait & une interaction avec la région CDR (Com-
plementary Determining Region)(Méndez et al., |2003)). Pour le seul complexe n’impliquant pas
un systéme anticorps-antigene (TO1) les résultats furent trés moyens (8 modeles acceptables).
Le bilan de cette premiére édition fut que les programmes de docking ne pouvaient étre utilisés
de fagon routiniere pour prédire précisément les assemblages protéiques (Méndez et al., [2003).
Néanmoins, ils pouvaient étre utilisés afin de délimiter des zones d’interactions pour guider les
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N° residue-residue
/ contacts (< 5A)
i\

.E'

N° Ligand interface

residues
N° Receptor interface

residues

nat

Ranki Conditions based on Capri computed parameters
High f.=0.5AND (L_rms < 1.0 OR I_rms < 1.0)
Medium (f,=03AND{  <0.5) AND (L_rms <5.0 OR _rms <2.0)

OR
f,.>0.5 AND L _rms> 1.0 AND I_rms> 1.0

Acceptable | (F_,>0.1 AND{ _<0.3) AND (L_rms <10.0 OR I_rms <4.0)
OR
f=03ANDL_rms>5.0 AND I_rms > 2.0

<0.1 OR (L_rms > 10.0 AND I_rms > 4.0)

Incorrect L

Fia. 1.14 — Ilustrations du calcul des RMSD de l'interface et du ligand. IL.rmsd : RMSD de
I'interface ; L_rmsd : RMSD du ligand ; f,4; : fraction de contacts natifs; f,,,,_na: : fraction de
contacts non natifs. Tableau présentant le classement des modeles en fonction de I_rmsd, L_rmsd
et frqt. Reproduit de |Méndez et al.| (2005)

recherches dans le cas, par exemple, de mutagéneése dirigée. Enfin, il apparaissait que 'utilisation
d’informations issues de la bibliographie avait permis de cibler les bonnes zones d’interactions
et avait ainsi facilité la recherche de complexes.

Les résultats de la deuxieme édition (cibles 8 a 19) furent réellement impressionnants :
I’ensemble des cibles proposées fut prédit correctement (i.e. il a été prédit au moins un modele
acceptable pour chaque cible) contrairement & 1’édition précédente. Ces résultats sont d’autant
plus remarquables que la majorité des cibles étaient proposées sous la forme lié-non lié et qu’il
fallait, pour certains complexes, créer un partenaire par homologie (voir tableau . Au cours
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de cette édition, de nouvelles méthodes ont été mises en place, en particulier pour prendre en
compte la flexibilité du squelette protéique et des chaines latérales (Méndez et al., 2005). Il
restait néanmoins certaines difficultés pour les programmes de docking a prédire des modeles
d’une grande précision lorsque les changements conformationnels étaient importants, comme ce
fut le cas pour les cibles 9 et 10 (voir tableau . Enfin, lors de cette édition, est apparu un
nouveau type de programme de docking : le serveur automatique nommé CLUSPRO (Comeau
et al., [2005). 11 fut le précurseur de nombreux serveurs utilisés lors de 1’édition suivante.

Au cours de la troisieme édition de CAPRI, deux nouvelles catégories ont été créées : la
catégorie serveur et la catégorie scoreurs. Cette derniére est trés intéressante pour analyser la
réussite des fonctions de score. Les résultats obtenus lors de cette édition furent un peu moins
bons que pour I’'édition précédente : aucune équipe n’a proposé de modele convenable pour la
cible 28. De méme, les modeles de qualité high furent peu nombreux. Ceci est di a 'originalité
des complexes proposés, plus difficiles a prédire que les complexes classiques antigene-anticorps
et protéase-inhibiteur de I’édition précédente. Les serveurs de docking automatiques ont aussi
donné des résultats tres corrects pour certaines cibles montrant ainsi qu’il est possible de prédire
la structure d’assemblages protéiques sans intervention humaine. Enfin, les résultats des scoreurs
lors de cette édition ont montré I'importance des fonctions de score pour reclasser les complexes.
En effet, en utilisant les modeles proposés par les groupes de prédicteurs, les scoreurs obtinrent
un taux plus élevé de résultats de meilleure qualité (Lensink et al., [2007)). Notons que ces sco-
reurs ont correctement reclassé les résultats mis a leur disposition mais n’ont pas amélioré la
qualité de ceux-ci (Lensink et al., 2007)).

Nous pouvons aussi faire un bilan par rapport aux cibles proposées : les tableaux et
montrent certaines cibles particulierement difficiles & prédire : il s’agit des cibles 4, 5, 9, 10, 20,
24 et 28. Les résultats sur les cibles 4 et 5 s’expliquent par une zone d’interaction différente de ce
qu’attendaient les équipes de prédicteurs. En ce qui concerne les cibles 9 et 10, la difficulté était
double : prédire un dimere ou un trimere a partir d’'une sous-unité qui subissait d’importantes
variations structurales (voir l’exemple de la cible 10 tableau . Cette problématique s’est
aussi retrouvée pour la cible 28 ot, la encore, aucune prédiction correcte n’a été soumise. Les
partenaires des cibles 20 et 24 subissaient eux aussi de forts changements conformationnels, en
particulier pour la cible 24 ol il manquait une hélice C-terminale dans la forme libre du domaine
PH de la protéine ARHgap21 (voir tableau . Ce complexe Arfl-ARHGap21 a été soumis a
nouveau mais, cette fois, avec la forme liée du domaine PH (cible 25) : les résultats ont été, dans
ce cas la, bien meilleurs. Il est possible d’arriver a la méme conclusion pour les cibles 11 et 12
ou la structure de la dockerine a été soumise sous sa forme non-liée (T11) puis sous sa forme
liée (T'12). Il apparait donc, & travers ces exemples, qu'il reste encore tres difficile de prédire la
structure de complexes impliquant une forte variation structurale des partenaires.
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TaB. 1.7 — Résultats obtenus pour chaque cible durant les rounds 1 a 12. inspiré de
(2005a) et | Janin et Wodak (2007)

Qualités des modeéles ®
Cible Type® High  Medium  Acceptable

TO1 NI-NI 0 0
TO2 N-L 0 1
TO3 N-L 0 2
T4 N-L 0 0
TO5 N-L 0 0
T NI-L 4 4
TO7 NI-NI 5 7
TO8 L-NI 2 9
TO9 Oligo. 0 0
T10 Oligo. 0 1
T11 N-H 0 11
T12 NI-L 21 0
T13 N-L 6 6
T14 H-L 16 20
TI6% L-L 4 5
T18 NI-L 0 6
T19 H-L 1 10
T200 NI-H 0 0
T219 NI-NI 0 4
T24 NI-H 0 0
T25 NI-L 1 13
T26 NI-NI 0 22
T271 NI-NI 0 0
T27.2 NI-NI 0 2
T28 Oligo. 0 0

* Résultats issus de Méndez et al. (2003} |2005); [Lensink et al.| (2007)
> NI : non lié, L : 1ié, H : homologie, Oligo. : prédiction d’un oligomére.

¢ Seules prédictions soumises avant publication de la structure cristallographique du complexe sur Internet.

4 Pour les cibles T22 et T23 les prédictions ont été annulées car une image de I'assemblage était visible sur
Internet.

A droite du tableau, quelques exemples de cibles avec un fort changement structural entre la forme libre et
complexée d’un des partenaires. En rouge la forme liée et en bleu, superposée, la forme libre.
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1.4. Méthodes in silico pour l’assemblage macromoléculaire

Le tableau de la page précédente présente les résultats obtenus par la majorité des participants a I’expérience
CAPRI. Pour une raison de place, nous n’avons gardé que les groupes ayant participé & au moins deux éditions
(& Vexception des serveurs de docking). Les groupes cités dans ce tableau ont donné au moins une prédiction
de qualité acceptable ou supérieure. La premiere colonne indique le nom du responsable de chaque groupe ou le
nom du serveur de docking. Les 23 colonnes suivantes indiquent les résultats obtenus par chaque participant : 0
indique qu’aucun des modeles soumis n’a été acceptable. — indique que le groupe participant n’a pas donné de
modele pour la cible. *, ** ou *** indiquent la qualité du résultat du meilleur modele proposé (respectivement
acceptable, medium et haut - voir partie “évaluation des résultats” pour plus d’information). La derniere colonne
récapitule les résultats de chaque groupe participant en donnant le nombre de résultats hauts suivi du nombre
de résultats mediums et acceptables suivis, entre parentheses, du nombre de cibles prédites correctement (d’une
précision acceptable ou supérieure) et le nombre de cibles tentées. La derniére ligne indique, pour chaque cible,
le nombre de modeles corrects (d’une précision acceptable ou supérieure) suivi du nombre de modeles hauts ou

mediums.

Nous pouvons enfin faire un bilan quant a la réussite de chaque équipe tout au long de
I'expérience CAPRI . A travers le tableau nous voyons que six équipes se distinguent de
I’ensemble du reste des participants : celles de David Baker, de Carlos J. Camacho, de Miriam
Eisentein, de Zhiping Weng, de Ruben Abagyan et celle de Jeffrey J Gray. Toutes ces équipes (a
I'exception de celle de Ruben Abagyan) ont participé a la majorité des cycles de CAPRI. Elles
ont donc pu, a travers les différents complexes prédits, améliorer leurs programmes de docking.
Ces équipes, outre le fait de présenter certains modeles d’une tres grande qualité, ont su adapter
leurs programmes pour obtenir des résultats corrects lors des différentes éditions. Nous trouvons
ensuite un autre groupe constitué par des équipes ayant obtenu entre 1 et 2 modeles d’une pré-
cision haute. Ce groupe est assez hétérogene puisqu’il est constitué a la fois d’équipes “établies”
ayant participé a l’ensemble de I'expérience CAPRI (comme les équipes de Lynn Ten Eyck, de
David Ritchie, de Paul Bates, de Haim Wolfson ou de Michael Sternberg) mais aussi d’équipes
plus récentes arrivées au cours de la deuxieme édition (comme I’équipe de Alexandre Bonvin ou
de Martin Zacharias). Certaines équipes ont eu de tres bons résultats lors de la deuxieme édition
mais des résultats plus mitigés lors des cycles 6 a 12 : c’est le cas, par exemple, des équipes de
Paul Bates ou de Haim Wolfson. A l'inverse, les équipes de Martin Zacharias ou d’Alexandre
Bonvin ont obtenu de bons (voire tres bons) résultats durant ces mémes cycles, compte tenu de
leur arrivée plus tardive au sein du challenge CAPRI. Enfin, il reste un groupe de prédicteurs
n’ayant pas encore obtenu de modeles de haute qualité : il est constitué par les équipes d’Alfonso
Valencia, de P. Nuno Palma et de Ilya Vakser. Si les deux premieres équipes ne semblent plus
vraiment soumettre de prédictions (a la vue de la derniere édition de CAPRI), I’équipe de Ilya
Vakser a obtenu des résultats tout & fait honorables lors des derniers rounds.

Il reste un parametre tres difficile a évaluer : le degré connaissance de chaque équipe des
cibles présentées. Il est certain que les équipes présentes depuis la premiere édition ont acquis
une expérience notable quant a la maniere dont se déroule chaque round et, de par leur ex-
périence dans le domaine de 'assemblage macromoléculaire, peuvent analyser plus rapidement
les zones d’interactions potentielles pour une cible donnée. Il faut aussi noter que l'expérience

personnelle de chaque participant, comme son cursus professionnel, peut apporter une plus va-
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lue non négligeable dans 'analyse des données issues de publications ou dans la construction
d’un complexe. Ainsi, nous pouvons noter que des équipes ayant de bons résultats ont a leur
téte des personnalités ayant des compétences poussées dans des domaines touchant a ’expéri-
mental : comme Zhipping Weng qui a un dipléome en ingénierie biomédicale, Alexander Bonvin
qui maitrise parfaitement le domaine de la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ou Martin
Zaccharias ayant des diplomes en biochimie et biophysique. De méme, les expériences de David
Baker ou Carlos J. Camacho dans le challenge CASP ont aidé ceux-ci & modéliser les modeles
par homologie (Méndez et al., 2005)). Ce facteur “humain” est tres important et nous verrons,
dans le chapitre suivant, qu’il I’a été aussi dans notre cas pour construire le modele de complexe
pour la cible 34. Un moyen de mettre en exergue ce facteur et de développer des programmes
automatiques de docking. Nous pouvons faire un premier bilan des résultats de ces serveurs de
docking : la tendance amorcée par CLUSPRO lors de la deuxieme édition de CAPRI a été pour-
Seme

suivie par celui-ci ainsi que par des nouveaux serveurs lors de la édition, a savoir obtenir

de bons résultats pour la prédiction de complexes protéiques sans intervention humaine.

Du fait du caractere multi-factoriel de I’analyse des résultats (expertise, stratégie employée,
connaissance du complexe & modéliser...), il est tres difficile de classer les équipes de recherche
dans le domaine du docking; d’ailleurs ceci n’a qu’un intérét limité. Ce qu’il faut surtout re-
tenir est le nombre important d’équipes engagées dans ce challenge et que celles-ci, a travers
les différentes approches testées et les divers résultats obtenus, permettent de mieux cerner les
difficultés intrinseques a I’assemblage de complexes protéiques in silico.

Ainsi, CAPRI, a linstar de CASP pour le folding de protéines, est devenu une expérience
nécessaire et stimulante pour le développement de nouvelles méthodologies de docking macro-
moléculaire. Tous les deux ans, elle permet de faire le point sur les avancées et les échecs dans
le domaine de ’assemblage in silico. Les conclusions établies au cours des différentes éditions de
CAPRI restent toujours d’actualité :

1. Le reclassement des résultats reste un point sensible : il est encore difficile de discriminer
entre un résultat de bonne qualité et un moins bon (Lensink et al., 2007). C’est pourquoi
il est trés important d’intensifier les efforts dans ce domaine et la création d’une catégorie
spéciale scoreurs durant les rounds 6-12 de CAPRI permet de structurer cela.

2. Le traitement de la flexibilité est encore une étape limitante. Méme si les programmes de
docking actuels commencent & incorporer un certain degré de flexibilité, comme les mou-
vements de chaines latérales, il reste encore tres difficile de prédire de grands changements
structuraux se déroulant lors de I’association macromoléculaire. Les échecs ou les résultats
peu convaincants des diverses équipes de recherche sur certaines cibles sont a imputer a
ces changements conformationnels difficiles & prévoir (comme pour les cibles 10, 24 ou 28 :
voir tableau [1.7]).

3. Enfin, I'incorporation de données issues, par exemple, de la littérature reste un critere
important pour I'obtention d’un modele correct mais peu de programmes ont développé
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d’outils spécifiques pour exploiter au mieux les informations fournies par 'utilisateur.

1.5 Conclusion

Ce premier chapitre nous a donc permis de faire un point sur les assemblages macromolécu-
laires. Nous avons pu voir comment les outils de docking pouvaient exploiter les analyses faites
sur des ensembles de complexes. L’utilisation de benchmarks ou la participation a ’expérience
CAPRI ont permis d’améliorer considérablement les programmes de docking. Il reste cependant
encore des limitations comme la prise en compte de données biologiques non structurales ou la
modélisation de la flexibilité des protéines. Dans la partie suivante, nous allons voir, au travers
d’exemples concrets, comment 'utilisation de la Dynamique Moléculaire en Solvant Explicite et

la combinaison de divers programmes de docking peuvent aider a dépasser ces problemes.
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La dynamique moléculaire pour
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Contexte

Comme nous avons pu le voir a travers la partie précédente, les programmes de docking
peuvent obtenir de tres bon résultats ou a 'inverse n’apporter aucune solution. Une des raisons
de ces échecs est la modélisation approximative de la flexibilité par les programmes de docking.
En effet, les éléments d’entrée de ces programmes sont des structures rigides obtenues le plus
souvent par cristallographie. Il faut alors mimer cette flexibilité de diverses manieres.

Dans ce chapitre, nous ferons un point sur la cinétique mise en place lors de ’amarrage de
macromolécules. Puis, nous présenterons les techniques qui permettent de modéliser les change-
ments structuraux ayant lieu lors de cet amarrage. Enfin, nous nous intéresserons a une méthode
en particulier : la dynamique moléculaire (plus particulierement en solvant explicite). Nous mon-
trerons comment celle-ci peut aider a mimer la flexibilité des protéines. Nous prendrons pour
cela trois cas concrets traités durant cette these :

— La création d’un modele de complexe entre les protéines Erbin et Smad3 : nous verrons d’abord
comment une dynamique assez longue (16 ns) permet la mise en évidence de résidus importants
pour I'interaction.

— Puis nous montrerons comment des simulations de dynamique moléculaire de durée un peu
plus courte (10 ns) peuvent aider au raffinage d’assemblages obtenus grace a divers serveurs de
docking.

— Enfin, nous étendrons ce principe a des dynamiques tres courtes (0,5 ns) afin de vérifier si
celles-ci améliorent les résultats de docking rigide. Nous étayerons ceci a travers ’exemple de la
cible 34 du challenge CAPRI.

2.1 Dynamique de I’association : cinétique et flexibilité

La majorité des études structurales sur les complexes protéiques obtenus, par exemple, par
cristallographie ne dépeignent qu'un état figé de I'assemblage. Elles ne prennent pas en compte
la cinétique de ’association : c’est a dire les mécanismes de formation ou de dissociation du
complexe. Or, ces mécanismes sont aussi d’un intérét capital pour la compréhension des sys-
temes macromoléculaires. Nous traiterons brievement, dans cette partie, de 'aspect cinétique de
I’assemblage. Nous nous focaliserons ensuite sur les réarrangements structuraux des protéines
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partenaires lors de la phase finale de 'association. Enfin, nous présenterons les méthodes per-
mettant de mimer cette flexibilité.

2.1.1 Cinétique de l’association

L’association entre deux protéines est le plus souvent décrite comme une réaction en deux
étapes :
k:l k2
P+P = PP = PbP
k_1 k_o
ou P; et P, sont des protéines a 1’état libre, P; : P> le complexe de rencontre et PP le
complexe final.

Suivant ce schéma, deux protéines diffusent de maniere aléatoire en solution jusqu’a at-
teindre une zone, appelée la steering region, ou les partenaires vont s’orienter en fonction des
interactions électrostatiques jusqu’a former un complexe dit de rencontre (voir figure . Cette
étape de diffusion a été largement étudiée d’un point de vue expérimental et d’un point de vue
théorique (Schreiber, |2002; Tang et al., 2006). Du point de vue théorique, une méthode utilisée
est la dynamique Bronwnienne (Gabdoulline et Wade, [1999; [Elcock et al., 2001; |Gabdoulline et
Wade, 2001). Ces études permettent de calculer la constante d’association qui est généralement
comprise entre 105 et 106 M~!s™t (Schreiber} 2002)). Cette valeur peut étre considérablement aug-
mentée si des interactions électrostatiques fortes sont mises en jeu et ce jusqu’a ~ 7.10° M-1s!
(Janin, 1997). Ce phénomene de diffusion guidée par les forces électrostatiques a d’ailleurs été
modélisé en utilisant le champ de forces CHARMM?22 (Fitzjohn et Bates, [2003)).

Une fois le complexe de rencontre créé, des interactions plus spécifiques peuvent se former.
L’association aboutissant au complexe final requiert parfois des réarrangements structuraux des
chaines latérales et du squelette protéique (voir figure afin de compenser les pertes entro-
piques des partenaires dues aux phénomenes de désolvatation (Camacho et all 1999; |Griinberg
et al., 2004).

Nous pouvons noter que des travaux récents ont été entrepris pour modéliser I’ensemble du
phénomene “diffusion-association” en utilisant, par exemple, la dynamique brownienne guidée
par des informations biochimiques suivie d’étapes de classement-raffinage (Motiejunas et al.,
2008), des calculs d’énergie libre (Camacho et Vajdal [2001) ou la dynamique moléculaire avec
modélisation du solvant (Griinberg et al., 2004).

2.1.2 Mise en évidence de la flexibilité des protéines

Durant la phase d’association, des réarrangements structuraux au niveau des parties flexibles
des protéines se produisent. C’est pourquoi, il est nécessaire de repérer ces zones flexibles pour
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Evasion

‘1_/“ !

&) Association

rencontre

Diffusion

Fi1G. 2.1 — Deux protéines partenaires diffusent aléatoirement. Si elles sont mal orientées, elles ne
se rencontreront pas (1). Si elles sont bien orientées, les interactions électrostatiques permettront
le positionnement de ces protéines l'une par rapport a l'autre pour former un complexe de

rencontre (2). Ce complexe peut ensuite évoluer en un assemblage final grace a des changements

conformationnels au niveau de 'interface (3). Figure inspirée de (Elcock et al., |2001)

pouvoir ensuite les modéliser.

Analyse de la flexibilité des protéines grace aux données expérimentales : 1l
est possible d’utiliser les structures des protéines déterminées par cristallographie aux rayons X
ou par Résonance Magnétique Nucélaire (RMN) pour identifier les zones flexibles (Gerstein et

2004).

Si la protéine a été cristallisée sous sa forme libre et en complexe (sous sa forme liée), il
est possible de comparer ces deux formes pour identifier les régions ayant subi des changements
structuraux (Betts et Sternberg, [1999)). Le facteur thermique B donné dans un fichier PDB
(Berman et al.,|2000) peut étre également analysé. Ce facteur est un indicateur de 'oscillation de

I’atome autour de la position du modele. La spectroscopie RMN permet d’obtenir les structures
des protéines en solution et de visualiser les mouvements internes de celles-ci (Wand, 2001
Mittermaier et Kay, [2006]).

Ces données seront ensuite étre utilisées pour générer des trajectoires en utilisant, par

exemple, des techniques de morphing (Zeev-Ben-Mordehai et all 2003). Ces trajectoires sont

ensuite stockées dans des bases de données de mouvements (Echols et al., 2003)).

Analyse de la flexibilité des protéines grace aux modes normaux : Les modes
normaux de vibration sont considérés comme des oscillations harmoniques autour d’un minimum
d’énergie. Chaque mode décrit un état du systeme ol toutes les particules oscillent avec les
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mémes caractéristiques de fréquence. En théorie, les modes normaux ne devraient pas pouvoir
s’appliquer aux protéines qui possedent plusieurs états conformationnels (les minimums locaux).
En pratique, ces modes normaux modélisent tres correctement les changements de structures
entre la forme libre et liée des protéines (Petrone et Pande, [2006). Les modes normaux les plus
utilisés sont ceux de basses fréquences. [Tama et Sanejouand| ont montré, sur un exemple de 10
protéines, que les changements conformationnels observés pouvaient étre représentés par un seul
mode de vibration, le plus souvent I'un des trois plus bas (Tama et Sanejouand, [2001).

Les modes normaux sont utilisés depuis une trentaine d’années pour étudier la flexibilité
des protéines : les premiers travaux se limitaient a de petits polypeptides (Moore et Krimm),
1976)) pour ensuite étre appliqués sur des protéines de plus grande taille (Tasumi et al., |1982;
Brooks et Karplus, |1983)). Récemment, une analyse de modes normaux appliquée sur un grand
jeu de données (134 complexes protéiques) a montré son efficacité pour mettre en évidence
les changements structuraux (Dobbins et al.l [2008). Les données recueillies peuvent ensuite
étre directement exploitées par les programmes de docking pour orienter 'amarrage (May et
Zacharias, 2008).

Pour plus d’informations sur les modes normaux, un livre a récemment été publié dans la
série Mathematical and Computational Biology intitulé : Normal Mode Analysis : theory and
applications to biological and chemical systems (Chapman et Hall-CRC, 2006]).

Analyse de la flexibilité des protéines grace la dynamique moléculaire : La dyna-
mique moléculaire a été largement utilisée pour modéliser les mouvements des macromolécules
(Karplus et McCammon), 2002). Elle est d’autant plus employée que 'utilisateur peut controler
un grand nombre de parametres comme ’environnement autour du systeme étudié, la tempéra-
ture ou le champ de forces utilisé (tous ces points seront abordés dans la section suivante).

Les mouvements de nombreux systemes ont été étudiés par dynamique moléculaire comme
les mouvements de la protéine chaperone GroEL (Ma et al., [2000) ou les mouvements concertés
des sous-unités de protéines kinase (Young et al., 2001). De plus, les mouvements de systemes
de plus en plus massifs peuvent maintenant étre calculés. Les travaux les plus marquants sont,
pour 'instant, la modélisation de la totalité du virus satellite de la mosaique du tabac, systeme
comprenant 1 million d’atomes (voir figure , pour une durée de 50 ns (Freddolino et al.,
2006) ou la modélisation du ribosome contenant 2,64 millions d’atomes, pour un temps de 20 ns
(Sanbonmatsu et al., |2005).

Les simulations de dynamique moléculaire demandent des temps de calcul importants. C’est
pourquoi elles sont uniquement utilisées pour modéliser des mouvements relativement restreints
ayant lieu dans une fenétre de temps de quelques picosecondes a quelques centaines de nano-
secondes.

2.1.3 Comment modéliser cette flexibilité ?

La modélisation de la flexibilité peut étre introduite avant, apres ou pendant la phase de
docking.
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F1G. 2.2 — Représentation du virus satellite de la mosaique du tabac (Capside + ARN) simulé

en solvant explicite. Figure issue de (Freddolino et al., 2006

Avant la phase de docking, pour générer un ensemble de structures : 1l s’agit le plus
souvent de générer un ensemble de conformeres afin de simuler la flexibilité de la protéine. Cet
ensemble est ensuite utilisé pour réaliser un amarrage croisé. Ceci consiste, pour deux protéines
partenaires P; et P», a amarrer chaque structure de ’ensemble des conformeres de P; avec
chaque structure de ’ensemble des conformeres de P;.

L’ensemble de conformeres est en général obtenu grace aux techniques utilisées pour l’ana-

lyse de la flexibilité. Ainsi, Mustard et Ritchie ont utilisé les vecteurs propres (eigen vectors)

issus de simulations de dynamiques essentiellelel pour une étude a posteriori des cibles 11 a
14 du challenge CAPRI. Ils ont montré que l'utilisation pour le docking rigide des structures
générées a partir des premiers vecteurs propres permettait d’obtenir de meilleures prédictions

(Mustard et Ritchie, 2005). II est aussi possible d’utiliser la dynamique moléculaire pour géné-
rer Pensemble des conformeres (Griinberg et all, 2004 [Krdl et all [2007b). Cette méthode ne
semble néanmoins réellement intéressante que dans le cas ou les protéines partenaires subissent

d’importants changements conformationnels durant I’association (Krdl et al. 2007a). De plus,

cette technique peut engendrer des solutions éloignées de la structure native mais pourtant bien

classées par les fonctions de score (Smith et al., 2005a).

Comme elle oblige & amarrer de facon exhaustive la totalité des conformeres de chaque
ensemble, cette technique reste néanmoins cotiteuse en temps de calculs.

Pendant la phase de docking, pour guider ’assemblage : Durant cette étape, la surface
protéique peut étre approximée pour ne pas trop contraindre les programmes de docking. La

13dynamique contrainte & certains mouvements harmoniques
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recherche peut étre également guidée par des données recueillies lors de la phase d’analyse de la
flexibilité.

Traitement implicite de la flexibilité : Comme nous ’avons vu précédemment, de
nombreux programmes de docking représentent la structure des partenaires sur une grille. Dans
ce cas, il est possible de modéliser la flexibilité des protéines en autorisant un certain degré
d’interpénétration entre le récepteur et le ligand (Vakser, 1995; Vakser et al., [1999). On parle
alors de docking adouci ou Soft docking (Jiang et Kim, 1991). Cette technique est I'un des
fondements du programme BiGGER (Palma et al., |2000).

Il est aussi possible de représenter la protéine de fagon simplifiée par une surface lissée. Ceci
a été implémenté dans le programme HEX (Ritchie et Kempl [1999)) et a été testé pour des

résolutions tres basses (Sumikoshi et al., 2005).

Une autre méthode consiste a simplifier la représentation des résidus de surface. Par exemple,
Heifetz et Eisenstein| ont “taillé” (trimming) les chaines latérales de résidus tres flexibles comme
larginine ou la lysine (Heifetz et Eisenstein, 2003)). I existe aussi des représentations “gros
grains” (coarse grain) des chaines latérales (Levitt et Warshel, [1975; Wodak et Janin| 1978).
Dans ce cas, elles ne sont plus représentées que par un (Gray et al., 2003} |Li et al.l [2003b) ou
deux pseudo-atomes (Li et all 2003a; Zacharias, 2003).

Traitement explicite de la flexibilité : Pendant la phase d’assemblage, il est possible
de modéliser les régions charnieres (hinge). Ces régions constituent des zones peu structurées
entre deux parties plus organisées (comme les feuillets-3 ou les hélices-ar). De plus, ces régions
subissent en général de forts changements conformationnels et entrainent des mouvements de
grande amplitude au niveau des parties plus structurées (en général des domaines). Le pro-
gramme FlexDock modélise la flexibilité de ces régions a condition que l'utilisateur définisse
lui-méme les positions charnieres (Schneidman-Duhovny et al., |2005a)). Emekli et al|ont amé-
lioré cette méthode avec ’algorithme HingeProt. Celui-ci identifie, a partir d’une structure, les
zones charniéres ainsi que leurs mouvements modélisés grace aux modes normaux (Emekli et al.,
2008).

Il est aussi possible de modéliser des boucles. Il s’agit la encore de régions désorganisées mais,
a l'inverse des régions charnieres, elles n’entrainent pas de mouvements de grande amplitude.
Pour modéliser la flexibilité de ces boucles, il est possible de les représenter par un ensemble
de conformations (Zacharias, 2003). Contrairement aux techniques d’amarrage de 1’ensemble
des structures des partenaires, cette méthode se limite a refaire 'amarrage de la boucle flexible
et non de la totalité de la protéine. Les ensembles de conformations des boucles peuvent étre
obtenus par multi-copie (Bastard et al., 2006)).

Apres la phase de docking, pour raffiner les résultats : Au niveau de la derniéere étape
du docking, correspondant a la phase de raffinage, la majorité des programmes introduisent un
certain degré de flexibilité. Cette derniere peut étre appliquées au niveau des chaines latérales
et du squelette protéique.
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Flexibilité des chaines latérales : Introduire de la flexibilité au niveau des chaines
latérales permet, en général, d’optimiser les conformations de celles-ci & l'interface. Pour cela,
il est possible d’utiliser des bibliotheques de rotameres. Celles-ci sont obtenues par des analyses
statistiques des structures des protéines. Ces bibliotheques permettent d’obtenir des informations
sur les angles de rotation des chaines latérales en fonction de la conformation du squelette
protéique (Dunbrack et Karplus, [1993). [Wang et al.| ont utilisé cette méthode couplée & une
minimisation des rotameres. Celle-ci, appliquée dans le cadre du challenge CAPRI, a prouvé son
efficacité (Wang et al., 2005).

Une autre solution est d’utiliser des simulations courtes de Monte-Carlo. Cette méthode,
appliquée a la chaine latérale du ligand et guidée par un parametre d’énergie (Abagyan et
Totrov, [1994)), a été implémentée dans le programme ICM-Disco (Fernandez-Recio et al., [2003).

Enfin, il est aussi possible de conduire des simulations courtes de dynamique moléculaire afin
d’optimiser les positions des chaines latérales (Camacho, 2005).

Flexibilité du squelette protéique et des chaines latérales : Durant cette derniere
phase, modéliser la flexibilité du squelette protéique seul n’aurait pas un grand intérét puisque ce
changement conformationnel entralnerait en méme temps le déplacement des chaines latérales.
Il faut donc relaxer ’ensemble du systeme squelette + chaines latérales.

La méthode la plus utilisée dans ce cas est la dynamique moléculaire. Cette technique de
raffinage a été utilisée par le groupe de Paul Bates (Krdl et all) 2007b). Elle fait aussi partie du
protocole du programme HADDOCK combinée a la méthode de recuit simulé qui consiste en
une augmentation de la température pour passer les barrieres énergétiques (Dominguez et al.,
2003).

En conclusion, les programmes de docking comme ICM-Disco, HADDOCK ou RosettaDock
ont obtenu de trés bons résultats au challenge CAPRI (voir tableau [1.§)). La modélisation de
la flexibilité des chaines latérales et du squelette protéique par ces programmes peut expliquer,
en partie, de tels résultats. Pour plus de détails sur 'analyse et la modélisation de la flexibilité,
nous avons recensé 4 publications de synthese sur le sujet : [Segal et Eisenstein| (2005); Bonvin
(2006); |Andrusier et al.| (2008); Ritchie (2008).

Nous avons vu que la dynamique moléculaire était un outil particulierement utilisé pour
modéliser la flexibilité des protéines. Nous allons maintenant expliquer cette technique plus en
détails.

2.2 La dynamique moléculaire

2.2.1 Principe de la dynamique

La dynamique moléculaire, DM, (van Gunsteren et Berendsen) [1990; Leach, 2001)) est une
technique couramment utilisée pour la simulation de biomolécules (Karplus et Kuriyan, |2005).
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Son but est d’étudier I’évolution d’un systéme moléculaire au cours du temps en intégrant les
équations de Newton relatives au systeme : m;a; = F; ou m; est la masse d’'un atome 4, @; son
accélération et F; la somme des forces qui lui sont appliquées du fait de son interaction avec les
autres atomes de I’environnement.

Lors de la simulation de DM, le systéme subit des changements conformationnels et ciné-
tiques qui permettent d’explorer ’espace des phases espace-temps accessibles par le systeme. A
chaque particule, a tout temps ¢, on associe un couple (position 7;(t),vitesse v;(t)). L’ensemble
des coordonnées sur la totalité de I'espace temporel exploré constitue la trajectoire. Suivant 1'hy-
pothese ergodique, ’étude d’une trajectoire infiniment longue d’un systeme par DM revient a
échantillonner tout ’espace des phases de ce systeme. Il est alors possible d’accéder a des gran-
deurs thermodynamiques (coefficients de diffusion, fonctions de distributions radiales, énergie
libre...) afin de relier la simulation & 1’échelle microscopique aux expérimentations a 1’échelle
macroscopique.

Les équations du mouvement de Newton s’écrivent de la maniére suivante :

dui(t)  dV(i, 7, ..., )

7 - - > = F;i(¢
LN A7, (*)

1

~

ol m; est la masse d’un atome i, ¥;(t) sa vitesse a l'instant ¢ et 7; sa position dans ’espace.
V(Fl, 79, ...,Tn) est le potentiel d’interaction (champ de force) entre les atomes du systéme.
A partir d’un systeme dont les conditions initiales ont été fixées, la DM consiste en la répétition
de deux opérations. Elle évalue d’abord la force agissant sur chaque atome au temps t, puis dé-
termine les coordonnées et les vitesses des atomes au temps t+ At (avec At, le pas d’intégration)
en fonction des forces subies par chacun d’entre eux.

2.2.2 Intégration des trajectoires

Il n’existe pas de solution analytique exacte aux équations du mouvement. Leur résolution
analytique peut étre fastidieuse, voire impossible, en particulier si les mouvements des particules
sont couplés (probleme a N-corps). Différents algorithmes ont été développés afin de les résoudre
numériquement. Pour cela, une approximation usuelle consiste a diviser ’évolution du systeme
en intervalles de temps, appelée discrétisation temporelle. A Tissue de chacun de ces pas de
temps, le potentiel de chaque particule est recalculé. L’erreur induite par cette approximation
est négligeable quand les intervalles de temps utilisés sont suffisamment petits. Dans la pratique,
le pas d’intégration At, adapté pour la simulation de systemes biologiques, est de l'ordre de la
femtoseconde (10719 s).

Différents intégrateurs sont disponibles, chacun se caractérisant par un rapport spécifique
entre précision et efficacité. L’algorithme de Verlet (Verlet, 1967) est parmi les plus utilisés.
Dans cet algorithme, les coordonnées sont développées en séries de Taylor au troisieme ordre,
au temps t + At et t — At :

Fi(t) A2 dF;(t) At3
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Fi(t) At?  dF(t) At

Fi(t — Af) = F(t) — G3(6) At —
La différence de ces deux séries permet d’obtenir les vitesses des atomes :

Fi(t+ At) — 7t — At
ity = SOHAD (=8

Des variantes optimisées de l'algorithme de Verlet existent. On peut citer, par exemple, les
algorithmes de leap frog (Hockneyl, |1970), de Beeman (Beeman, [1976) et le plus utilisé : velocity
Verlet (Swope et al., |1981)).

La modélisation d’un systéeme macromoléculaire dans des conditions de solvatation explicite
requiert la gestion d’'un nombre de degrés de liberté tel qu’il faut souvent réduire artificiellement
celui-ci. Pour accélérer le calcul, on peut également avoir recours a l'algorithme SHAKFE (van
Gunsteren et Berendsen, 1977 |Ryckaert et al.,|[1977; |Krautler et al.,[2001)) qui permet d’augmen-
ter modérément le pas d’intégration (par exemple At = 2 fs au lieu de 1 fs). Ceci en corrigeant
les oscillations trop importantes qui peuvent alors apparaitre sur les degrés de liberté les plus
“rapides” du systeme.

Pour améliorer 'efficacité de l'intégration, des intégrateurs a pas multiples, tels que 'algo-
rithme r-RESPA (reversible Reference System Propagator Algorithm) (Grubmiiller et al., 1991;
Tuckerman et al., 1992; [Humphreys et al., [1994)) peuvent étre employés afin de réduire substan-
tiellement le temps de la simulation (d’environ un ordre de grandeur), sans perte de précision
notable. Une telle optimisation differe ici de la contrainte de type SHAKE, indiquée précédem-
ment, car ce sont les degrés de liberté les plus lents qui sont périodiquement ﬁgés['ﬂ tandis que

le pas de calcul reste invariant.

2.2.3 Description de ’environnement

Représentation du solvant : Les premieres applications de simulations de protéines ont été
réalisées, il y a 30 ans, dans le vide (McCammon et al., [1977). Bien que les résultats obtenus
donnaient un apercu de la flexibilité de la macromolécule étudiée, ils ne pouvaient pas rendre
compte précisément des propriétés dynamiques de celle-ci en milieu solvaté (Levitt et Sharon,
1988)). 1l est pourtant primordial de tenir compte des effets du solvant lors de 1’étude des biomo-
lécules car ils jouent un role essentiel dans la stabilisation de ces dernieres. Pour considérer les
effets de solvant lors d’une simulation, deux approches sont possibles, la solvatation implicite ou
la solvatation explicite.

Le traitement implicite du solvant repose sur une forme de potentiel qui traite les molécules
du solvant comme un continuum diélectrique (par exemple via le modele de Born généralisé)
(Mackerell et all,2004)). Les divers modeles de solvatation implicite se révelent utiles pour réduire
de fagon significative le temps de calcul des simulations. Toutefois, bien qu’ils reproduisent
fidelement I'effet global du solvant, ils ne peuvent pas, par définition, reproduire les interactions

141 es forces qui varient le plus lentement, par exemple I'électrostatique & longue distance, sont recalculées moins
fréquemment que les plus rapides, comme par exemple les interactions entre atomes liés.
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des molécules du solvant au niveau local (par exemple a la surface des molécules) (Mackerell
2004).

Le traitement explicite correspond, lui, a la modélisation d’un nombre suffisant de molécules
d’eau autour des systemes biomoléculaires d’étude au sein d’une cellule qui constitue une boite
d’eau placée dans les conditions périodiques (voir paragraphe suivant). Bien que ce traitement
s’avere tres coliteux en temps de calcul (les molécules d’eau ajoutées augmentant considérable-
ment le nombre total d’atomes a considérer), il permet de modéliser de maniere plus réaliste le
milieu physiologique dans lequel les biomolécules évoluent.

Conditions périodiques aux limites : Une méthode particulierement adaptée pour conduire
une simulation dans des conditions de solvatation explicite, tout en réduisant les effets de bord,

est celle des conditions de limites périodiques (Metropolis et al., [1953)). Ceci consiste a répliquer

implicitement I’ensemble fini de particules du systéme d’étude, réparties dans une boite centrale
(en général cubique ou parallélépipédique) selon les trois directions de 1’espace.

Les atomes dans les cellules images reproduisent les mouvements des atomes correspondants
dans la cellule centrale (voir figure . La simulation par DM s’effectue pour les atomes de la
cellule centrale en tenant compte de la présence des cellules images uniquement lors du calcul
du potentiel. Le caractére pseudo-infini du systéme ainsi simulé contraint a effectuer certaines
approximations concernant le traitement des interactions entre molécules, en particulier celle
dite de “I'image minimale” qui suppose que chaque particule ¢ de la cellule centrale n’interagit
qu’avec I'image la plus proche de toutes les autres particules j.

T
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Fi1G. 2.3 — Conditions périodiques illustrées en 2 dimensions avec une boite cubique. La boite
en bleu représente la cellule centrale répliquée. La boite en pointillés rouges symbolise I'image
minimale.
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Prise en compte des interactions entre atomes non-liés : La complexité des algorithmes
de DM, en I’absence d’optimisation, est en O(nQ)E]; ceci limite rapidement l'intervalle d’espace
et de temps accessible des simulations. En effet, alors qu’a un ensemble de particules liées ne
correspond qu’un nombre limité d’interactions a prendre en compte dans le calcul, le nombre de
paires de particules non-liées croit, lui, en O(n?). L’optimisation du calcul des interactions entre
atomes non-liés est, par conséquent, centrale afin d’améliorer 'efficacité des algorithmes de DM.

Afin de limiter le temps nécessaire au calcul des potentiels entre paires d’atomes non-liés
s’exercant a longue distance, il est courant de limiter la prise en compte de ces interactions,
pour un atome donné, a ses voisins les plus proches, c’est a dire a ceux inclus dans une sphere
dite de troncature (ou Cut-off) centrée sur ’atome en question.

Dans le cas de 'utilisation des conditions périodiques aux limites, le rayon de troncature doit
étre inférieur ou égal & la moitié du plus petit coté de la cellule centrale, afin qu’il n’y ait pas
plus d’une image de chaque atome prise en compte. Ainsi, la complexité du calcul n’est plus que
de O(n) car le nombre total d’atomes au sein de la cellule centrale est borné. Mais, si I’emploi
d’un cut-off de ’ordre de 8 a 10 A est acceptable pour les interactions de Van der Waals, ce n’est
pas le cas de l'interaction Coulombienne en 1/r, méme dans le cas de faibles charges atomiques
partielles. Ainsi, le probleme des interactions entre atomes non-liés se réduit principalement a
celui du traitement des interactions électrostatiques (Koehl, |2006).

Calcul des interactions électrostatiques : L’emploi d'un cut-off abrupt sur les interactions
non-liées provoque des artefacts importants dans les calculs de DM (Saito, [1994). Ceci peut étre
atténué par 'emploi d’un cut-off progressif, défini en réalité par deux seuils de cut-off, délimitant
ainsi l'intervalle de prise en charge des interactions électrostatiques de facon décroissante de
100% & 0%. Dans les conditions périodiques, la technique de sommation d’Ewald (Ewald}, 1921])
permet un calcul exact, mais au prix d’une complexité en O(n3/ 2) Pour pallier cela, une des
solutions les plus utilisées de nos jours est la variante SPME (Smooth Particle Mesh Evald)
(Essmann et al., [1995)), ayant une complexité en O(nlog(n)), qui est d’ailleurs implémentée
dans le programme NAMD (Phillips et al., [2005]).

2.2.4 Paramétrisation du champ de forces

Enfin, avant toute simulation de DM, il est nécessaire de procéder a I'application d’un champ
de force. Ce processus relie la structure du systeme (liste des atomes, de leur nature, de leur
coordonnées, des liaisons qu’ils forment et de la nature de celles-ci) & sa topologie (liste des
groupes d’atomes que chaque terme du potentiel doit considérer). Celle-ci est ensuite associée aux
parametres prédéfinis dans le champ de forces. Les parametres sont, au cours d’une simulation
de mécanique moléculaire, des constantes qui doivent étre définies rigoureusement avant toute
simulation. La détermination des parametres du champ de forces s’effectue sur la base des
résultats expérimentaux (données spectroscopiques, calorimétriques, structurales...), ou lorsque

15algorithme ayant une complexité en n?

18 Cette technique introduit comme contrainte supplémentaire la neutralité électrique de I’ensemble du systeme.
Si nécessaire, cette neutralité est obtenue artificiellement par ’emploi de contre-ions répartis au sein de la cellule
centrale.
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ceux-ci ne sont pas disponibles (ou trop imprécis), & partir de résultats de mécanique quantique
ab initio (Neumaier, 1997).

La transférabilité des parametres d’une molécule vers un groupement structuralement simi-
laire d’une autre molécule est I'une des hypotheses fondamentales de la mécanique moléculaire.
Bien que cette approche puisse paraitre assez rudimentaire, les multiples applications effectuées
depuis son introduction ont permis de démontrer son efficacité. La validation d’un champ de
forces correspond a la reproduction in silico de résultats expérimentaux. Notons que chaque
champ de forces constitue un compromis entre simplicité conceptuelle et précision. L’améliora-
tion d’'un champ de forces est délicate du fait, par exemple, que différents parametres peuvent
étre couplés (van Gunsteren et Berendsen) |1990). Toutefois, 'augmentation des performances
informatiques (loi de Moore) permet d’y incorporer des termes de plus en plus sophistiqués sans
que cela ne rallonge trop les temps de calcul.

Pour conduire une simulation, le choix du champ de forces est a faire sur la base de résultats
déja obtenus et disponibles dans la littérature, en utilisant les champs de forces déja éprouvés sur
des molécules analogues a celle que ’on souhaite étudier. En effet, 'emploi d’un champ de forces
paramétrisé pour décrire une certaine catégorie de molécules (comme les protéines) se limite a
une classe de molécules ayant des ressemblances structurales et fonctionnelles. Les champs de
forces couramment utilisés pour la modélisation de biomolécules (Ponder et Case, |[2003), tels que
CHARMM (MacKerell et al.l|1998; MacKerell et Banavali, 2000), AMBER, (Weiner et al., 1984}
Cornell et al.,[1995; Wang et al., 2004), GROMOS (Daura et al., [1998; Oostenbrink et al., 2004])
et OPLS (Jorgensen et Tirado-Rives, |1988; Jorgensen et al., [1996), fruits de nombreuses années
de recherches spécifiques, peuvent étre considérés comme matures. Ils permettent donc, couplés
a des programmes appropriés tels NAMD (Kale et Skeel, [1999; Phillips et al., [2005), GROMOS
(Christen et al., 2005), CHARMM (Brooks et al., [1983) ou AMBER (Weiner et Kollman, 1981)),
de conduire des simulations de dynamique moléculaire considérées comme fideles, a priori, pour
des systemes classiques comme les protéines ou les acides nucléiques ainsi que les assemblages
impliquant ces macromolécules.

2.2.5 Parametres utilisés pour les simulations de dynamique moléculaire

Nous avons donc décrit les éléments clés de la dynamique moléculaire. Nous allons main-
tenant décrire brievement les parametres utilisés pour conduire les simulations de dynamique
moléculaire réalisées durant cette these.

— Nous avons utilisé le programme NAMD avec le champ de forces CHARMMZ27 (MacKerell
et al., [2000).

— Les équations de mouvement furent intégrées avec un pas de 1 fs en utilisant 1’algorithme
r-RESPA dans I’ensemble de nos simulations excepté pour les dynamiques conduites sur
les résultats les plus intéressants des serveurs de docking (voir section 2.4). Dans ce cas
particulier, pour accélérer les calculs, nous avons augmenté le pas d’intégration a 2 fs. Ce
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pas de temps fut couplé a l'algorithme SHAKE.

— Nous avons aussi utilisé une représentation explicite du solvant avec des conditions pério-
diques aux limites. Pour cela nous avons créé une boite d’eau avec des molécules d’eau du
type TIP3P. Nous avons ajouté des ions Na™ et CI pour atteindre, soit une concentration
physiologique de 0,1M dans le cas des simulations menées sur le complexe Erbin/Smad3,
soit la neutralité du systéme dans les autres cas.

— La température et la pression ont été maintenues respectivement a 300 Kelvins et 1 atmo-
sphere (équations de Langevin) (Tuckerman et al., [1992).

— Les interactions entre atomes non liés ont été prises en compte jusqu’a une distance limite
de 11 A. Les interactions électrostatiques a longue distance ont été traitées en utilisant
Palgorithme Smooth Particle Mesh Fwald.

Nous allons maintenant montrer 1'utilisation des simulations de dynamique moléculaire pour
relaxer les complexes moléculaires que nous avions créés, soit par homologie, soit en utilisant
divers programmes de docking.
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2.3 La dynamique moléculaire pour mettre en évidence les rési-
dus en interaction : exemple du complexe Erbin PDZ/Smad3
MH?2

Nous présentons, ici, les travaux réalisés en collaboration avec des chercheurs biologistes diri-
gés par le Professeur Jean-Paul Borg du centre Paoli-Calmettes a Marseille. Nous avons montré
comment l'utilisation de la modélisation par homologie et de la dynamique moléculaire a pu
aider a l'identification d’un nouveau site de fixation entre le domaine PDZ d’Erbin et le do-
maine MH2 de Smad3. Les expérimentations biochimiques présentées dans cette partie ont été
réalisées par Nadine Déliot post-doctorante au sein de I’équipe du Professeur Borg. Ce travail a
fait 'objet d’une publication dans le journal : “Biochemical and Biophysical Research Commu-
nications” (voir annexe E). Du fait des contraintes du journal, nous n’avons pu détailler tous les
aspects de notre méthode. C’est pourquoi, nous présentons ici une version étendue de cet article.

2.3.1 Erbin et la voie du TGF-(

Erbin protéine de régulation et de la polarité : Erbin, pour ErbB2-interacting protein,
a été identifiée par le laboratoire du professeur Borg en 2000 lors de recherches d’interacteurs du
récepteur ErbB2/HER2 par un crible double hybride chez la levure. Le récepteur ErbB2/HER2
est surexprimé dans plus de 30% des cancers du sein (Borg et al., [2000). ErbB2 fait partie
de la famille des récepteurs ErbB a activité tyrosine kinase. Cette famille comprend 4 membres
(ErbB1/EGFR, ErbB2/HER2, ErbB3 et ErbB4) mais seul le récepteur ErbB2 interagit avec Er-
bin. Erbin fait partie de la famille des protéines LAP (LRR and PDZ). Cette protéine comporte
trois régions caractéristiques (voir figure : une région en amino-terminale, formée par 16
domaines LRR pour Leucine Rich Repeat, suivie d’'une partie LAP specific domain (ou LAPSD)
puis d'un domaine PDZ (PSD-95/Discs-large/Z0-1) en carboxy-terminal.

Le domaine PDZ est un module structural tres commun. En effet, on trouve dans le génome
humain 440 domaines PDZ présents dans, environ, 260 protéines ou enzymes (Schultz et al.,
2000). Ces domaines sont constitués de ~90 résidus et adoptent une structure commune orga-
nisée en 6 brins § (BA a OF) encadrés par deux hélices a (oA et aB) (Nourry et al., [2003;
Kim et Sheng), 2004} Harris et Lim| 2001)). Nous pouvons noter que le domaine PDZ d’Erbin se
différencie des autres domaines PDZ puisqu’il ne posséde qu'une seule hélice o (aB) (Birrane
et al., |2003)). Le plus souvent, les domaines PDZ reconnaissent les derniers résidus de la partie
C-terminale des protéines (Kornau et al.l [1995; |Skelton et al., 2003; Laura et all 2002; Wiede-
mann et al., 2004)).

Les domaines PDZ sont classés en fonction de leurs spécificités d’interaction avec les derniers
résidus de la partie carboxy-terminale de leurs ligands : les PDZ de classe I se lient avec le motif
S/TxV, les PDZ de classe II avec le motif ®x® et les PDZ de classe III avec le motif D/ExV
oll S=sérine, V=valine, ® est un résidu hydrophobe, D=acide aspartique, E=acide glutamique
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et x est un résidu quelconque (Bezprozvanny et Maximov, 2001). La fixation de cette partie
C-terminale se fait principalement au niveau d’une poche hydrophobe formée entre le brin 5B
et 'hélice aB. L’interaction Erbin/ErbB2 fait intervenir le domaine PDZ de Erbin et les sept
derniers résidus carboxy-terminaux de ErbB2. La fixation principale se fait au niveau du motif
VPV de ErbB2. Ainsi, le domaine PDZ d’Erbin peut se lier au motif de la classe II. La phos-
phorylation de ErbB2 de la tyrosine en position -7 provoque la dissociation du complexe (Borg
et all [2000). De plus, ce dernier peut aussi interagir avec des motifs de classe 1 (Laura et al.,
2002; |Appleton et al., 2006; Jaulin-Bastard et al., 2002). Cette faculté d’adaptation s’explique en
partie par sa structure a laquelle il manque une hélice v (Skelton et al.l 2003; Birrane et al.L|2003).

Erbin et ErbB2 colocalisent a la membrane basolatérale dans les cellules épithéliales. L’équipe
du Professeur Borg a montré qu'une délétion ou une mutation du site de liaison au domaine
PDZ d’Erbin provoque une mauvaise localisation du récepteur (Borg et al., 2000). De plus, les
15 derniers résidus de ErbB2 sont suffisants pour induire une localisation basolatérale de la pro-
téine (Jaulin-Bastard et al. 2001). Cependant, le role de Erbin dans la localisation basolatérale
de ErbB2 reste discuté : en effet, un autre groupe de recherche a montré qu’Erbin n’était pas
nécessaire a cette localisation (Dillon et al., 2002; Kolch, [2003).

En présence de son ligand, le récepteur EGF (EGFR) se dimérise avec ErbB2 qui va a son
tour s’autophosphoryler et activer la voie Ras/MAPK. La découverte de 'interaction entre Erbin
et ErbB2 a posé la question du role d’Erbin dans la voie RAS/MAPK. Huang et al. ont montré
que Erbin avait un réle de régulateur négatif de la voie Ras/MAPK en inhibant la phosphory-
lation de Erk (FEztracellular signal-requalted kinase), une MAP kinase, par Ras (Huang et al.,
2003). Erbin, en interagissant avec la protéine Sur8 via sa région LRR, inhibe la formation du
complexe raf/Ras entrainant I'inhibition de la voie de signalisation Ras/Mapk (Dai et al., 20006).

Erbin n’est pas seulement impliquée dans des réseaux moléculaires de signalisation, mais est
également au coeur d’intéressants complexes protéiques participant a ’adhérence cellulaire (voir
figure . Ainsi, la protéine des hémidesmosomes BPAG1 (Bullous pemphigoid antigen-1) et
I'Intégrine (4 interagissent toutes les deux avec Erbin (Favre et al., 2001). Ces deux protéines
interviennent dans la formation des interactions cellule-matrice extracellulaire. Erbin pourrait
donc faire le lien entre la formation des hémidesmosomes et la signalisation par la voie du
récepteur ErbB2, bien que sa présence au niveau des hémidesmosomes n’ait pas été prouvée. Une
autre interaction impliquant p0071/Plakaphiline-4 a été observée dans les cellules épithéliales
(Jaulin-Bastard et al.,|2002)). p0071 appartient a la famille des p120-Caténines qui permettent la
connexion des E-Cadhérines au niveau des jonctions adhérentes avec le cytosquelette. Erbin est
donc, par I'intermédiaire de p0071, connectée au cytosquelette (voir ﬁgure. L’affinité d’Erbin
pour p0071 est plus forte que pour ErbB2 et la dissociation de ce complexe entraine une perte de
I'intégrité épithéliale. D’autres protéines de la famille des p120-Caténines sont impliquées dans
le recrutement d’Erbin aux jonctions adhérentes. Il s’agit de 6-Caténine et ARVCF (armadillo
repeat gene deletes in velocardiofacial syndrome) (Laura et al. [2002). Toutes ces interactions
avec la famille des p120-Caténines nécessitent la présence du domaine PDZ d’Erbin.
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Enfin, Erbin interagit également avec les protéines Smad, maillons incontournables de la
signalisation du TGF-# impliqué, entre autre, dans la transition épithéliale-mésenchyme

2003).

Smads
- ]
@ :Domaine MH1
@ : Domaine MH2
-—.
— Erbin
rotes
A o
€-cadhérine -m
B-caténine ‘ *
v .’;I""'ﬁ'"" (IEETTTTII - Motifs LRR (feucine rich repeat)
P
ErbB2 () : Domaine PDZ
/ B @ : Domaine LAPSD (LAP specific domain)
Erbin
A Erbin est une protéine basolatérale associée
\] non seulement a des voies de régulation de
@0 la prolifération cellulaire (Ras/MAPK et ErbB2,
Smads \ Smad et récepteur du TGF-beta), mais aussi
7 a des complexes protéiques impliqués dans
%‘:S Iinteraction entre cellules (beta-caténine et
Ras BPAG-1 TGFR-R p0071, deux caténines associées a E-cadhé-

ErbB2

@_, (i Intégrine 4 rine) et cellule-matrice extracellulaire (intégrine

beta-4 et BPAG-1 [bullous pemphigoid anti-
" gen-1]). Les fleches indiquent les interactions

entre Erbin et ses partenaires.
Lame basale

F1G. 2.4 — Réseaux moléculaires associés a Erbin. Figure issue de (Jaulin-Bastard et all, |2005).

La famille Smad et la voie du TGF-§ : Les protéines Smad sont des transducteurs des
récepteurs du TGF-0 et sont classées en trois groupes distincts. Ces groupes sont basés sur les

fonctions et les séquences de ces protéines (ten Dijke et Hill, [2004)) : les R-Smad, les Co-Smad
et les I-Smad.

— Les Receptor requlated Smad, ou R-Smad, sont phosphorylées par les récepteurs du TGF-3
de type I. Ces protéines sont subdivisées en 2 groupes : une partie est régulée par le TGF-43
ou les activines (c’est le cas pour les Smad 2 et 3) tandis que 'autre partie est régulée par
les BMP, Bone Morphogenic Proteins (Smad 1, 5 et 8).

— Les Common Smads, il s’agit de Smad4 mais aussi de Smad43/Smadl0 découverte ré-

cemment chez le Xénope (Masuyama et al., [1999)). Smad4 peut former des hétérodimeres

ou des hétérotrimeres avec d’autres R-smad pour permettre la translocation du complexe
dans le noyau et ainsi agir au niveau des genes cibles du TGF-£.

— Enfin, les Inhibitory Smad, ou I-Smad, sont constituées de Smad 6 et 7. Comme leur nom
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Iindique, ces protéines ont un role d’inhibiteur dans la voie de signalisation du TGF-3 :
Smad6 inhibe l'interaction Smadl/Smad4 dans la voie BMP tandis que Smad?7 intervient
a la fois dans la signalisation des BMP et celle du TGF-3 en formant un complexe avec
les protéines Smurf (Shi et Massaguél [2003)).

Betaglycan (*)

Smad4

TBRI

Cytoplasm

SARA

Smad7-Smurf1/2

Smad2/3

Des récepteurs accéssoires, tel le dimere
de Betaglycane (en cyan), peuvent présen-
ter la molécule de TGF-beta aux récepteurs.
Ces récepteurs de type Il activés vont en-
suite pouvoir phosphoryler les récepteurs
de type | sur les sérines et thréonines spéci-
fiques au niveau du domaine GS (en rose).
Les récepteurs de type | vont ensuite pou-
voir phosphoryler Smad2/Smad3. Lorsque
celles-ci sont présentées par la protéine
SARA, ces protéines vont alors former des
hétérodimeéres ou des hétérotriméres avec
Smad4. Ces complexes pourront ensuite
réguler la transcription des génes. Le com-
plexe Smad7/Smrufl ou 2 agit sur la fin du
signal en déclenchant la polyubiquitination
et la dégradation des récepteurs activés.

Nucleus

FiGc. 2.5 — La voie classique d’activation des Smads par le TGF-3. NB : sur ce schéma, 'hété-
rotrimérisation (& droite) n’implique que les domaines MH2 de Smad2 et Smad4 mais elle peut
tout aussi bien impliquer de la méme maniere la protéine Smad3. TF : Transforming Factor.
Figure modifiée de|ten Digke et Hill (2004).

La figure présente la voie d’activation des Smads par le TGF-3. Les protéines Smad2 et
Smad3 peuvent interagir avec les récepteurs de type I et de type II. Pour cela, elles peuvent étre
recrutées a la membrane par la protéine SARA (Smad Anchor for Receptor Activation) via un
domaine d’interaction nommé SBD (Smad Binding Domain) qui reconnait le domaine MH2 des
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protéines Smad. Cette interaction est nécessaire a la phosphorylation de Smad?2 - et donc ensuite
a son activité transcriptionnelle (Tsukazaki et al.l [1998). Celle-ci est néanmoins facultative dans
le cas de Smad3; en effet, des mutations dans le domaine MH2 de Smad3 abolissent l'interac-
tion avec le SBD de SARA mais n’empéchent pas Smad3 d’avoir une activité transcriptionnelle
(Goto et all [2001). L’interaction avec les récepteurs de type I permettra ensuite la phospho-
rylation de Smad2 ou 3. Cette phosphorylation va rompre la liaison entre SARA et les Smads
libérant celles-ci dans le cytoplasme. Ceci autorisera la formation de complexes homodimeriques
de Smad2 ou 3 ou hétérodimeriques avec Smad4 (Wu et al., 2000; Shi et Massagué, 2003). Nous
pouvons noter que des interactions électrostatiques entre Smad2 ou 3 et Smad4 jouent un role
significatif dans la formation de cet hétérotrimere (Chacko et al.l 2004).

Les complexes formés par Smad2, 3 et/ou 4 vont ensuite s’accumuler dans le noyau ou ils
vont interagir avec des facteurs de transcription pour cibler des genes spécifiques (Moustakas
et al., [2001)). Nous pouvons citer, pour exemple, le facteur de transcription FoxH1 (chez le Xe-
nope) qui interagit avec le complexe Smad2-Smad4 activé via une région SID (Smad Interacting
Domain) dans sa partie C-terminale (Chen et al., 1996| [1997). Un autre site de fixation commun
a FoxH1 et a la famille Mix (autres facteurs de transcription) a été découvert et nommé SIM
(Smad Interacting Motif). 11 s’agit d’un motif riche en prolines qui est nécessaire et suffisant
pour interagir avec le domaine MH2 de Smad2 (et de Smad3) et permettre ainsi le recrutement
des complexes de Smads actifs vers ’ADN. Ce motif est intéressant puisqu’il partage des homo-
logies de séquences avec la région SBD de SARA (Wu et al.l 2000).

Ces complexes vont ensuite pouvoir réguler la transcription, soit négativement, soit positive-
ment (Moustakas et al., [2001; |Shi et Massagué|, 2003). Pour y parvenir, ils doivent tout d’abord
se lier a la molécule d’ADN. Les domaines MH1 de Smad3 et Smad4 possedent la capacité de
se lier directement a 'ADN au niveau de séquences spécifiques appelées SBE (Smad Binding
Element) : 5-AGAC-3’ (Shi et al., |1998). En revanche, Smad2 ne peut pas se lier directement
a PADN en raison de la présence d'un exon supplémentaire dans son domaine MH1 (Dennler
et al.,1999). Notons que les Smads n’ont qu’une affinité assez faible pour ’ADN c’est pourquoi
il leur est nécessaire de se lier avec des facteurs de transcription pour assurer la spécificité de
leur liaison avec ’ADN (Zhang et Derynck, [1999; [ten Dijke et al.l 2000). L’activation ou la
répression de la transcription se fera ensuite a l'aide de co-activateurs, comme p300 ou CBP
(CREB-Binding Portein), ou de co-répresseurs, comme c-Ski, SnoN ou TGIF. Ces complexes de
Smad s’accumulent dans le noyau ou ils semblent rester plusieurs heures. Néanmoins, des études
plus poussées ont fait état d’une déphosphorylation des Smads R de facon treés lente. Celle-ci
permet ensuite leur dissociation de smad4. Les protéines R-smad seront ensuite réexportées dans
le cytoplasme. Si les récepteurs sont toujours actifs, elles pourront étre rephosphorylées pour for-
mer a nouveau les complexes avec Smad4, sinon elles s’accumuleront dans le cytoplasme (Inman
et al., 2002).

Ainsi, 'interaction entre Erbin et Smad3 se trouve a l'intersection de deux voies de signali-
sations importantes pour le développement de 'organisme et la régulation cellulaire.
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2.3.2 Mise en évidence de l’interaction entre le domaine PDZ d’Erbin et le
domaine MH2 de Smad3

Smad3 interagit avec la région Carboxy-terminale d’Erbin : Afin d’identifier de nou-
veaux partenaires de Smad3, plusieurs groupes de recherche, dont 1’équipe du Professeur Borg,
ont réalisé des criblages double hybride chez la levure (yeast two hybrid screening) (Warner et al.,
2003)). Cette technique a permis de mettre en évidence une interaction directe entre Smad3 et
la protéine Erbin. Nous avons voulu, dans un premier temps, confirmer ces résultats a ’aide
de tests biochimiques. Pour cela, des protéines extraites de lignées cellulaires épithéliales de
mammiferes (MFC10.2A) furent sujettes & immunoprécipitation en utilisant soit un anticorps
anti-Smad, capable de reconnaitre Smadl, Smad2 et Smad3 (Smad1/2/3) soit un anticorps anti-
Myc. Apres un Western Blot avec les anticorps appropriés, Erbin coimmunoprécipite avec les
protéines Smad. De plus, ces résultats ont montré que Lano et Scrib, deux membres de la famille
LAP, n’interagissaient pas avec les protéines Smad (voir figure ) Des résultats identiques
ont été obtenus en utilisant des anticorps spécifiques anti-Smad3.

Nous avons ensuite essayé d’identifier les régions impliquées dans cette interaction. Pour cela,
nous avons d’abord cotransfecté les HA-Smad3 avec les constructions Myc-Erbin entiere (Full
Length -FL) ou avec les partie contenant : Myc-Erbin!-#3 ( résidus 1-853) ou Myc-Erbin®23-1371
(résidus 853-1371) dans des cellules COS (voir figure 2.6B). L’'immunoprécipitation avec des
anticorps anti-Myc montre que Smad3 interagit avec la partie Carboxy-terminale d’Erbin (853-
1371) qui contient le domaine PDZ (voir figure [2.6(C). Dans le but d’évaluer le role du domaine
PDZ dans cette interaction, nous avons exprimé un mutant d’Erbin incapable de se lier avec
les ligands du domaine PDZ (Myc-Erbin mutPDZ). Pour arriver a ce résultat, deux mutations
(les résidus Hy347G1348 changés en Yi347D1348) ont été introduites dans ’hélice aB du domaine
PDZ. Ces mutations provoquent un fort affaiblissement de la liaison entre le domaine PDZ et
les ligands de classe I et II, notamment les protéines ErB2 ou (-caténine (Borg et al., [2000).
Cette mutation n’abolit pas I'interaction avec Smad3, suggérant que, soit le domaine PDZ n’est
pas impliqué dans cette interaction, soit la poche de fixation habituelle des ligands du domaine
PDZ n’est pas requise pour cette interaction (voir figure )

Pour identifier la région d’Erbin impliquée dans 'interaction avec Smad3, nous avons aussi
utilisé différents fragments d’Erbin fusionnés avec la protéine de fusion GST, Glutation S-
Transferase (voir figure[2.6D). La figure[2.6D montre que Erbin®°%1257 (853-1257) et Erbin!207-1372
(1257-1371) interagissent avec Smad3. Erbin®*3-1257 contient la région SID (Smad Interacting
Domain) récemment décrite comme interagissant avec Smad3 (Dai et al., 2007). Il n’existe mal-
heureusement aucune information structurale sur cette région qui pourrait nous aider a modéliser
cette partie. D’un autre coté, la région (1257-1371) contenant le PDZ interagit aussi avec Smad3
et ceci méme si cette protéine ne contient pas de motif consensus de fixation au domaine PDZ
dans sa partie Carboxy-terminale. De plus, comme il sera démontré plus tard, le domaine PDZ
seul, fusionné avec la protéine GST (GST-Erbin!?8%-1371) " est capable de se lier avec la pro-
téine Smad3 (voir figure . Ainsi, ces résultats suggerent des interactions au niveau de zones
multiples entre la protéine Smad3 et la région Carboxy-terminale d’Erbin.
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F1a. 2.6 — A- Les extraits cellulaires de MFC10.2A ont été sujets & immunoprécipitation avec
des anticorps anti-Myc et anti-Smadl/2/3. Les anticorps anti-Smad reconnaissent Smad2 et
Smad3. Le niveau d’expression de Smad2 et Smad3 endogenes est trop faible pour détecter celles-
ci dans le lysat cellulaire. B- Schéma des diverses constructions d’Erbin. C- Des cellules COS
furent transfectées avec des constructions Flag-Smad3 et Myc-Erbin. Les lysats cellulaires furent
immunoprécipités avec des anticorps anti-Myc puis une analyse Western Blot a été réalisée. D-
Pull-down assay sur des cellules COS exprimant HA-Smad3. Les lysats furent incubés avec les
constructions GST-Erbin indiquées. Les astérisques indiquent la position des protéines GST
révélée par ponceau rouge. Les poids moléculaires (en kD) sont indiqués & coté des panneaux.
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F1a. 2.7 — A- Schéma des constructions de Smad3. B- Des cellules COS furent transfectées avec
les différentes constructions HA-Smad3 et Myc-Erbin. Le lysat cellulaire fut immunoprécipité
avec des anticorps anti-Myc, action suivie d’'un Western blot avec les anticorps indiqués. Les
astérisques indiquent les constructions HA-Smad3 co-immunoprécipités avec Erbin (FL, L+MH2
et MH2). C- Les protéines GST mentionnées furent utilisées pour les pulldown assays avec Myc-
Erbin. La mutation Ro7gM diminue I'affinité entre le domaine MH2 de Smad3 et Erbin. Le poids
moléculaire (kD) est indiqué & coté des panneaux.

Le domaine MH2 de Smad3 est nécessaire pour 'interaction Erbin/Smad3 : Nous
avons ensuite voulu caractériser la région de Smad3 impliquée dans l'interaction avec Erbin.
Pour cela, des constructions HA-Smad3 correspondant & différentes régions de la protéine (voir
figure ) ont été transfectées dans des cellules COS avec des assemblages Myc-Erbin. Les ly-
sats cellulaires ont été immunoprécipités en utilisant des anticorps anti-Myc. Nous avons confirmé
que le domaine MH2 de Smad3 pouvait interagir avec Erbin (figure ), ce résultat est en ac-
cord avec les travaux réalisés précédemment (Warner et all 2003; Dai et al., 2007)). Nous avons
aussi produit des constructions GST-MH1 (1-144) et GST-MH2 (229-425) dans des bactéries.
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Seule la construction GST-MH2 est capable de se lier a Myc-Erbin (figure ). Pour décrire
plus en détails l'interaction, nous avons tronqué la partie C-terminale du domaine MH2 de
Smad3. La suppression des 58 derniers résidus du domaine MH2 ne rompt pas l’association
entre Erbin et Smad3 (données non visibles). De plus, les 4 résidus terminaux SSVS ne sont pas
connus comme étant un site de fixation aux domaines PDZ. Ainsi, nous avons montré que Erbin
et Smad3 s’associaient via le domaine MH2 de Smad3.

2.3.3 Modélisation du complexe PDZ d’Erbin et MH2 de Smad3

Ces premiers résultats biochimiques suggerent que le domaine PDZ d’Erbin est impliqué
dans une interaction inhabituelle pour les domaines PDZ (voir figure 2.6D). D’abord, des mu-
tations dans la poche de fixation du domaine PDZ n’altérent pas l'interaction avec Smad3
(figure [2.6C). Ensuite, la délétion de I'extrémité Carboxy-terminale de Smad3 n’a aucun effet
sur l'interaction Smad3-Erbin. Enfin, le domaine PDZ seul est toujours capable de s’associer a
Smad3 (figure . Pour mieux comprendre cette interaction inhabituelle impliquant un do-
maine PDZ, nous avons modélisé un assemblage permettant de mettre en évidence l'interaction
entre la partie 1257-1371 d’Erbin et le domaine MH2 de Smad3.

Modélisation des deux partenaires : Les résultats expérimentaux révelent que la région
d’Erbin située entre les résidus Vios7 et Si371 interagit avec le domaine MH2 de Smad3. Pour
modéliser cette partie, nous avons utilis€ comme point de départ la structure du domaine PDZ
d’Erbin issu de la Protein Data Bank : IMFG (Birrane et al., [2003)). Cette structure comprend
les résidus Ajo77 jusqu’au résidu Sis71. Il a donc fallu modéliser la partie 1257-1276 pour avoir
la région complete d’Erbin qui interagit avec le domaine MH2 (figure ) Pour trouver des
modeles a cette région manquante, nous avons d’abord comparé la structure du domaine PDZ
d’Erbin avec les autres structures de domaine PDZ présentes dans la PDB en utilisant le ser-
veur web : Secondary Structure Matching (Krissinel et Henrick, 2004)). Nous avons trouvé que le
domaine PDZ de PARG6 (Garrard et al., [2003), identifiant PDB : INF3, pouvait servir de patron
pour modéliser la partie N-terminale du domaine PDZ d’Erbin. En effet, les taux d’identité et
de similarité entre le domaine PDZ d’Erbin et de PARG sont, respectivement, de 28% et 44% (en
utilisant la matrice d’alignement BLOSUMG62 - Henikoff et Henikoff (1992)); Eddy (2004)) ). Les
structures secondaires sont bien conservées entre les deux domaines, a ’exception d’une hélice
o absente au niveau du domaine PDZ d’Erbin (figure [2.8A). Nous avons trouvé suffisamment
de résidus identiques dans la partie N-terminale de chaque domaine pour modéliser la partie
manquante du domaine PDZ d’Erbin & partir de celle du domaine PDZ de PARG.

Le domaine MH2 de Smad3 a été lui aussi cristallisé : identifiant PDB 1MJS (Qin et al.,
2002). Malheureusement, cette structure n’était pas compléte : les boucles (324-328) et (381-
387) n’étaient pas résolues car elles devaient étre trop flexibles. Nous avons considéré que ces 2
régions n’étaient pas importantes pour la reconnaissance entre Erbin et Smad3, c¢’est pourquoi
nous avons décidé de les omettre et de construire un modele de domaine MH2 ou les résidus
323 et 329 sont liés ainsi que les résidus 380 et 388. Néanmoins, nous avons ensuite réalisé une
minimisation moléculaire autour de ces régions pour stabiliser I’ensemble.
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Fia. 2.8 — A- Alignement des domaines PDZ de PARG6 et d’Erbin. B- Alignement de la protéine
Cdc42 avec le domaine MH2 de Smad3. Les résidus identiques sont colorés en rouge, ceux simi-
laires en vert (résultats donnés par ClustalW). Les résidus mutés dans cette étude (Eg46, Dago,
Ra7g, Eogq) sont indiqués par une étoile rouge. La leucine 404 utilisée comme point d’ancrage
pour la superposition du domaine MH2 sur la protéine Cdc42 est indiquée par une étoile orange.
Les hélices « sont représentées en violet et les feuillets 3 en jaune.

Docking des domaines PDZ et MH2 : Nous avons utilisé le complexe PAR6/Cdc42
rard et all 2003) comme modele pour assembler les domaines PDZ d’Erbin et MH2 de Smad3.
décrivent un assemblage inhabituel entre le domaine PDZ de PARG et la protéine
Cdc42 ou la partie C-terminale de Cdc42 n’est pas impliquée. Nous avons donc voulu savoir

comment ces 2 protéines interagissaient et quelles étaient les régions de chacune impliquées dans
I'interaction. Le domaine PDZ de PARG interagit au niveau d’une région appelée semi-CRIB
(CRIB pour Cdc42/Rac interactive Binding).

L’alignement de la partie N-terminale avec les régions CRIB ou semi-CRIB de PAR6, ACK
et WASP (tous partenaires de Cdc42) montre plusieurs zones identiques et conservées (fi-
gure ) Pour étre plus exact, les résidus prolines 136 et 141 au niveau de PARG ou I'histidine
83 au niveau de PAK (conservée aussi chez ACK et WASP), qui jouent un role important dans
I'interaction avec Cdc42, sont conservés au niveau d’Erbin (i.e. P1og1, P1ass et Hig67).

L’alignement global de Cdc42 avec le domaine MH2 de Smad3 montre un faible taux d’iden-
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tité : 11,3% (24,1% de similarité) et les structures secondaires ne sont pas toutes similaires
(figure ) Néanmoins, il convient de se focaliser sur la région de Cdc42 impliquée dans I'in-
teraction avec PARG6. Pour identifier les résidus impliqués dans cette interaction, nous avons
utilisé le serveur SCOPPI (Winter et al., 2006) (voir figure [2.11jA). En nous limitant & la zone
indiquée par SCOPPI, nous avons trouvé une région plus conservée que le reste de la protéine.
Cette zone se situe entre les résidus 34 et 48 pour Cdc42, ce qui correspond a la séquence (263-
277) au niveau du domaine MH2 de Smad3. Nous pouvons aussi remarquer que c’est une zone
ol une partie de la structure secondaire est conservée (voir figures et A). Ces acides aminés
conservés se trouvent a 'interface entre PARG et Cdc42. Par ailleurs, les acides aminés conservés
au niveau de Smad3 sont exposés a la surface de la protéine (voir ﬁgure. De plus, dans cette
région, nous trouvons des résidus conservés entre Cdc42 et Smad3 qui jouent un réle important
dans association de Cdc42 avec ses partenaires. Il s’agit des résidus Dsg et Yo (respectivement
Eoge7 et Fagg chez Smad3) qui, lorsqu’ils sont mutés, affaiblissent voire abolissent 1’association de
Cdc42 avec ses partenaires (Owen et al., 2000; \Garrard et al.l [2003).

Réunies, ces informations nous permettraient de penser que la région ainsi mise en évi-
dence est une région “chaude” (hot region) (Keskin et al., 2005; Keskin et Nussinov, 2007)).
Nous faisons donc ’hypothese qu’il existe une possible analogie quant aux modes d’association
entre les complexes PDZ-PAR6/Cdc42 et PDZ-Erbin/MH2-Smad3. Par conséquent, le complexe
PARG6/Cdcd42 a été utilisé comme patron pour modéliser I'interaction entre le domaine PDZ
d’Erbin et le domaine MH2 de Smad3. Pour cela, la structure du domaine PDZ d’Erbin a été
superposée au domaine PDZ de PARG en utilisant programme STAMP, Structural Alignment of
Multiple Proteins (Russell et Barton, [1992). De méme, le domaine MH2 de Smad3 a été super-
posé sur la protéine Cdc42 en utilisant les résidus conservés dans la région chaude (i.e. dans la
région 263-277 pour Smad3 et 34-48 pour Cdc42) et la leucine 404 au niveau du domaine MH2
de Smad3 (équivalent a la leucine 174 au niveau de Cdc42). Enfin, les structures de PARG6 et de
Cdc42 ont été supprimées pour ne laisser que le complexe entre les domaines PDZ d’Erbin et
MH?2 de Smad3 (voir figure [2.9).

Dynamique moléculaire du complexe PDZ-MH2 : La figure montre les positions
relatives entre le domaine MH2 de Smad3 et le domaine PDZ d’Erbin aprés minimisation. La
taille de l'interface est équivalente a celle d’'une parcelle unitaire standard : 793 AQ, calculée avec
le programme Intersurf (voir Annexe B), ce qui est équivalent & une valeur d’interface enfouie
(B) de 1600 A2, Cette zone de contact est divisée en deux parties (voir figure [2.10A) : une partie
entre le peptide (1257-1280) d’Erbin et le domaine MH2 de Smad3 d’aire d’interface &~ 600 A2
(équivalent & B ~ 1230 A2) et une zone reliant directement les domaines PDZ d’Erbin et MH2
de Smad3 d’aire d’interface ~ 200 A2 (équivalent & B ~ 420 A2). Pour tester la stabilité de
I’assemblage et mettre en évidence les résidus critiques pour 'interaction, nous avons ensuite
réalisé une dynamique moléculaire d’une durée de 16 ns.

Cette dynamique a été réalisée sur le complexe Erbin PDZ/Smad3 MH2 minimisé (6400 pas
de gradient conjugué). Nous avons ensuite créé une boite d’eau autour de l’assemblage d’une
taille 76,5 Ax 67,4 Ax 107,6 A. Les molécules d’eau utilisées sont du type TIP3P. Nous avons
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Paré-Cdc42 complex
Superimpaosition of
Smad3 MH2 on Cded2

Superimposition of
Erbin PDZ on Par6 PDZ

Superimposition of the two complexes

Removing Part Removing Cdcd2

Erbin PDZ-Smad3 MH2 complex

Fi1a. 2.9 — Vue schématique de la stratégie de docking. Le domaine PDZ de PARG6 est de
couleur orange ; le domaine PDZ d’Erbin est en cyan; Cdc42 est représentée en rouge. La zone
d’interaction entre PARG et Cdc42 est en jaune. Le domaine MH2 de Smad3 est coloré en bleu.
La zone conservée entre Cdc42 et Smad3 est représentée en vert.

ajouté des ions Na™ et Cl pour atteindre une concentration physiologique de 0,1M. Le pro-

gramme de dynamique moléculaire utilisé est NAMD (Phillips et al., |2005) avec le champ de
forces CHARMM27 (MacKerell et al.l 2000). La température et la pression ont été maintenues
respectivement & 300 Kelvins et 1 atmospheére (équations de Langevin). Les équations de mou-

vement furent intégrées avec un pas de 1 fs en utilisant r-RESPA (Tuckerman et al., [1992). Les

interactions électrostatiques a longue distance ont été traitées en utilisant Particle Mesh Ewald
avec une distance limite de 11 A.
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F1a. 2.10 — A- Surface de contact entre les domaines PDZ et MH2. Le domaine MH2 est repré-
senté en gris. Le domaine PDZ est représenté en structures secondaires. Ce modele d’interaction
présente 2 zones d’interaction : une petite (/=200 A2) impliquant des résidus chargés et une
région plus large de =600 A2 au sein de laquelle on trouve plutot des résidus hydrophobes.
L’interface est colorée en fonction de la distance : de rouge (pour une distance de 2 A) jusqu’a
bleu (pour une distance supérieure a 6 A) B- Profils d’énergie d’interaction entre les domaines
PDZ et MH2 et représentation du complexe avec les interactions principales. Les lignes colorées
représentent les profils d’énergie allant du bleu clair (pour de faibles interactions) au noir (pour
des interactions fortes). Les zones grisées au niveau du diagramme pour le domaine MH2 repré-
sentent les parties non cristallisées. Il faut préciser ici que les valeurs obtenues ne sont pas des
mesures d’énergie libre et ne peuvent donc pas étre utilisées pour déduire les caractéristiques
thermodynamiques de l'interaction. La représentation du complexe a été réalisée a 11 ns lorsque
toutes les interactions chargées étaient présentes. Le domaine MH2 de Smad3 est représenté en
bleu. Le domaine PDZ est coloré en fonction de sa structure : violet pour les hélices a et jaune

pour les feuillets (. Les fleches signalent la zone habituelle d’interaction des domaines PDZ.
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F1a. 2.11 — A- Alignements de la séquence (1257-1280) d’Erbin avec les régions CRIB et semi-CRIB de PARSG,
PAK, ACK et WASP. Les résidus impliqués dans ces interactions sont encadrés en jaune : informations extraites
de (Garrard et al.,[2003)) pour les partenaires de Cdc42 et issues de la dynamique moléculaire (voir B) pour Erbin.
La ligne noire au dessus de l’alignement indique la région CRIB. Pour 'alignement entre Cdc42 et Smad3, les
résidus impliqués dans l'interaction sont encadrés en jaune ; ces résidus ont été mis en évidence par SCOPPI dans
le cas de Cdc42 et en fonction des interactions mises en évidence durant la dynamique. Les résidus identiques sont
colorés en rouge et les résidus similaires en vert. B- Profils d’énergie d’interaction pour les domaines PDZ et MH2.
Les noms des résidus sont colorés en fonction de la moyenne de I’énergie d’interaction. Noir : énergie inférieure
a 2Kcal/mol; jaune : énergie entre 2 et 5 Kcal/mol; orange : énergie entre 5 et 8 Kcal/mol et rouge : énergie
supérieure a 8 Kcal/mol. C- Zoom sur 'interaction entre le peptide (1257-1280) d’Erbin et le domaine MH2. Le
domaine PDZ est coloré en cyan et le domaine MH2 en bleu foncé. Les résidus importants pour l'interaction sont
présentés en Licorice pour Erbin et en utilisant la surface moléculaire pour Smad3. Les résidus sont colorés en

fonction de la moyenne de I’énergie d’interaction.



2.3. La dynamique moléculaire pour mettre en évidence les résidus en interaction

L’analyse des résultats de dynamique moléculaire au niveau de l'interface entre les parte-
naires révele ’évolution des deux zones d’interaction. Au niveau de la région de 600 A? décrite
précédemment, nous avons constaté une majorité d’interactions hydrophobes. Ces interactions
se trouvent entre la partie (1257-1280) d’Erbin et le domaine MH2 de Smad3 (voir figure [2.11]).
Nous avons identifié 3 zones, au niveau du peptide, qui interagissent avec le domaine MH2 : les
résidus de 1257 a 1261, de 1263 a 1267 et de 1271 a 1274. Ces résidus sont en interaction avec
3 régions au niveau de MH2 : les régions 241-246, 261-266 (a 'exception de Sogq) et 274-276
(figure et B). On peut noter que les résidus prolines 1261 et 1266 ainsi que ’histidine
1267 interagissent avec le domaine MH2 : Pysg; interagit avec Qago et Vouq, Pioge et Hiog7 in-
teragissent avec Tog1 et Pogs et de maniere plus faible avec Lao7y et Sors.

Nous avons aussi mis en évidence des interactions polaires entre la glutamine 1260 et la
glutamine 242 ou 'arginine 243. Ensuite, nous avons identifié des interactions plus fortes entre
les résidus chargés au niveau de la petite région de ~200A2 (figures et ) Pour
identifier les résidus interagissant, il faut regarder les résidus avec les profils d’énergie similaires :
ainsi, nous observons 3 couples de résidus en interaction forte : Eos6 au niveau de Smad3 avec
Parginine Ri271 au niveau d’Erbin, Doge avec Kizo6 et Rorg avec Eq301 (figure ) De plus,
la figure montre, qu’au niveau de Smad3, les arginines Rog7y et Rogg ont le méme profil
d’énergie que 'arginine Rarg : il y aurait donc un “patch” d’arginines interagissant de concert
avec le résidu Ej391 (voir figure . Nous pouvons néanmoins noter que les arginines Rag7 et
Rogg interagissent de facon moins prononcée avec E1301 que Ra7g. Nous pouvons aussi noter que
I'interaction entre le patch d’arginines et ’acide glutamique 1321 n’est pas completement stable
durant tout le temps de la simulation.

F1G. 2.12 — Zoom sur l'interaction entre Ei30; et le patch d’arginines : Ro7g, Rogy et Rogg a t =
10,2 ns.

Ainsi, grace a la simulation de dynamique moléculaire, nous avons mis en évidence 2 régions
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d’interaction : une région plutot hydrophobe présente du début a la fin de la dynamique. Cette
région recoupe en partie la région d’interaction entre Cdc42 et ses partenaires arborant un motif
CRIB, ainsi que la zone SID nouvellement identifiée. La dynamique moléculaire a aussi fait
apparaitre une nouvelle zone, peu visible dans le modele avant simulation. Cette zone met en
jeu des résidus chargés et elle s’est vraiment mise en place au cours de la dynamique (&t = 5
ns). La mise en place de cette zone d’interaction a impliqué une reconnaissance longue distance
entre les résidus chargés; ce qui a entrainé des changements conformationnels afin de rapprocher
le patch d’arginines (et en particulier Ra7g) de 1'acide glutamique 1321 (voir figure . Ces
changements conformationnels ont surtout eu lieu au niveau du domaine PDZ. Il est aussi
intéressant de remarquer que la zone la plus stable durant la dynamique (entre 5 et 13 ns) est
présente quand les résidus Ra7g et Ej301 sont en contact (distance entre les résidus ~ 4 A)
Une perte minime de cette interaction (pour t ~ 11,5 ns) visible par un léger éloignement de ces
résidus semble d’ailleurs entrainer un nouvel état transitoire (pour t compris entre 12,5 et 13 ns).
Ces zones d’interaction ont été identifiées a 1’aide d’un modele de complexe créé par homologie.
Il faut maintenant valider ce modele : la région hydrophobe a déja été mise en évidence par des
résultats biologiques antérieurs issus de la bibliographie mais la région chargée n’a jamais été
identifiée. C’est pourquoi nous nous sommes focalisés sur cette zone et nous avons réalisé des
mutations dirigées afin de valider la totalité du modele.

s o Rmsd du complexe Distance R279-E1321

__(enA)

et

domaine PDZ

domaine MH2

0352 25 9 9y

Rmsd (en A)

4 $ 6

s

Fic. 2.13 — Evolution du RSMD au cours de la trajectoire de la dynamique pour chaque
partenaire et pour le complexe. En abscisse et ordonnée des diagrammes, le temps en nano-
secondes. A droite, distance entre les résidus Royg et E1301 au cours de la dynamique. En orange,
les valeurs de distance brutes et en rouge pointillé la moyenne de ces valeurs sur 10 pas de temps.
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2.3. La dynamique moléculaire pour mettre en évidence les résidus en interaction

2.3.4 Validation du modele par mutations et charge swap

Es46 et Ro7g sont importants pour ’'interaction Smad3-Erbin : Pour confirmer notre
modele, nous avons introduit expérimentalement des mutations au niveau du domaine MH2 de
Smad3 (mutagénese dirigée). Ces mutations ciblent plus particulierement les résidus chargés
mis en évidence lors de la dynamique moléculaire. Ainsi, Eogg a été muté en leucine, Dogs
en alanine et Ro7g en méthionine afin de supprimer la charge des résidus tout en respectant au
maximum les contraintes stériques liées a la taille des chaines latérales. Nous avons utilisé ’acide
glutamique 284 comme témoin, nous I’avons muté en alanine et nous avons regardé si cet acide
aminé chargé, proche des résidus prédits, avait une action sur l'interaction. Les constructions du
domaine MH2 de Smad3 marquées HA furent transfectées dans des cellules COS. L’interaction
entre ces différents fragments de Smad3 et Erbin a été étudiée par des expérience de GST
pulldown en utilisant des constructions GST-Erbin'2571371 1,’assemblage GST-Erbin!271371 5
précipité les protéines sauvages (sans mutation) et celles ayant la mutation DagaA et EogqA.
Ceci prouve que les mutations Daogo A et Eogs A n’ont pas eu d’effet sur 'interaction. Par contre,
'assemblage GST-Erbin!257137! a moins d’affinité pour le mutant RazgM (voir figure [2.141A).
Nous avons utilisé 'interaction avec la [(-caténine (Ress et Moelling| [2006) comme controle de

la liaison avec Erbin.

GST GST-Erbin1257-1371

Vol CalE SN
F O &S
HasmadaMiz & o ¢ & o P

o _- - I
2 2 o Ponceau Red v
o o b |

25 [~ 25
E ke e -
82 82
E e h. - -[

Lysates Pull-down Assay

GST  GST-Erbin1257-1371

HA-Smad3 @& Qﬂi\§ \‘3& an\‘i@
qg\ Q_ri\%‘b Ponceau Red
e [

Lysates Pull-down Assay

Fi1G. 2.14 — A- Pull-down assays en présence d’assemblages GST-Erbin'?*"!3"! Les protéines sauvages ( Wild
Type : WT) ou les mutants (Dag2A, RazoM et EagsA) HA-Smad3 MH2 ont été exprimés dans des cellules COS. Les
pull-down furent analysés en utilisant des anticorps anti-HA et des anticorps ciblés 3-caténine comme controle. B-
Méme protocole que précédemment en utilisant, cette fois, des protéines Smad3 completes. Les poids moléculaires
(kD) sont indiqués & coté des panneaux.

De méme, une construction GST-MH2 avec la mutation Ro7gM n’a précipité que faiblement

1257-1371

la protéine Myc-Erbin en comparaison de la construction GST-MH2 sauvage (voir fi-

gure ) Nous avons aussi obtenu des résultats similaires lorsque nous avons exprimé une
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version complete de la protéine Smad3 avec la mutation RoyoM (HA-Smad3 Ra7gM) dans des
cellules COS en présence des protéines GST-Erbin!2*137! (figure [2.14B). Nous avons aussi
remplacé 'acide glutamique Eo4¢ par une leucine au niveau du domaine MH2 de Smad3. Des

1257-1371

pulldown assays ont montré que la construction GST-Erbin avait une affinité moindre

pour la construction HA-Smad3-MH2 avec la mutation EgusLs (voir figure [2.14C).

Ainsi, les tests in wvitro confirment la majorité des interactions prévues par le modele en
mettant en évidence I'importance des résidus Eqg6 et Rarg pour l'association PDZ d’Erbin / MH2
de Smad3. De plus, Ra7g a été montré comme un résidu important pour ’hétérodimérisation
et donc pour la régulation des protéines Smad (Chacko et al., 2004). C’est pourquoi nous nous
sommes ensuite focalisés sur I'interaction Rarg-E13201 prédite par le modele.

Le résidu E 327 du domaine PDZ est impliqué dans l’interaction avec Smad3 : Nous
avons donc muté l'acide glutamique 1321 (E1321) au niveau du domaine PDZ d’Erbin. Ce résidu
a été changé en Leucine (Ej321L) au sein d’une construction GST-Erbin'?™ 137 Un pull-down
a été fait en utilisant des lysats de cellules COS exprimant les protéines HA-Smad3 MH2. Nous
avons utilisé I'interaction avec le récepteur ErbB2 (Borg et al., 2000) comme contréle pour véri-
fier 'intégrité structurale du domaine PDZ d’Erbin. La mutation E{30;L a diminué I'interaction
avec HA-Smad3-MH¢ mais pas avec ErbB2 (voir figure [2.15A).

1257-1371 au sein de la région du do-

De méme, la mutation de la construction GST-Erbin
maine PDZ impliquée habituellement dans les liaisons entre les domaines PDZ et leurs ligands
(notée mutPDZ) a rompu l'interaction avec ErbB2, comme attendu, mais pas avec Smad3 (fi-
gure [2.15]A). Dans le méme but d’évaluer le role de la poche classique d’interaction du domaine
PDZ, nous avons aussi produit une construction fusionnant la protéine GST et le domaine PDZ

seul (GST-Erbin!280-1371),

Cette protéine recombinante a été difficile a exprimer au niveau des bactéries. Nous avons
vu que cette construction ne pouvait plus se lier & ErbB2 (figure 2.15|A). Nous pouvons expli-
quer ceci par I’absence du peptide N-terminal (séquence 1257-1279) situé avant le domaine PDZ.
Cette absence a pu empécher la bonne structuration et/ou diminuer la stabilité du domaine PDZ

1280-1371 pouvait encore se lier & Smad3 (figure [2.15/A)

. Malgré cela, la construction GST-Erbin
suggérant que le domaine PDZ possédait deux interfaces bien distinctes pour lier Smad3 et

ErbB2.

Ainsi, ces résultats renforcent notre modele puisqu’il semble que l'interaction entre Erbin et
Smad3 ne mette pas en jeu la poche classique d’interaction pour un domaine PDZ et son ligand.
De plus, les mutations de Ei327 d’Erbin et de Rarg de Smad3 peuvent toutes les deux diminuer
I'interaction entre le domaine PDZ d’Erbin et le domaine MH2 de Smad3.

Mise en évidence de ’'interaction entre E;32; et Ro7g ¢ Nous avons ensuite voulu savoir
si les résidus E1391 et Ro7g impliqués dans 'interaction entre le domaine PDZ et le domaine MH2
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F1G. 2.15 — A- Les cellules COS ont été transfectées avec des constructions HA-Smad3-MH2 et
1257-1371

le lysat a été incubé avec différentes version de GST-Erbin (sauvage, muté au niveau de
lacide glutamique : E1321L ou au niveau de la zone d’interaction avec ErbB2 : mutPDZ) ou avec
la construction GST-Erbin!?80-1371 Les constructions HA-Smad3-MH2 ou les protéines ErbB2
furent révélées grace aux anticorps appropriés. Les astérisques indiquent la position des pro-
téines GST révélée par Ponceau Rouge. B- Réalisation des mémes tests en utilisant les mutants
de HA-Smad3-MH2 décrits précédemment précipités avec le mutant Ei321L de la construction
GST-Erbin!27™1371  C- Les constructions GST-Erbin!257-1371 (sauvage - WT - et Ej39;R) furent
incubées dans des lysats de cellules COS transfectées avec HA-Smad3-MH2 WT, EoysLi et RorgE.

Les poids moléculaires (kD) sont indiqués a c6té des panneaux.

interagissaient ensemble comme le prévoit le modele. Pour cela, nous avons isolé la construction
Smad3-MH2 Rao7oM avec GST-Erbin!?°™1371 E; 35, L. Comme le montre la figure , I'inter-
action est complétement détruite en présence des mutations combinées. Nous pouvons noter
que le mutant Doga A du domaine MH2 n’a eu aucun effet sur 'interaction comme nous ’avons
démontré précédemment (voir figure [2.14]A). La liaison entre ErbB2 et le mutant Ej39;L n’est
pas affectée (figure[2.15B). Ces résultats suggerent donc une interaction directe entre I’arginine
279 de Smad3 et 'acide glutamique 1321 d’Erbin comme I’a prédit le modele.
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Pour confirmer ce résultat nous avons ensuite réalisé un “échange de charges”. Ce test s’est
déroulé en 2 étapes :

1. Au niveau de Smad3, le résidu arginine chargé positivement a été remplacé par un acide
glutamique chargé négativement : Eorg (HA-Smad3-MH2 RargE). Cette protéine a été
exprimée avec un marqueur HA dans des cellules COS.

2. Au niveau d’Erbin, le résidu acide glutamique chargé négativement a été remplacé par
une arginine chargée positivement : Rj3o;. Ce mutant fut fusionné a la protéine GST
(GST—EI‘bin1257_1371—E1321R).

Le but de cette manipulation était de vérifier la spécificité de 'interaction Ro79-E1321. En effet,
I’échange des deux résidus devrait rompre 'interaction entre les mutants Ro79E ou Eq321R avec
leurs partenaires sauvages : les résidus de charges identiques a l'interface (Ea79-E1321 ou Rarg-
Ri321) devant déstabiliser 'interface. A I'inverse, I'interaction entre les deux mutants devrait étre
conservée puisque I’on recrée une interaction entre deux résidus de charges opposées (Eo79-Ri321).
Nous avons réalisé des pulldown assays avec les constructions : GST seules, GST-Erbin!27-1371 et
GST-Erbin!2"1371_E 551 R en utilisant des extraits cellulaires contenant des constructions HA-
Smad3-MH2 et HA-Smad3-MH2 RoroE (figure [2.15C). Les résultats obtenus sont les suivants :

— Nous constatons une diminution de Iinteraction entre GST-Erbin!257137! et HA-Smad3-
MH2 Ro7gE, confirmant le role de ce résidu au niveau de l'interaction. Néanmoins, nous ne
voyons pas une disparition totale de l'interaction. Notre modele peut expliquer ce résultat :
en effet, durant I'analyse de la dynamique moléculaire, nous avions remarqué qu’il y avait un
patch d’arginine qui interagissait avec ’acide glutamique 1321. Il pourrait donc encore y avoir
des interactions entre cet acide glutamique et les deux arginines restantes Rogy et Rogs (voir
figure , ce qui ne romprait pas totalement 'interaction.

— GST-Erbin!?°7137LE 551 R descend HA-Smad3-MH2 de maniére efficace : il n’y a donc
pas de perte d’interaction comme on pouvait le supposer au départ. Néanmoins, le modele
peut encore expliquer ce phénomene : le remplacement de ’acide glutamique par une arginine
aurait permis de créer un patch d’arginines renforcé a U'interface. En effet, il a été démontré que
les résidus arginines pouvaient s’associer grace a leurs groupes guanidinium de maniere stable
(Boudon et al., 1990; Soetens et al., [1997). Ce type d’interaction se trouve communément au
sein des complexes protéiques (Magalhaes et al., [1994]).

— GST-Erbin'?7"1371_E;39; R montre une forte diminution de son affinité pour HA-Smad3-
MH2 Ro7gE. Ceci va a I’encontre de notre hypothese de départ : une récupération de I'interaction
entre les domaines MH3 de Smad3 et PDZ d’Erbin si 'on échange les deux charges. Néanmoins,
si 'on regarde l'interaction du patch d’arginine avec l'acide glutamique en figure [2.12] nous
pouvons penser que la mutation de I'arginine en acide glutamique peut créer une déstabilisation
du patch d’arginines formé précédemment entre GST-Erbin!25"1371_E 351 R descend HA-Smad3-
MH2. De plus, le résidu Eo7g pourrait créer des liaisons intra-moléculaires avec les arginines Rogr
et Ragg. Ces interactions intra-moléculaires pourraient étre favorisées par rapport a l'interaction
inter-moléculaire attendue entre Eorg et Ry391.

Ainsi, méme si la spécificité de 'interaction entre Ro7g et Ei301 ne peut étre complétement
prouvée, le modele de complexe présenté peut expliquer tous les résultats biologiques obtenus.
Il apparait donc que le domaine PDZ d’Erbin interagit avec le domaine MH2 de Smad3 par
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I'intermédiaire d’une interface indépendante de la poche d’interaction classique des domaines
PDZ. Les résidus Ro7g et Ei321 semblent impliqués dans cette interaction.

2.3.5 Discussions sur la validité du modéle et le réle d’Erbin dans la voie du
TGF-43

Nous avons ainsi identifié des segments capables de se fixer a Smad3 dans la partie C-
terminale d’Erbin : 2 régions ont été identifiées au niveau d’Erbin, les régions 853-1257 et
1257-1371 (figure ) Ces données recoupent en partie les informations obtenues dans les
deux derniers travaux publiés sur ce sujet. Ainsi, [Warner et al.| ont identifié la région 1004-1280
comme importante pour l'interaction tandis que |Dai et al.| ont mis en évidence la région 1172-
1282 (Warner et al., 2003; Dai et al., 2007). En réunissant toutes ces données, y compris les
notres, nous concluons que la région 1172-1257 est impliquée dans l'interaction avec Smad3.
Warner et al|ont démontré que le domaine PDZ seul n’était pas suffisant pour se lier a Smad3
grace a des tests double hybride chez la levure. Cependant, la délétion de ce domaine dimi-
nue 'interaction, suggérant la contribution de celui-ci (Warner et al., [2003), ce qui concorde
avec notre étude : a savoir que le domaine PDZ seul (région 1280-1371) peut aussi interagir avec
Smad3. Cette interaction directe n’a jamais été testée dans aucune autre étude (Dai et al., 2007)).
En conclusion, nous définissons les régions 1172-1257 et 1257-1371 d’Erbin comme interagissant
directement avec le domaine MH2 de Smad3.

Nous nous sommes ensuite intéressés plus précisément a l'interaction entre la région 1257-
1371 d’Erbin contenant le domaine PDZ, et le domaine MH2 de Smad3. Pour cela, nous nous
sommes servis des données cristallographiques des domaines MH2 et PDZ et de 'analogie d’in-
teraction avec le complexe PAR6/Cdc42. Bien que le taux d’identité entre les partenaires de
chaque complexe ne soit pas élevé (en particulier entre Cdc42 et le domaine MH2 de Smad3 qui
est de 11%), des zones conservées ainsi que des similarités de forme ont pu étre identifiées au
niveau de U'interface (voir figure et figure . Une approche similaire a la notre a d’ailleurs
été publiée recemment (Giinther et al., 2007).

Notre approche bioinformatique a donc permis de mieux comprendre cette interaction. Nous
avons prédit que la poche de fixation classique des domaines PDZ n’était pas impliquée dans
cette interaction et qu’elle se situait a 'opposé de la zone de d’ancrage de ErbB2 et de la (-
caténine. En accord avec cette prédiction, les mutations abrogeant ’interaction entre le domaine
PDZ et la protéine ErbB2 n’ont eu aucun effet sur l'interaction entre les domaines PDZ et MH2
(voir figure [2.15/A). Nous avons aussi prédit que les résidus 1257-1280 se trouvant en amont du
domaine PDZ étaient importants pour I'interaction (voir[2.10). Des travaux menés parallelement
aux notres ont montré 'importance de tels résidus (Dai et al., 2007)).

De plus, la mutation de 'arginine 279 au niveau du domaine MH2 a entrainé une diminution
de l'interaction avec Erbin (voir figure . Cette arginine est située au niveau de la boucle 1.2
de Smad3 qui est impliquée dans I’hétérodimérisation et la régulation de la famille des Smads
(Chacko et all, [2004; |Prokova et al., [2007). |Dai et al.| ont montré que, dans le groupes des R-
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smad, seules Smad2 et Smad3 pouvaient interagir avec Erbin (Dai et al. [2007). L’alignement
du domaine MH2 des différentes protéines Smads a révélé que l'arginine 279 était conservée
dans la famille Smad mais que des divergences apparaissaient dans la région entourant ce résidu.
Ceci expliquerait en partie la spécificité d’interaction de Smad2 et Smad3 par rapport a Erbin.
Des résidus de Smad3 ont été remplacés dans Smad4 par des acides aminés avec des propriétés
différentes. C’est le cas de l'asparagine 278 au niveau de Smad3 remplacée par une histidine
ou la leucine 273 par une glutamine (voir figure 2.16/A). Notre modele a enfin mis en évidence
les résidus Rgg7 chez Smad3 et Eji391 chez Erbin comme étant importants pour l'interaction.
Des mutations réalisées sur ces résidus ont provoqué une diminution de I'interaction entre ces
protéines et les mutations combinées ont complétement rompu l'interaction (voir figure )
L’utilisation de tests biochimiques nous a permis de mettre en évidence une interaction directe
entre différentes zones d’Erbin et le domaine MH2 de Smad3. Cette liaison est spécifique car ni
Densin, ni Scrib ou Lano, 3 homologues d’Erbin, ne coimmunoprécipitent avec Smad3 (voir fi-
gure ) L’absence d’interaction avec Lano peut s’expliquer par ’homologie limitée au niveau
de la partie C-terminale de cette protéine par rapport a Erbin : en effet, Lano ne possede pas
de domaine PDZ. Pour le cas de Scrib et Densin, des différences au sein du peptide situé avant
le domaine PDZ ainsi que dans la région entourant le résidu 1321 peuvent expliquer ce manque
d’affinité (voir figure 2.16]B).

Contrairement au site de fixation classique des domaines PDZ ol les contributions majeures
se font via des résidus hydrophobes (Basdevant et al., |2006)), notre modeéle met en évidence
des interactions chargées au niveau de 'interface des domaines MH2 de Smad3 et PDZ d’Er-
bin. C’est pourquoi les résidus Rarg et E1321 mutés en des résidus hydrophobes (respectivement
par une méthionine et une leucine) diminuent de facon drastique cette interaction. Les profils
d’énergie créés a partir de la dynamique moléculaire (présentés figure et [2.11]B) montrent
que Eq391 interagit avec le patch d’arginines formé par les résidus Rorg, Rog7 et Rogg de maniere
tres similaire au résidu Dyg3 au niveau de Smad4 (Chacko et al., 2004). Une étude récemment
publiée a montré que la mutation de Rogy au niveau de Smad3 inhibe la voie de signalisation du
TGF-3 (Prokova et al., 2007)).

Nous postulons que 'engagement d’Erbin avec Smad3 entrerait en compétition avec 'inter-
action Smad3-Smad4 et empécherait I’hétéromérisation de Smad3 et Smad4, ce qui inhiberait
I’activation de la voie du TGF-3. Cette hypothese est en accord avec des résultats récents
montrant que la surexpression d’Erbin inhibe la translocation de Smad3 au niveau du noyau
cellulaire mais aussi son activité transcriptionnelle en diminuant la dimérisation de Smad3 et
Smad4 (Dai et al., 2007). L’interaction entre le domaine PDZ d’Erbin et le domaine MH2 de
Smad3 laisse libre la région classique de fixation des domaines PDZ. Il n’existe que tres peu
d’exemples de telles associations, nous citons l'interaction PAR6/Cdc42 mais aussi le complexe
nNOS-syntrophine (Hillier et al., [1999).

Ainsi, la combinaison de résultats théoriques et expérimentaux ont fait ressortir un nouveau
type d’interaction pour le domaine PDZ d’Erbin. Celle-ci se fait via des résidus chargés mais
aussi hydrophobes. Elle est d’autant plus intéressante qu’elle met en évidence une capacité jus-
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F1G. 2.16 — A- Alignements des séquences de Smad R et communes disponibles. B- alignements
des séquences d’Erbin, Densin et Scrib autour du domaine PDZ. Les résidus identiques ou
similaires sont encadrés en couleur. La derniere ligne représente ’analyse de ClustalW. [*] indique
les résidus identiques, [:] les résidus trés similaires et [.] les résidus similaires.

qu’alors insoupgonnée du domaine PDZ d’Erbin qui est de réguler la voie du TGF-3 en limitant
I'association Smad3/smad4. Erbin régule également la voie des MAPK en aval de nombreuses
tyrosines kinases comme ErbB2. Erbin se trouve donc au carrefour de deux voies de signalisation
cruciales pour le développement celulaire. La double capacité d’Erbin d’interagir physiquement
et fonctionnellement avec les acteurs principaux de ces différentes voies de signalisation montre
I'importance de cette protéine dans la transduction du signal.
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2.4 La dynamique moléculaire pour affiner les résultats consen-
sus de docking rigide

Nous avons montré dans la partie précédente comment la dynamique moléculaire en solvant
explicite (DMSE) a permis de déterminer des résidus clés intervenant dans la formation du com-
plexe Erbin PDZ/ Smad3 MH2. Ce modele d’assemblage fut créé par analogie avec le complexe
PARG6/cdcd2. C’est pourquoi, dans la suite de ce chapitre, nous le nommons modele par analogie.
Dans I’'étude précédente, il restait un probleme majeur inhérent a ce modele : le taux d’identité
entre la protéine Cdc42 et le domaine MH2 de Smad3 était tres bas (=11%). De ce fait, bien que
les résidus clés prédits par le modele semblent jouer un réle dans 'interaction, il était concevable
de se poser la question : ce modele par analogie est-il représentatif de ’assemblage réel 7

Pour répondre a cette problématique, nous avons décidé d’utiliser des programmes de docking
afin de valider notre modele. En effet, les résultats présentés lors du challenge CAPRI montrent
la capacité de tels programmes & trouver, dans certains cas, une solution convenable pour ’as-
semblage protéique. Ainsi, si nous trouvons des solutions de docking suffisamment proches de
notre résultat, nous admettrons que celui-ci constitue un modele plausible d’assemblage pour le
complexe PDZ Erbin/Smad3 MH2.

Nous avons décidé de développer un protocole que 'on peut qualifier de “consensus” : a la
maniere des serveurs de recherche de structures secondaires a partir de la séquence, nous avons
comparé les résultats de divers serveurs de docking pour ne garder que les solutions communes.
Des démarches similaires ont déja été employées mais celles-ci se limitaient a chaque fois & un
programme de docking spécifique (Fernandez-Recio et al., 2004; |Sacquin-Mora et al.,2008). Cette
méthode a aussi un intérét conceptuel puisqu’elle nous permettra de comparer les résultats des
divers serveurs sur le complexe Erbin PDZ/ Smad3 MH2. Si nous nous basons sur les criteres de
Vajda et Camachol ce complexe serait de type III. En effet, il possede une aire d’interface stan-
dard (entre 1400 A2 et 2000 A2) et on trouve a l'interface de ce complexe de fortes interactions
électrostatiques. Ces criteres font de ce systéme un assemblage difficile & prédire (Vajda et Ca-
macho, [2004). Conscients de cette difficulté, nous avons ensuite réalisé des simulations de DMSE
pour tester la stabilité des modeles. Nous avons ensuite comparé les trajectoires de dynamique
de ces modeles avec celle du modele par analogie afin de vérifier s’il existait une convergence de
tous les modeles (voir figure pour une vision globale de la stratégie employée). Enfin, les
données de mutagénese ont été utilisées pour guider le docking. Nous avons ainsi pu comparer
les résultats des programmes de docking avec et sans ajout d’informations.

2.4.1 Choix des serveurs de docking

Comme nous avons pu le voir dans la premiere partie, les serveurs de docking permettent
d’obtenir de bons, voire de trés bons, résultats pour la prédiction de complexes protéiques. Pour
notre expérience, il fallait que les programmes de docking puissent produire des résultats avec
et sans ajout d’informations. De ce fait, le serveur de docking HADDOCK, bien que donnant
de trés bonnes prédictions & CAPRI, a été éliminé de nos choix puisque celui-ci nécessite obli-
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F1a. 2.17 — A gauche, stratégie adoptée pour la création du complexe Erbin PDZ / Smad3
MH2 & partir du complexe PAR6/Cdc42. A droite, présentation de la stratégie “consensus” :
utilisation des structures modélisées du domaine MH2 et PDZ comme structures d’entrée pour
les serveurs PatchDock, CLUSPRO et Zdock. Les résultats consensus furent ensuite comparés
a la trajectoire de la dynamique du modele obtenu a partir du complexe PAR6/Cdc42 puis ont
été relaxés par dynamique moléculaire en solvant explicite. Les pas de chaque dynamique ont
été ensuite comparés.

gatoirement des informations de départ pour modéliser un complexe (van Dijk et all 2005b)).

Une amélioration de ce programme existe : elle permet de modéliser un complexe sans ajout

d’informations préalables (de Vries et al., [2007). Malheureusement ce programme n’est pas en-

core disponible sur Internet. Nous avons également éliminé les serveur SKE-dock et SmoothDock
pour les mémes raisons. Le serveur GRAMM-X, sélectionné au départ car il possédait toutes les
caractéristiques pour faire partie de cette expérience (ajout ou non d’informations), a été exclu
apres de multiples essais sans résultats (le programme ayant crashé plusieurs fois ou n’ayant
jamais donné de réponse). Outre les serveurs de docking dédiés, il existe des serveurs de docking
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dérivant de programmes dit stand alone (que 'on peut télécharger et utiliser directement sur
un ordinateur personnel), Zdock server est 'un d’entre eux. Ce programme a donné de trés bon
résultats lors des derniers cycles de CAPRI (Wiehe et al., 2005, 2007) ; nous avons donc testé le
serveur automatique de prédictions dérivant de celui-ci.

Au final, nous avons sélectionné les trois serveurs de docking suivants : CLUSPRO (utilisé
avec le programme DOT), PatchDock et Zdock-server. Nous avons aussi utilisé les fonctions
de score de Patchdock (FireDock [Andrusier et al| (2007)]) et Zdock (Rdock-Zrank [Li et al.
(2003b); [Wiehe et al.| (2007)]) pour reclasser les résultats de ceux-ci. Nous nous sommes servis
des parametres par défaut de chaque serveur afin de se placer dans les conditions les plus neutres
possibles. Nous avons choisi le plus petit nombre maximal de solutions disponibles pour avoir
un jeu de données homogene a comparer. Ce nombre a été défini comme le nombre maximal
de solutions proposées par CLUSPRO qui est de 30. Nous avons, enfin, conduit deux cycles de
prédictions avec et sans informations biologiques. Dans le cas d’ajout d’informations, nous avons
précisé que Eq321 au niveau d’Erbin et Rorg au niveau de Smad3 étaient en interaction.

2.4.2 Comparaison des résultats des serveurs de docking

Evaluation des solutions : Les résultats de chaque serveur ont été comparés entre eux. Pour
cela, nous avons choisi des critéres équivalents a ceux utilisés pour classer les prédictions lors de
I'expérience CAPRI, a savoir, le RSMD du ligand, L,,sq (voir la partie évaluation des résultats,
chapitre précédent, pour la définition du RMSD du ligand) et la fraction d’interfaces natives
(f7nat). Ce dernier parametre differe de la fraction de contacts natifs. La fraction d’interface se

-

définit comme le nombre de résidus présents a la fois a 'interface du modele par analogie et

N

I'interface d’un modele prédit par un serveur, divisé par le nombre total de résidus présents

<

Iinterface du modele par analogie :

Rés. analogie N Rés. prédit

f[nat = Rés. analogie total

Ou Rés. analogie : résidus présents a l'interface du modele par analogie et Rés. prédit : rési-
dus présents a l'interface du modele prédit par un serveur. Les résidus présents a l'interface des
complexes ont été mis en évidence en utilisant le serveur PROTORP (Reynolds et al., 2008)[12}

Nous avons, dans un premier temps, comparé le RMSD sur les carbones « des ligands des
résultats de chaque serveur apres avoir superposé les récepteurs. Ici, le ligand correspond au
domaine PDZ d’Erbin et le récepteur au domaine MH2 de smad3.

Analyse des résultats des divers serveurs de docking L’analyse des résultats présentés
figure fait apparaitre des solutions proches d’un programme de docking a un autre. Au ni-
veau des résultats de docking sans ajout d’informations, il y a 25 solutions que nous nommerons
“consensus”. Une solution consensus est une solution d’un serveur de docking dont la valeur L;,,sq

"http ://www.bioinformatics.sussex.ac.uk/protorp/
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est inférieure & 10 A par rapport a une solution d’un autre serveur de docking. La valeur de 10
A a été choisie car il s’agit de la limite de RMSD pour le challenge CAPRI (Méndez et al., [2003).

Ces solutions consensus sont réparties aléatoirement & travers l’ensemble des résultats de
chaque serveur (voir figure . Lorsque I'on ajoute I'information suivante, E139; en contact
avec Rarg, on remarque que les solutions consensus se retrouvent exclusivement dans les cing
premiers résultats de chaque serveur de docking a I’exception d’une solution dans la comparaison
des résultats entre Zdock et Patchdock. Par contre, le nombre de solutions consensus a légerement
diminué, passant a 22 (voir tableau .
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Avec Informations

F1G. 2.18 — Graphiques montrant les résultats de chaque serveur de docking comparés a ceux des
autres serveurs. Les couleurs correspondent aux RMSD des ligands : en rouge, solutions ayant
un RMSD inférieur a 5 A; en orange, RMSD compris entre 5 et 7,5 A; en jaune, RMSD compris
entre 7,5 et 10 A; en vert, RMSD compris entre 10 et 12,5 A; en cyan, RMSD compris entre
12,5 et 15 A; en bleu, RSMD compris entre 15 et 20 Aet en blanc, RMSD supérieur a 20 A.

La répartition des résultats autour du récepteur et du ligand évoluent différemment en fonc-
tion de l’ajout ou non d’information (voir figures et . Dans le cas d’un docking sans
information, les solutions sont réparties tout autour du récepteur ou du ligand. Seul Patchdock
donne un résultat assez ciblé pour le ligand, résultat d’autant plus intéressant qu’il met en évi-
dence une région, au niveau du domaine PDZ, qui recoupe la zone identifiée comme importante

par le modele par analogie (zone face au résidu Ej391, comparer les figures et 2.10B).
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Nous avons ensuite regardé la répartition des solutions de docking avec ajout d’information
(voir figure . On peut noter, en comparant les figures et que, pour ces solutions,
la distance entre les résidus Eq301 et Ro7g a diminué, preuve que ’'ajout de contrainte, pour les
serveurs Zdock et PatchDock a bien été prise en compte. En effet, pour ces serveurs, on trouve
des solutions dont la distance entre les résidus E1391 et Rarg est inférieure & 7,5 voir 5 A, plagant
ceux-ci dans des positions ou des interactions électrostatiques sont possibles. Le serveur CLUS-
PRO donne des résultats un peu moins bons que les deux autres serveurs lorsque 1’'on ajoute
des contraintes. De plus, les solutions de ce serveur sont tres éloignées les unes des autres : ceci
s’explique par le protocole utilisé qui fixe des groupements de structure (aussi appelé clusters)
éloignés de 9 A de RMSD (Comeau et all 2004b)). Cette distance, fixée a 9 A par défaut, peut
étre néanmoins modifiée sur la page d’accueil du serveur.

En conclusion, des solutions consensus ont été trouvées entre les différents serveurs. Ces solu-
tions ont été affinées en utilisant des contraintes comme des résidus potentiellement a 'interface.
Ces dernieres sont tres importantes puisqu’elles permettent de limiter les recherches, dans notre
cas, aux 5 meilleures solutions de chaque serveur.

2.4.3 Comparaison des résultats des serveurs a la dynamique moléculaire du
modele par analogie

Nous avons ensuite voulu savoir si, parmi les solutions données par les serveurs, certaines
se rapprochaient de notre modele par analogie. Celui-ci ayant subi d’importants changements
conformationnels durant la dynamique de 16 ns (voir figure nous avons donc décidé de
comparer les solutions a ’ensemble de la trajectoire de la dynamique moléculaire et non pas
seulement au modele de départ créé a partir du complexe Cdc42/PARG. Pour cette étude a pos-
teriori, nous avons calculé le RMSD du ligand de chaque pas de la trajectoire de la dynamique
de 16 ns avec ’ensemble des solutions des serveurs de docking.

Nous définissons, ici, le terme de solution isolée comme une solution d’un serveur de docking
qui a une structure proche d’un pas de la dynamique moléculaire mais qui n’est pas considérée
comime une solution consensus : c¢’est a dire dont la structure a un L,.,,,sq > 10 A par rapport a
toutes les solutions des autres serveurs de docking. Il s’agit donc d’une solution spécifique a un
serveur de docking donné.

Les résultats présentés dans le tableau[2.I] montrent que, sans ajout d’information, I’ensemble
des solutions ayant une structure proche d’un pas de la dynamique du modele par analogie (c’est
a dire ayant un Li.,,sq < 15 A) se retrouvent dans les solutions consensus. Lorsque 'on ajoute des
contraintes, on voit apparaitre des solutions isolées, ces solutions sont peut-étre dues a la maniere
d’ajouter des contraintes spécifiques a chaque serveur. Néanmoins, nous retrouvons encore une
fois des solutions proches d’un pas de la dynamique moléculaire, preuve qu’en partant d’un
modele de docking fait par analogie et qu’en relaxant celui-ci par une dynamique moléculaire,
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on peut retrouver des structures proches de celles obtenues avec des programmes de docking.

TAB. 2.1 — Solutions consensus et isolées ayant une structure proche d’un pas de la dynamique

moléculaire.
Serveurs Nb. consensus Consensus Consensus Isolée Isolée
15 > Lymsq > 10 Lymsa < 10 15 > Lymsq > 10 Lymsa < 10

Sans Information

Zdock 8 2 0 0 0
PatchDock 10 0 3 0 0
CLUSPRO 7 0 1 0 0
Total 25 2 4 0 0
Avec Information

Zdock 10 4 1 1 1
PatchDock 10 0 1 0 0
CLUSPRO 2 1 0 1 0
Total 22 5 2 2 1

Nous avons ensuite été plus loin en analysant les solutions de docking ayant un L,.,,,sq < 10

A dun pas de la dynamique moléculaire. Ces résultats sont présentés tableau

TAB. 2.2 — Solutions consensus et isolées ayant une structure proche d’un pas de la dynamique

moléculaire (pour un L,,,sq inférieur a 10 A).

Serveurs n’ sol. Consensus Isolée Lymsq Temps (n8)  frnat

Sans Information

PatchDock 23 X - 9.3 13.1 85.3
24 X - 9.4 11.8 80
27 X - 10 11.8 74.2

CLUSPRO 3 X - 8.8 13.1 82.3

Avec Information

Zdock 1 X - 9.1 11.8 72.7
27 - X 7.5 2.4 75

PatchDock 2 X - 9.6 11.8 71.4
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Sans Informations :

CLUSPRO

Domaine MH?Z2 Domaine PDZ

PatchDock

" o ’
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ZDock

. . L‘\‘ (=
. Y L
Domaine MH?Z Domaine PDZ

Fia. 2.19 — Graphique montrant la répartition du ligand par rapport au récepteur et inversement

dans le cas ol aucune information n’est donné aux serveurs. Les spheres représentent les positions

du résidu Ro7g ou E1391 pour chaque solution. Les spheres sont colorées en fonction de la distance

Ro79-E13921 : bleu pour une distance supérieure & 15 A ; vert : pour une distance comprise entre

10 et 15 A; jaune : pour une distance comprise entre 7,5 et 10 A; orange : pour une distance

comprise entre 5 et 7,5 A et rouge : pour une distance inférieure a 5 A. En rouge, le résidu Rorg

au niveau de Smad3 et E 391 au niveau d’Erbin.
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Avec Informations :
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F1G. 2.20 — Graphique montrant la répartition du ligand par rapport au récepteur et inversement dans
le cas ot 'on donne Ro7g en contact avec E1321 comme information aux serveurs. Les spheres représentent
les positions du résidu Rayg ou Eq321; pour chaque solution. Les spheres sont colorées en fonction de la
distance Ro7g9-E1301 : bleu pour une distance supérieure a 15 A; vert : pour une distance comprise entre
10 et 15 A; jaune : pour une distance comprise entre 7,5 et 10 A; orange : pour une distance comprise
entre 5 et 7,5 A et rouge : pour une distance inférieure a 5 A. En rouge, le résidu Ra7g au niveau de
Smad3 et Eq327 au niveau d’Erbin.
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Il apparait tres clairement une focalisation de toutes les solutions consensus sur deux pas
de temps bien spécifiques de la dynamique qui sont ¢ = 11,8 ns et t = 13,1 ns. Or, si 'on
reprend les profils d’énergie figures et [2.11)C, nous pouvons voir qu’a ces temps les résidus
Eo46 et K971 sont en interaction de méme que les résidus Ro7g et Eq391. Pour ce dernier couple
de résidus, méme si le profil d’énergie n’est pas parfaitement stable, la distance entre les deux
résidus reste inchangée a 4 A (voir figure ; ce qui prouve que ces deux résidus sont toujours
en interaction. Par contre, pour ces temps, les profils d’énergie montrent que les résidus Dago
et Ki306 n’interagissent quasiment plus. Si nous reprenons les résultats de mutations obtenus,
nous constatons qu’en effet, les résidus Eoyg et Royg jouent un role dans l'interaction mais pas

le résidu Daga (voir figure [2.15]).

Ainsi, les solutions consensus ont ciblé une zone précise de la dynamique ou les résidus en
interaction correspondent aux résidus ayant un role lors des tests in vitro. Nous pouvons donc
conclure quant a la capacité de ces serveurs de docking a obtenir une solution acceptable pour
ce complexe, ceci avec ou sans informations pour contraindre les recherches.

2.4.4 Convergence des dynamiques : mise en évidence d’un entonnoir éner-
gétique

Nous avons ensuite sélectionné une solution du tableau [2.2] pour chaque pas de temps trouvé.
Nous avons sélectionné les solutions des serveurs de docking sans ajout d’information pour les
temps ¢t = 11,8 ns et t = 13, 1 ns. Nous avons donc sélectionné la solution 24 de PatchDock (pour
t = 11, 8 ns) et la solution 3 de CLUSPRO (pour ¢ = 13, 1 ns). Nous avons réalisé une dynamique
en solvant explicite de 10 ns pour ces deux solutions afin de tester leur stabilité respective. Nous
avons également conduit une dynamique de 10 ns sur la solution 27 de Zdock. Cette derniere n’a
pas été retenue comme solution consensus par les programmes de docking et elle pointe un autre
pas de temps de la dynamique moléculaire (¢ = 2,4 ns). Pour ¢ = 2,4 ns, toutes les interactions
électrostatiques présentes dans les solutions consensus ne sont pas encore mises en place : en
particulier, l'interaction Royo-E1321 (voir figures |[2.10B et . Nous avons comparé 1’évolution
de cette structure par rapport a celles des deux autres solutions sélectionnées. Pour cela, nous
avons calculé le RMSD du ligand entre tous les pas des dynamiques (figure . Nous avons
aussi identifié les pas de chaque dynamique pour lesquels le RMSD du ligand été le plus bas (voir
tableau . Pour calculer ce RMSD, nous avons éliminé les 25 premiers résidus du domaine
PDZ formant le “bras” N-terminal. Les serveurs de docking n’ont pas placé ce fragment dans
une position stable : cette portion était donc libre d’évoluer dans le solvant durant toute la
durée des dynamiques. Ce mouvement aléatoire a engendré un bruit de fond important pour le
calcul du RMSD ; c’est pourquoi nous avons omis cette partie dans le calcul du RMSD du ligand.

La figure [2.21] montre que les solutions consensus sont restées stables tout au long de la
dynamique moléculaire puisque le centre de masse du domaine PDZ a oscillé autour d’'un méme
point. Par contre, la solution isolée de Zdock a subi un fort changement conformationnel afin
de replacer le domaine PDZ dans une position équivalente a celles trouvées pour les solutions
consensus. Ceci est visible dans le tableau [2.3] ot 'on peut constater que le RMSD du ligand
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a fortement baissé, passant de 19 A entre les solutions consensus et la solution isolée, avant
dynamique, a ~9 A vers la fin de la dynamique moléculaire (pour ~9,2 ns).

TAB. 2.3 — Comparaison des solutions sélectionnées avant et pendant la dynamique moléculaire.

Comp. serveur® (S;-Ss) Temps 51  Temps Sy Lymsqg avant Dyn.  L,sq pdt Dyn.
Cluspro(3)-Patchdock(24) 0,48 3,22 6,95 3,01
Cluspro(3)-Zdock(27) 3,52 9,2 19,73 9,32
Patchdock(24)-Zdock(27) 7,06 9,26 18,62 9,56

# Le chiffre entre parentheses correspond au rang de la solution pour chaque serveur.
Le RMSD du ligand (en A) est calculé en enlevant les 25 premiers résidus du domaine PDZ. Le RMSD du ligand
pendant la dynamique correspond au RMSD le plus bas trouvé en comparant chaque pas des dynamiques.

Nous avons, ensuite, voulu savoir si ces minima mettaient en évidence une zone particuliere
au niveau de la dynamique conduite sur le modele par analogie. Pour cela, nous avons repris le
protocole précédent en calculant le RMSD du ligand entre chaque pas de la dynamique conduite
sur le modele par analogie et chaque pas des dynamiques réalisées sur les solutions consensus de
PatchDock et Cluspro et la solution isolée de Zdock. Les résultats sont présentés figure La
comparaison des dynamiques nous a permis de mettre en évidence deux zones temporelles au
niveau de la trajectoire de la dynamique moléculaire conduite a partir du modele par analogie :
une zone entre 5 et 6 ns et une autre entre 11,5 et 13,5 ns. Ces zones correspondent, encore une
fois, & des temps de la dynamique pour lesquelles les interactions chargées Rorg-E1321 et Eogq-
K271 sont présentes (voir figures[2.10B et ) De plus, les minima entre solutions consensus
et isolée présentés tableau 2.3 permettent eux aussi de cibler des zones temporelles. Le croisement
de ces zones temporelles définissent des fenétres au sein de la dynamique moléculaire du modele
par analogie (zone en jaunes sur la figure . Dans deux cas sur trois, ces fenétres ciblent le
Ly msq le plus faible entre la dynamique du modele par analogie et les dynamiques des solutions
consensus et isolées. Ainsi, nous obtenons une convergence de la majorité des résultats vers un
méme minimum défini, au niveau de la dynamique moléculaire comme une structure transitoire
entre les temps 5 et 6 ns et 11,5 et 13,5 ns. Nous retrouvons une structure pratiquement conservée
entre ces deux laps de temps comme le montre le diagramme de RMSD figure Si 'on
superpose les trajectoires des dynamiques de la solution 27 de Zdock et du modele par analogie
(voir figure , nous remarquons que celles-ci se recouvrent complétement et ce méme si les
modeles ne partent pas de la méme position. Ces trajectoires rejoignent le point d’oscillation des
centres de masse des solutions consensus de CLUSPRO et PatchDock. Ceci peut donc définir un
tunnel énergétique qui attire les solutions proches du minimum et bloque les solutions tombées
dans celui-ci. Nous déterminons ce point d’ancrage au niveau de Smad3 comme étant le triplet
d’arginines Ra7g, Ragy et Rogg (voir figure . Ainsi, le complexe Erbin PDZ/Smad3 MH?2 est
un bon exemple de I'importance des résidus chargés pour la reconnaissance protéique (Janin,
1997; [Sheinerman et al., [2000; [Sheinerman et Honig), 2002; Dong et Zhou, [2006).
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solution 3 de CLUSPRO solution 24 de PatchDock

.
point de départ point de départ
solution 27 de ZDock Modele par analogie

fin de la trajectoire

Superposition des trajectoires

FiGc. 2.21 — Visualisation des trajectoires du centre de masse du domaine PDZ pour les dyna-
miques conduites a partir des solutions consensus (solution 24 de PatchDock et solution 3 de
CLUSPRO) et de la solution isolée (solution 27 de Zdock) ainsi que du modele par analogie.
Derniere image, superposition des différentes trajectoires.
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Patchdock Dynamique Moléculaire Zdock
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Fic. 2.22 — Comparaison des différentes dynamiques réalisées a partir des solutions consensus
de PatchDock et CLUSPRO et de la solution isolée de Zdock ainsi qu’ a partir du modele par
analogie. Les parties de dynamique encadrées correspondent aux minima présentés tableau
Au niveau de la dynamique moléculaire conduite & partir du modele par analogie, les étoiles

rouges correspondent aux L,.,,sq minimum.
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2.4.5 Conclusion

Ce travail nous permet d’aboutir aux conclusions suivantes :

En utilisant divers serveurs de docking, nous avons consolidé notre modele créé par analogie
en retrouvant des structures proches de celui-ci.

Cette étude nous a aussi permis de montrer 1'utilité de la dynamique moléculaire pour
raffiner les résultats. En effet, pour le modele par analogie et pour la solution 27 du serveur
Zdock, méme si les points de départ n’étaient pas parfaitement positionnés, la dynamique
moléculaire a permis un replacement des domaines PDZ.

L’étude croisée des dynamiques a localisé certains minima. Ce protocole pourrait étre
étendu pour une recherche globale d’entonnoirs énergétiques. Dans ce cas précis, il ne fau-
drait pas se limiter a un seul assemblage mais regarder I’évolution de nombreux complexes
bien définis. L’utilisation d’'un Benchmark se révélerait alors tres utile.

Enfin, les dynamiques a partir du modele par analogie et de la solution 27 de Zdock ont
montré que le complexe Erbin PDZ/Smad3 MH2 pouvait subir de fort réarrangements
structuraux (voir figures et . Ceux-ci apparaissent apres un laps de temps de 4-5
ns que nous qualifierons de temps de relaxation du systeme.

Ce travail n’est cependant pas encore terminé : la prochaine étape consistera a étudier les

diverses solutions consensus ayant un L,,sq de plus de 15 A et voir si ces solutions peuvent

converger elles aussi vers le méme minimum que les modeles présentés au cours de cette étude.

En effet, la mise en évidence d’un entonnoir énergétique nécessite ’analyse d’un grand nombre
de trajectoires (Kozakov et al., 2008; [Hunjan et al., 2008]).
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2.5 Extension de ’affinement de docking rigide par simulations

courtes de dynamique moléculaire : exemple sur la cible 34
du challenge CAPRI

Les travaux réalisés sur le modele par homologie et la solution 27 du serveur Zdock ont
révélé que la durée moyenne de relaxation du complexe Erbin PDZ/Smad3 MH2 était de 4 & 5
ns. Cette durée est nécessaire pour voir des évolutions notables dans la structure du complexe.
Cette évolution, relativement longue, d’un systéme pourrait étre comparée a la formation d’un
complexe de rencontre, ici guidée par des forces électrostatiques importantes (voir section Ciné-
tique de l'association). Le calcul de simulations de dynamiques moléculaires de 5 nano-secondes,
ou plus, est encore coliteux en temps et ne peut étre appliqué dans des processus de routine.

A T'inverse, la comparaison des dynamiques moléculaires présentée précédemment, entre les
solutions consensus de CLUSPRO et Patchdock, a mis en évidence un L,.,,s¢q minimum atteint
apres un temps tres court, ~0,5 ns (voir tableau , ce qui laisse a penser que la solution de
CLUSPRO était tres proche d’'un minimum local. Le calcul de simulations de quelques centaines
de pico-secondes est maintenant possible en un temps relativement court.

Nous nous sommes alors posé la question suivante : est-ce que des simulations de dynamique
moléculaire de courtes durées peuvent améliorer les résultats de docking rigide ? Pour répondre a
cette problématique, nous avons testé 1'utilisation de simulations courtes (0,5 ns) de dynamiques
moléculaires pour raffiner les résultats de docking rigide. Nous avons comparé cette approche a
des simulations courtes de Monte-Carlo.

La cible n” 34 du challenge CAPRI, complexe entre une protéine et un molécule d’ARN, a
été choisie comme sujet d’étude. Ce complexe n’a pas encore été publié, c¢’est pourquoi nous ne
nommerons pas explicitement la protéine mise en jeu ni ne donnerons les références des publi-
cations utilisées.

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le chercheur écossais Dave Ritchie, développeur
du programme de docking HEX. Nous avons, dans un premier temps, modélisé le complexe
protéine/ARN & l’aide du programme HEX puis nous avons réalisé un affinement des meilleurs
résultats de HEX par dynamique moléculaire en solvant explicite (DMSE) ou par Monte-Carlo
(MC). Ces résultats ont ensuite été classés grace a une fonction de score prenant en compte
I’énergie potentielle d’interaction de I’assemblage.

2.5.1 La stratégie employée

Les informations disponibles pour modéliser la cible 34 : Lors de la 4°™¢ édition de
CAPRI, une grande variété de nouveaux complexes a assembler a été proposée. Cette édition
suit I'impulsion de I’édition précédente en ne proposant pas seulement les “classiques” complexes
anticorps-antigene et protéase-inhibiteur mais des complexes beaucoup plus variés reflétant ainsi
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I'intérét des cristallographes pour les nouveaux systéemes moléculaires (Janin) [2007)). Le choix de
la cible 34 ne fait pas exception puisqu’il s’agit du complexe entre une protéine et une molécule
d’ARN : ce type de complexe n’avait encore jamais été présenté dans le challenge CAPRI.

Pour modéliser ce complexe, nous avions a notre disposition la structure cristallographique
de la molécule d’ARN sous sa forme liée. Par contre, nous n’avions pas la structure de la protéine
associée. Il a donc fallu, dans un premier temps, modéliser cette protéine & partir de la structure
d’une protéine homologue fournie par les organisateurs du challenge CAPRI. Aucune étude
structurale sur le complexe a modéliser n’avait été publiée, la seule référence que nous avions
était celle de la protéine homologue. Cette publication présentait la protéine homologue associée
a un modele de molécule d’ARN. Cet assemblage a permis d’identifier le site de fixation de ’ARN
au niveau de la protéine. En ce qui concerne la molécule d’ARN, des travaux expérimentaux
sur l'interaction de celle-ci avec la protéine que nous avions a modéliser ont permis d’identifier
certaines bases impliquées dans l'interaction. Ces informations ont donc ensuite été utilisées
comme filtre pour choisir les solutions potentielles.

Modélisation par homologie de la protéine : Pour nous aider a modéliser la protéine
réceptrice a partir de la structure de son homologue, un alignement structural était fourni. Nous
avons pris le parti de faire notre propre alignement car ’alignement structural proposé coupait
certaines structures secondaires, ce qui nous paraissait peu recommandé. Ce nouvel alignement
avait un pourcentage d’identité et de similarité supérieur a celui de l'alignement structural
(respectivement 27,3% d’identité et 42% de similarité contre 24,1% et 39,5%). Ces résultats ont
été obtenus avec la matrice d’alignement BLOSUMG62. A partir de cet alignement nous avons
utilisé le programme MODELLER (Fiser et Sali, 2003) pour créer le modele par homologie. Les
résidus manquants ont été rajoutés a partir d’extraits de séquences issus de la PDB. Enfin, les
parties ajoutées ont été minimisées grace a 5000 pas de gradient conjugué (le reste de la protéine
restant fixe). Puis ’ensemble de la structure a été relaxée par une minimisation de 6400 pas de
gradient conjugué en utilisant le champ de forces CHARMM (Brooks et al., [1983).

Docking des partenaires : Le programme utilisé pour créer notre assemblage est le pro-
gramme HEX (Ritchie et Kemp) 2000). Celui-ci permet de représenter la surface des protéines
en approximant cette derniere & partir d’harmoniques sphériques. Nous avons “docké” la struc-
ture de PARN et de notre modele de protéine en prenant, dans un premier temps, le centre
de gravité de chaque partenaire comme centre de rotation/translation. Pour cela, nous avons
d’abord effectué une premiere recherche gros grains restreinte a 45°x 45° pour les deux par-
tenaires avec N=25. Nous avons ensuite sélectionné la 5°™¢ solution de ce premier filtrage par
rapport aux informations obtenues dans la littérature. Cette solution 5 fut ensuite utilisée comme
orientation de départ pour une recherche plus fine en utilisant la méthode 6D (Ritchie et al.,
2008|) caractérisée par un pas de recherche beaucoup plus fin (0,5 A) et des degrés de recherche
de 45 x 180. Les 9 premiers résultats donnés par HEX ainsi que 'orientation de départ furent
soumis comme les prédictions du groupe D. Ritchie & CAPRI. Les 14 meilleurs résultats obtenus
avec HEX ont ensuite été raffinés par dynamique moléculaire ou Monte-Carlo.
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Simulations par Monte-Carlo : La procédure de Monte-Carlo mise en place est constituée
de deux étapes :

1. Une minimisation par échantillonnage des mouvements conformationnels a été réalisée.
Celle-ci correspond a des mouvements aléatoires de rotation et de translation des deux
partenaires, suivis par des mouvements des chaines latérales des résidus et des acides
nucléiques. Les mouvements locaux des chaines latérales ont été modélisés en utilisant une
bibliotheque de rotameres. Les mouvements globaux des deux partenaires ont été contraints

a 0,2 A pour la translation et de 5 a 10 degrés pour la rotation.
2. Chaque résultat a ensuite été reclassé grace a une fonction de score.

L’équation de la fonction de score est :
AGassociation = AE’el—&-vdw + ACTYel,solv + ACTan,solv

ol AFE¢1ypaw est 'énergie interne du systéme (van der Waals + électrostatique) calculée par
CHARMM, AG¢ soiv est la contribution électrostatique de 1'énergie de solvatation calculée par
APBS en résolvant I’équation de Poisson-Boltzmann et AG),, so1, est la variation de surface
accessible au solvant calculée par CHARMM. Le champ de forces utilisé est CHARMM27.

Pour le challenge CAPRI, les simulations étaient conduites sur 200 itérations. Cependant, la
configuration la mieux classée a souvent été obtenue apres la premiere itération, a I’exception du
résultat n"10 de HEX, car les mouvements conformationnels ont été assez faibles. Les 10 modeles
reclassés par la procédure de Monte-Carlo ont été soumis comme les prédictions du groupe de
Fabrice Leclerc.

Simulations par dynamique moléculaire : Pour améliorer la rapidité d’exécution, nous
avons créé un “Plug’in” au logiciel VMD (Humphrey et all [1996) permettant de prendre di-
rectement un fichier solution de HEX 5.1 et de créer une boite d’eau a partir de celui-ci. Les
molécules d’eau utilisées sont du type TIP3P. Des ions Na™ et CI" sont ajoutés automatique-
ment pour atteindre la neutralité de ’ensemble. Le protocole est ensuite le méme que celui
utilisé pour modéliser le complexe entre le domaine PDZ d’Erbin et le domaine MH2 de Smad3;
le programme de dynamique moléculaire utilisé est NAMD (Phillips et al., 2005) avec le champ
de force CHARMM27 (MacKerell et al., 2000). La température et la pression ont été main-
tenues respectivement a 300 Kelvins et 1 atmosphere (équations de Langevin). Les équations
de mouvement furent intégrées avec un pas de 1 fs en utilisant r-RESPA (Tuckerman et al.,
1992)). Les interactions électrostatiques a longue distance sont traitées en utilisant I’algorithme
Smooth Particle Mesh Fwald avec une distance limite de 11 A. De plus, nous avons contraint
la structure de 'ARN & rester fixe puisqu’il s’agissait de la forme cristallisée. A D'inverse, la
protéine et ’environnement (molécules d’eau et ions) n’ont subi aucune contrainte. Nous avons
conduit une dynamique moléculaire de 0,5 ns pour les 14 meilleurs résultats de HEX et nous
avons sélectionné le dernier pas de chaque dynamique comme solution. Nous avons ensuite classé
ces solutions en fonction de leur énergie potentielle d’interaction.

Fonction de score utilisée : 1l s’agit seulement de classer les solutions en fonction de I’énergie
d’interaction entre la protéine et la molécule d’ARN. Cette énergie est calculée de la méme
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maniere que celle calculée pour mettre en évidence les résidus en interaction pour le complexe
Erbin/Smad3. 1l s’agit de 1’énergie potentielle d’interaction (i.e. énergie électrostatique—+énergie
de Van der Waals) calculée par le programme NAMD gréace au champ de forces CHARMM27.
En pratique, nous avons utilisé le plug’in NAMD Energy[g] pour cibler la zone d’interaction et
définir les parametres d’entrée. Nous avons reclassé les 14 résultats de HEX et avons sélectionné
les 10 modeles ayant les énergies d’interaction les plus basses comme les prédictions de notre
groupe (groupe B. Maigret) a CAPRI.

2.5.2 Les résultats obtenus

La cible T34 en chiffres : Le challenge CAPRI se déroule en différents rounds : chaque
équipe de recherche s’inscrit pour chaque round. Les équipes inscrites durant un round ne sont
pas obligées de donner un résultat pour chaque complexe. Ainsi, la cible T34 fait partie du
round 15 ou il y avait 44 participants inscrits. Sur ces 44 participants, 27 seulement ont donné
au moins un modele pour cette cible. Ceci refléterait peut-étre le caractére nouveau et spécifique
de 'assemblage a modéliser. De plus, cet assemblage fut proposé préalablement dans ce méme
round mais sous la forme protéine a modéliser et ARN non lié. Aucune prédiction correcte n’a
été obtenue. Tous ces parametres ont peut-étre découragé certains participants.

Néanmoins, sur les 27 participants engagés, 14 ont prédit au moins un résultat acceptable
(voir figure . Parmi ceux-ci, 9 participants ont donné au moins un résultat medium et 14
un résultat acceptable. Notons que tous les participants (exceptée JC Mitchell) ayant obtenu
un résultat medium ont aussi obtenu un ou plusieurs résultats acceptables; preuve que leur
ensemble de données se situait dans la bonne région d’association. Ces résultats sont honorables
mais restent un peu en dessous de ce qui a déja été obtenu pour les complexes du type lié/non
lié. Par exemple, pour la cible 25 de I’édition précédente, il y eu 18 participants ayant donné des
résultats au moins acceptables dont 1 groupe ayant donné un résultat haut et 13 autres ayant
donné des résultats medium (Lensink et al.) [2007)). Il faut néanmoins noter que le nombre de
participants pour la cible 25 était plus élevé puisqu’il y avait 37 groupes prédicteurs.

Si 'on regarde le nombre de résultats acceptables et medium, la cible 34 donne de meilleurs
résultats que la cible 25 avec 40 résultats acceptables (contre 20 pour T25) et 25 résultats
medium (contre 13 pour la cible 25). Nous devons néanmoins retrancher les résultats redondants
de I’équipe “E/)cosse—Lormine”7 ce qui laisse 32 résultats acceptables et 21 résultats medium. Ceci
est dans la moyenne haute des résultats de CAPRI, preuve que ce complexe devait étre I'un des
plus faciles de cette 4°™® édition.

8http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/plugins/namdenergy/
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Fic. 2.23 — Résultats des participants ayant donné au moins un modele acceptable. Résultats
classés en fonction du nombre de modeles ayant une précision acceptable ou supérieure. En rouge,
I’équipe “Ecosse—Lorraine”, constituée par 3 équipes : celle de Dave Ritchie chercheur & Aberdeen
(au LORIA pendant la manche T34), une équipe du LORIA menée par Bernard Maigret et une
équipe de la Faculté de sciences de Nancy menée par Fabrice Leclerc.

L’ensemble des résultats obtenus pour la cible 34 sont disponibles sur le site CAPRI]E Si
I'on détaille les résultats obtenus (voir figure , I’équipe “Fcosse-Lorraine” a obtenu de bons
résultats en proposant un grand nombre de solutions correctes : 9/10 pour I’équipe de Bernard
Maigret et de Fabrice Leclerc et 6/10 pour les résultats de HEX (Dave Ritchie). I1 faut noter que
3 autres solutions du programme HEX étaient correctes mais ont été éliminées a cause d’un trop
grand nombre d’interpénétrations (clashes). Au niveau du nombre de résultats medium, I’équipe
reste encore en téte avec 5 résultats medium sur les 10 modeles proposés pour Bernard Maigret
et deux résultats honorables pour les résultats de Fabrice Leclerc (3 résultats medium) et de
HEX (2 résultats medium). D’autres équipes ont, elles aussi, obtenu de tres bons résultats :
I'équipe de David Baker (avec le programme RosettaDock) a donné 6 résultats corrects dont
4 medium. Parmi ces 4 résultats medium, leurs modeles n’l et n°3 ont été les meilleurs de
tous les modeles proposés. Nous pouvons aussi noter le trés bon résultat en termes de nombre
de solutions correctes du serveur HADDOCK avec 7 modeles acceptables. Les résultats de ce
serveur semblent aller de pair avec ceux d’Alexandre Bonvin qui développe celui-ci. En effet, A.
Bonvin a également obtenu de bons résultats avec 3 modeles médium et 3 modeles acceptables.
Enfin, nous pouvons noter le cas de Julie C. Mitchell qui a obtenu 3 résultats medium mais
aucun résultat acceptable, les autres modeles proposés par son équipe ayant été éliminés car
ils contenaient trop de clashes. Peut-étre faut-il y voir un protocole de 'affinement particulier
employé sur ces 3 résultats médium mais pas sur les autres (par faute de temps par exemple) ?

Yhttp ://www.ebi.ac.uk/msd-srv/capri/round15/R15_T34/
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Affinement des résultats de docking rigide : Au dela des bons résultats obtenus, le vé-
ritable intérét de cette étude est de pouvoir comparer, avec les mémes outils d’analyse et sans
a priori, les modeles obtenus apres docking rigide (résultats de HEX) suivis d’une minimisation
courte (résultats de Mont-Carlo) ou d’un affinement plus long et plus cotteux (dynamique mo-
léculaire de 0,5 ns avec solvant explicite). De plus, la structure cristallographique du complexe
n’ayant pas encore été divulguée, nous n’utiliserons que les parametres donnés lors des résultats
de CAPRI comme éléments d’évaluation. Ces parametres sont : la fraction de contacts natifs et
le RMSD du ligand (voir le paragraphe Evaluation des résultats, dans la section consacrée au
challenge CAPRI, pour la définition de ces parametres).

Les travaux concernant la cible 34 n'ayant pas encore été publiés,
nous ne pouvons présenter la structure de celle-ci.

Merci de votre compréhension

F1G. 2.24 — Comparaison du meilleur modele de HEX (n°8), en rouge transparent, et du meilleur
modele de la dynamique moléculaire (n°3) en bleu. Notons que ce modele n°3 correspond au mo-
dele n’8 de HEX apres affinement par DMSE. 11 est possible de voir les réarrangements de surface
entre ces deux modeles. A droite, en haut, interface du modele de HEX et, en bas, interface du
modele apres dynamique moléculaire. Les zones en rouge sur cette interface symbolise les clashes.

Nous sommes donc partis des 14 meilleurs résultats de HEX ; nous les avons raffinés puis nous
les avons reclassés (voir figure . Le premier résultat intéressant est que les deux méthodes de
laffinement (DMSE et MC) ont permis de supprimer les interpénétrations des deux partenaires
présentes apres le docking rigide. En particulier, le modele le plus précis fournit par HEX (n°8)
a été éliminé car il contenait trop de clashes (156 pour une limite maximale de 136,3). Ce
méme modele, aprés minimisation par MC ou DMSE, ne possédait plus que 15 clashes (voir
figure . Cette tendance est confirmée au niveau de tous les modeles présentés puisque
ceux-ci, apreés dynamique moléculaire, possédaient moins de 20 clashes (dont 5 ayant 10 clashes
ou moins) de méme que tous les modeles apres Monte-Carlo possédaient moins de 23 clashes
(dont 3 ayant 10 clashes ou moins) alors que tous les résultats présentés par HEX avaient
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plus de 60 clashes. Ces résultats sont donc encourageants sachant que la moyenne des clashes de
I’ensemble des solutions correctes présentées pour cette cible était de 30. Ainsi, nous avons prouvé
I'intérét de simulations courtes de Monte-Carlo et dynamique moléculaire pour la suppression
des interpénétrations apres docking rigide. Ces résultats confirment ce qui a d’ailleurs été trouvé
dans d’autres travaux (Bonvin, [2006]). Ainsi, les simulations courtes de dynamique moléculaire
et de Monte-Carlo ont permis de raffiner la structure des modeles obtenus par docking rigide.
La simulation par Monte-Carlo est plus adaptée a une élimination rapide des clashes car elle est
plus rapide que la dynamique moléculaire.
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Fia. 2.25 — Valeurs de RMSD du ligand et de fraction de contacts natifs pour les 14 modeles
présentés par 1’équipe Ecosse-Lorraine. La ligne en pointillés rouges représente la limite entre les
résultats acceptables et medium : 5 A pour le RMSD du ligand et 30% de contacts natifs (voir
Méndez et al|(2005)). La limite de 50% de contacts natifs est indiquée par des pointillés bleus.

La dynamique moléculaire peut améliorer les résultats de docking rigide en augmentant la
fraction de contacts natifs jusqu’a plus de 70% (Krol et al., [2007b)). De méme, la minimisation
par Monte-Carlo a montré son efficacité dans ce domaine (Kozakov et al., [2008). Nous avons
voulu tester ces deux méthodes sur des laps de temps tres courts (quelques centaines de pas
pour les simulations de Monte-Carlo et quelques centaines de picosecondes pour la Dynamique
Moléculaire). Les résultats sont présentés figure Il apparait que la simulation par Monte-
Carlo n’a pas amélioré la position du ligand. A l'inverse, la dynamique moléculaire a amélioré
les résultats de docking rigide, méme si ce n’est que de quelques diziemes d’angstroms. Seuls
deux cas ont montré une déterioration des résultats de dynamique moléculaire par rapport au
docking rigide : les modeles n°2 et n"9. Pour le modele n’9, nous pouvons expliquer ceci par le fait
que la solution donnée par le programme HEX était déja une mauvaise solution ; la dynamique
moléculaire a donc accentué cette erreur. Nous n’avons pas d’explications pour le cas n°2. Nous
pouvons quand méme noter que 'un des meilleurs affinements se fait pour le modele n°8 (-0,967
A entre HEX et DMSE), correspondant au modele le plus précis de HEX.
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Les résultats par rapport a la fraction de contacts natifs sont plus explicites : la majorité
des résultats de simulation par Monte-Carlo détériorent les contacts natifs trouvés par docking
rigide. La dynamique moléculaire améliore les contacts natifs par rapport au docking rigide dans
5 cas sur 7, avec des améliorations pouvant aller jusqu’a ~14% de contacts natifs en plus (pour
le modele n°4). De plus, seules les solutions apreés dynamique moléculaire ont un pourcentage
de contacts natifs supérieur & 50% (voir figure [2.25). De méme que pour le RMSD du ligand, la
fraction en contact natif du meilleur résultat (n°8) est améliorée apres DMSE (4 ~6%) tandis
que la fraction du modele le moins bon est déteriorée apres DMSE. Au regard de ces résultats, la
dynamique moléculaire accentuerait les tendances en améliorant les résultats pour des complexes
proches de la structure native et dégraderait les résultats déja aberrants.

Ainsi, si 'on compare les résultats des affinements par DMSE et MC, la dynamique mo-
léculaire semble, pour ce cas, plus efficace que la simulation par Monte-Carlo. Les simulations
par MC étant meilleures seulement dans 2 cas dont un cas ou le modele de docking rigide était
considéré comme une solution non correcte. Néanmoins, nous pouvons noter que les temps de
simulation de Monte-Carlo étaient tres courts et nous pensons donc refaire les mémes tests sur
des durées plus longues pour que la comparaison soit plus juste.

Une fonction de score simple mais efficace : Comme nous ’avons expliqué dans la partie
précédente, la fonction de score utilisée pour classer les résultats apres dynamique moléculaire
est basée sur le champ de forces CHARMM27. Comme le montre la figure [2.26] les trois meilleurs
résultats reclassés apres dynamique moléculaire sont des modeles appartenant a la meilleure ca-
tégorie pour cette cible, la catégorie medium. Si 'on détaille, on peut voir que les 2 meilleurs
résultats selon les critéres CAPRI sont parmi les 3 premiers modeles classés par la fonction de
score. Ces modeles étaient classés en 8¢, 13°M€ et 14°™¢ position par le programme HEX. La
fonction de score a donc reclassé correctement ces modeles. Il reste le probleme des modeles 7 et
9 qui sont des modeles medium mais ont pourtant été classés apres les modeles acceptables. Une
explication pourrait étre que des interactions chargées, présentes au niveau des autres modeles
médium mais absentes au niveau de ces modeles, diminuent considérablement 1’énergie poten-
tielle de ces derniers (losanges notés 3 et 5 figure . De plus, méme si cette fonction n’a pu
éliminer le modele incorrect, celui-ci est classé en derniere position.

Nous avons ensuite voulu savoir si cette fonction de score permettait de mieux classer a pos-
teriori les résultats obtenus apres docking rigide et Monte-Carlo. Le reclassement des résultats
de docking rigide et de Monte-Carlo par notre fonction de score est présenté en figure Les
3 meilleurs modeles de HEX ont été reclassés dans les premieres positions. Il faut ici noter que,
du fait des interpénétrations, la fonction de score utilisée n’a pris en compte que le parametre
électrostatique, celui de Van der Waals n’ayant pu étre calculé. Néanmoins, dans le cas du com-
plexe protéine-ARN, ce dernier avait une valeur tres faible comparée a la valeur des interactions
électrostatiques (pour les résultats de DMSE et de MC). Sur le diagramme d’énergie potentielle
par rapport au RMSD du ligand ou aux contacts natifs nous pouvons voir une corrélation ac-
ceptable avec, pour 'ensemble des complexes, R? = 0,71 . Cette corrélation est plus basse pour
le RMSD avec R? ~ 0,4 mais, en enlévant le résultat incorrect, nous obtenons R? = 0,67. Enfin,
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nous notons que le résultat incorrect a été replacé en derniere position.

H Monte Molecular
ex Carlo Dynamic
. Medium
[l Acceptable
Incorrect
. Clashes
Monte Hex Molecular
Carlo Dynamic
1 (clashes *)

" 2(1%) "
1) (s 1)
3(5%) i 3 (1 *¥)

i 3 5(6 %) o g+
402 son N\ a0
Z (g . ) 7 (clashes *)— S 2(3 *)

8 (8 * 9 (incorrect) 3 (6 *
9 Einc?srm\ct) 10 (4-%) \g ts *l)
10 (1 **) 4 11 77 * 10 (incorrect)

12 77
13.7¢
14 77

F1G. 2.26 — En haut, résultats apres docking rigide (HEX) suivi d’'une minimisation par Monte-
Carlo (Monte Carlo) ou suivi d’'un affinement par dynamique moléculaire en solvant explicite
(Molecular dynamic). Ces résultats sont colorés en fonction de leur exactitude par rapport a la
structure cristallographique : en vert, les résultats medium ; en bleu, les résultats acceptables et

en jaune les résultats incorrects. Code couleur repris de|Lensink et al|(2007)). En tramé, résultats

éliminés car ayant trop de clashes. En bas, reclassement des résultats de docking rigide. Entre
parentheses, le rang de chaque résultat ainsi que leur exactitude donnés par les experts de
CAPRI : * correspond & un modele accepatble, ** & un modele medium. Les modeles incorrects
ou ayant trop de clashes sont représentés en rouge.
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Fi1G. 2.27 — Reclassement des résultats de docking rigide et de MC par la fonction de score
(en haut). Code couleur et classement identiques a la figure précédente. En dessous, 1'énergie
potentielle en fonction du RMSD du ligand ou de la fraction de contacts natifs. Résultats obtenus
pour le classement apres dynamique moléculaire et pour le reclassement des résultats de MC et
de HEX par la fonction de score. En rouge, ensemble des résultats medium et en gris résultats
incorrects. A coté de chaque symbole rouge est indiqué le rang du modele donné par les experts
de CAPRI.

Dans le cas des résultats de Monte-Carlo, la fonction de score utilisée n’a pas permis un
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meilleur reclassement des modeles. En effet, les modeles médium ont été mélangés avec le reste
des modeles acceptables plutot que d’étre reclassés dans les premiéres positions. Le seul résultat
medium classé dans les premiers n’a pas évolué dans le classement. De méme, le modeéle incorrect
n’a pu étre classé en derniere position.

Ainsi, la fonction de score utilisée a, finalement, montré ses meilleures performances pour le
classement des résultats de docking rigide. Néanmoins, le classement donné apres DMSE reste
trés acceptable et permet de reclasser des résultats de maniere convenable.

2.5.3 Discussion sur les résultats obtenus

La premiere explication de ces bons résultats est quun des deux partenaires (la molécule
d’ARN) était sous forme liée. En effet, nous avons montré en premiere partie qu’il pouvait y
avoir d’importants changements conformationnels pour ce type d’assemblage. Ceci devait étre
le cas pour ce complexe puisque l'interface entre la protéine et la molécule d’ARN a une taille
d’au moins 3000 A2. Or ce genre de mouvements reste encore tres difficile & modéliser (Bonvin),
2006; Lensink et al., 2007; Andrusier et al., 2008]). La modélisation de ce complexe & partir des
deux partenaires non-liés n’a d’ailleurs donné aucun résultat satisfaisant (voir résultats sur la

cible 3@ .

Ces résultats s’expliquent aussi par une analyse exhaustive des informations sur le site de
fixation. Enfin, méme si la dynamique moléculaire est plus colteuse que les simulations de
Monte-Carlo, elle permet une modélisation plus réaliste du systeme par la prise en compte des
molécules d’eau et 'utilisation d’un champ de forces approprié.

La modélisation explicite des molécules d’eau a aussi permis une meilleure représentation
des interactions potentielles au niveau de l'interface entre protéine et acide nucléique. En ef-
fet, nous avons expliqué dans notre premiere partie 'influence de ces molécules pour améliorer
la complémentarité entre protéine et acide nucléique. Ces molécules d’eau peuvent aussi servir
d’écran entre résidus de méme charge ou permettent de ponter des interactions entre résidus trop
éloignés. C’est pourquoi, il était important de modéliser explicitement celles-ci. Cette conclusion
est confirmée par des travaux récents sur le sujet (Samsonov et al.l |2008).

Le choix d’un champ de forces approprié pour modéliser le complexe protéine-ARN fut aussi
un facteur déterminant. En effet, les simulations de dynamique moléculaire d’un assemblage
protéine-acide nucléique sont plus complexes que ’étude des composants séparés (Mackerell et
Nilsson, 2008)). Le champ de forces doit donc étre bien équilibré et il faut faire trés attention a
traiter correctement le solvant et les interactions électrostatiques. Pour cela, nous avons utilisé
le champ de forces CHARMM27. Celui-ci est reconnu pour étre un bon champ de forces pour
I’étude des interactions protéine-acide nucléique comme indiqué par divers travaux (MacKerell
et all 2000; [MacKerell et Banavali, 2000; [Mackerell et Nilsson) 2008)).

20y0ir http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/capri/round15/R15_T33/
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Enfin, la dynamique moléculaire en solvant explicite a permis une diminution du RMSD et
une augmentation des contacts natifs dans la majorité des cas, méme si les gains ne sont pas
importants. Il faut aussi noter que les résultats obtenus avec HEX étaient déja proches de la
structure native et que les temps de simulation furent trés courts. De plus, contrairement a ce
qu'indique Krél et al.| (Krol et al., 2007a)), la dynamique moléculaire en solvant explicite peut
améliorer les modeles proches de la structure du complexe natif (& 3-4 A de RMSD du complexe
cristallin) : la preuve en est notre meilleur modele (n°8 pour HEX et n°3 pour DMSE) avec un
gain de ~1 A pour le RSMD du ligand (passant de 3,35 A pour la solution de HEX a 2,38 A pour
le résultat apres DMSE) et un gain de ~5% de la fraction de contacts natifs (passant de ~50%
de contacts natifs pour la solution de HEX & ~55% pour le résultat apres DMSE). Enfin, ce
modele, avec un pourcentage de contacts natifs de 0,553 et un LRMSD de 1,493 A, était proche
du classement en solution high (nécessitant une fraction de contacts natifs > 0,5 et un L. RMSD
<10 A) Toutes ces données tendent & prouver l'intérét de la DMSE dans ce cas particulier
et plus généralement de l'intérét de modéliser la flexibilité pour raffiner les résultats de docking

rigide : ceci est clairement visible puisque, actuellement, la majorité des programmes de docking
modélise cette flexibilité (voir tableau |1.3]).

Nous attendons maintenant la structure cristallographique du complexe pour pouvoir finali-
ser notre étude. En effet, nous aimerions vérifier si les positions des molécules d’eau potentielle-
ment présentes a l'interface du complexe cristallisé ont été conservées au cours de la dynamique
moléculaire. Nous voulons aussi comparer les pas des trajectoires de la dynamique avec le com-
plexe cristallisé afin de vérifier si une structure plus proche de la structure native a pu étre
échantillonnée.

2.6 Conclusion sur l'utilisation de la dynamique moléculaire en
solvant explicite

Ainsi, nous avons montré, a travers ces quelques exemples, que la dynamique moléculaire en
solvant explicite permettait de raffiner les structures de complexes apres la phase de docking
mais aussi permettait de mettre en évidence les résidus en interaction ou encore de visualiser
les entonnoirs d’énergie. La prise en compte du solvant nous semble tres importante, que cela
soit pour la modélisation du repliement des protéines ou de ’assemblage macromoléculaire. De
nombreuses études confirment cette hypothese (Janin, 1999; |Papoian et al., |2004; Rodier et al.,
2005; Samsonov et al., 2008)). Le programme de docking HADDOCK, prenant en compte les mo-
lécules d’eau dans la phase de I'affinement (Dominguez et al., 2003} van Dijk et Bonvin, 2006),
a obtenu de tres bons résultats sur cette cible et plus généralement sur ’ensemble du challenge
CAPRI (de Vries et al.l 2007)). Des méthodes prenant en compte le solvant dans la phase de
Paffinement se mettent d’ailleurs en place (Qin et Zhou, [2007; Heifetz et al., 2007).

De plus, la modélisation des molécules d’eau était particulierement bien adaptée a nos sys-
teémes (complexe erbin PDZ/Smad3 MH2 ou complexe protéine/ ARN) car ’assemblage de ceux-
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ci semble étre guidé par les forces électrostatiques. Or, les molécules d’eau peuvent, dans ce cas,
servir de relai pour les interactions longues distantes entre résidus polaires ou chargés (Hilde-
brandt et all 2007; Mackerell et Nilsson, 2008)).

Le calcul de simulations de dynamiques moléculaires en solvant explicite reste encore une
méthode tres couteuse. En effet, I'ajout du solvant augmente considérablement le nombre de par-
ticules du systeéme : pour exemple, le complexe protéine/ARN ne compte que ~ 3500 atomes;
I’ajout des molécules d’eau et des contre-ions fait passer le systeme a ~ 94500 atomes. De ce fait,
80 & 90% du temps de calcul est dédié aux interactions entre les molécules constituant le solvant.

Néanmoins, nous avons maintenant acces a de plus en plus de puissance via les clusters de
PC, grilles de calculs ou plus récemment les nouvelles utilisations des cartes graphiques. Des
travaux sont d’ailleurs entrepris pour utiliser la pleine puissance des processeurs graphiques
(Graphic Processor Unit ou GPU) et permettent déja de réduire considérablement le temps de
calculs (Stone et all [2007). Ceci nous permet de lancer des simulations plus poussées dans un
laps de temps raisonnable ce qui n’aurait pu étre le cas sur une seule machine (méme tres puis-
sante). Les simulations de DMSE sur de gros systémes seront bientot calculables en temps réel
ouvrant la voie a la dynamique moléculaire interactive (Grayson et al., 2003)).

Mais, si 'on arrive a modéliser la flexibilité des systémes et a interagir avec ceux-ci en
temps réel, les déformations de surfaces moléculaires restent encore tres difficiles a visualiser de
maniere interactive. Nous allons voir, dans la partie suivante, comment ’emploie des GPU et de
la méthode de lancer de rayons permet d’accélérer ce rendu de surface.
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Chapitre 3

MetaMol : nouvelle approche pour la
visualisation moléculaire interactive
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Comme nous 'avons vu dans les parties précédentes, les données issues de la littérature
aident particulierement a la construction d’un modele de complexe. Il reste néanmoins encore
tres difficile d’inclure correctement ces données pour contraindre la recherche d’assemblages. Les
solutions employées au cours des travaux présentés dans ce manuscrit restent treés sommaires.
En effet, nous avons sélectionné visuellement les assemblages les plus intéressants en fonction
des connaissances que nous avions de l'interaction. Ce systéme a pourtant bien fonctionné sur
les cas présentés précédemment (le complexe Erbin/Smad3 et la cible 34 du challenge CAPRI).
Nous avons méme montré que nous pouvions nous passer de programmes de docking dans le
cas du complexe Erbin/Smad3 et quune étude a posteriori en utilisant divers serveurs nous
permettait d’obtenir un modele de complexe équivalent a celui créé “a la main”.
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Il est bien siir impensable de se passer compléetement des programmes de docking mais il
serait intéressant d’ajouter une étape supplémentaire pour valider de visu les modeles obtenus
et, & la maniere de 'artisan finalisant son oeuvre, le bioinformaticien structural pourrait raffiner
interactivement les partenaires constituant le complexe. Ainsi, il manipulerait une boucle flexible
ou bougerait des chaines latérales a l'interface, tout ceci dans le but de régler les derniers détails
du complexe et d’adapter celui-ci a la vision qu’il se fait de I’assemblage (apres avoir synthétisé
les données bibliographiques sur le sujet). Bien stir, 'homme reste limité par sa capacité a trai-
ter un nombre d’actions (de calculs) trés réduit par seconde, & l'inverse de l'ordinateur. C’est
pourquoi, cette étape de raffinage manuel ne peut venir qu’au terme d’un processus permettant
d’éliminer la majorité des complexes pour ne garder que les plus prometteurs.

Cette idée de manipulation interactive a déja été développée dans différents travaux présentés
ci-dessous.

3.1 Visualisation et interactivité au service de la bioinforma-
tique structurale

3.1.1 TUne bréve histoire de la visualisation moléculaire

En quelques dizaines d’années la visualisation moléculaire a considérablement évolué. Les
premieres représentations de modeles moléculaires, a la fin des années 50, se rapprochaient plus
du jeu de “mécano” géant que de la visualisation moléculaire (voir figure . L’un des plus
ancien modele moléculaire, celui de la myoglobine (Kendrew et al., [1958) réalisé par Sir John
Kendrew, était constitué d’un grand nombre de tubes, de fils de fer et de spheres E}

A la fin des années 60, la premiere tentative de visualisation électronique de modele molé-
culaire utilisait un oscilloscope controlé par ordinateur pour visualiser I'image de la structure
d’une protéine (Levinthal, [1966)). Il était possible de faire apparaitre ou disparaitre les chaines
latérales ou de mettre la molécule en rotation2

Une fois que Levinthal et ses collegues eurent démontré 1'utilité de la visualisation électro-
nique, d’autres groupes de recherche essayerent de développer leurs propres systemes de visua-
lisation. Au milieu des années 70, une premiere société spécialisée dans le matériel informatique
scientifique dédié a la visualisation fut créée : Techtronics. Puis sont venues d’autres socié-
tés proposant du matériel plus performant comme Evans & Sutherland ou Megatek. Milieu des
années 80, 'entreprise Silicon Graphics fut créée et devint tres rapidement le leader du domaine.

Cette suprématie a perduré jusqu’a la fin des années 90 ou les PC, ou Personal Computer,
ont fait leur apparition. Ceux-ci ont rapidement comblé le retard avec les puissantes stations de

*'yne image de ce modele est visible & ’adresse : http://en.wikipedia.org/wiki/John_Kendrew

22une photographie du systéme est visible & I’adresse : http://www.umass.edu/molvis/francoeur/levinthal/
lev-index.html et des vidéos sont disponibles sur le site : http://www.umass.edu/molvis/francoeur/
movgallery/moviegallery.html
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F1G. 3.1 — James Watson et Francis Crick posant devant leur modele de molécule d’ADN.

travail développées par 'entreprise Silicon Graphics grace, en particulier, aux développements
de nouveaux matériels de calcul et de visualisation dédiés au jeu vidéo.

Enfin, méme si ces dernieres années la visualisation sur ordinateur a remplacé les modeles
physiques (constitués de pieces en plastique ou en fer) dans le domaine de la recherche, ceux-
ci restent largement utilisés dans l’enseignement. Par exemple, les olympiades de modélisation
moléculaireEl proposent aux étudiants participants de recréer la structure de protéines a partir
de matériaux déformableg”] Récemment, ont assemblé un modele physique, obtenu

avec une imprimante 3D, avec son partenaire visualisé sur I’écran de l'ordinateur grace a la

technique de réalité augmentée (Gillet et al., 2005). Ainsi, les avancées technologiques permettent

maintenant de combiner réel et virtuel dans le but de rendre la visualisation moléculaire la plus
conviviale possible.

3.1.2 Visualisation : de la molécule a la cellule

Il est possible de visualiser les molécules par diverses représentations. On peut citer, par
exemple, la représentation des atomes par des spheéres et les liaisons entre ceux-ci par des cy-
lindres connue sous le terme Ball and Stick, la représentation des structures secondaires ou encore
la visualisation de la surface moléculaire (Goodsell, 2005; (Goddard et Ferrin, 2007). Ces types de
représentation sont, en général, bien adaptées pour visualiser une partie ou la totalité d’une pro-

Zhttp://education.pdb.org/olympiad/index.html
%http://www.3dmoleculardesigns . com/news2.php#aminoacid
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téine mais se révelent peu appropriés pour la visualisation de grands assemblages moléculaires.
Il faut alors faire appel a des représentations simplifiées grace a des méthodes approximant la
forme des sous-unités comme présenté figure (Goddard et al.l 2005).

Afin d’améliorer I’aspect des images de synthése , une technique possible consiste a calculer
une grandeur en chaque pixel, qui correspond a 'occlusion de 1’éclairage “ambiant” (Kontkanen
et Lainel [2005). Intuitivement, en supposant que la lumiére provient uniformément de toutes les
directions (éclairage “ambiant”), ceci revient & calculer en chaque point la quantité de lumiere
effectivement regue par le point, a savoir la proportion de directions n’intersectant pas l’'objet.
Ceci permet de renforcer les reliefs de I'objet en rendant plus sombres les zones situées au fond
des cavités. Récemment, cette technique a été implémentée dans le programme QuteMol (Tarini

et al., [2006) (voir figure ).

Une autre technique permettant de mieux appréhender les formes tridimensionnelles des
objets est I'ajout des contours plus marqués lorsqu’une différence de profondeur apparait dans
I'image (Deussen et Strothottel, |2000)). Ceci permet de faire une différence entre les parties située
a l'avant de la scene de celles placées en arriere plan. Cette technique, en combinaison avec
I’aplat de couleur, est employée par David S. Goodsell pour ses articles web mensuels : Molecule
of the M onthF_Bl Cette représentation couplée a une vue métaphorique des machineries cellulaires
permet de révéler I'intérieur des cellules dans toute leur complexité ( voir figure et |Goodsell
(2005)).

Pour plus d’informations sur la visualisation moléculaire, le lecteur peut consulter la section
7 du livre Structural bioinformatics(Bourne et Weissig, [2003)) ou la publication |(Goddard et Fer-
rin (2007) ainsi que le site : Molecular Surfaces : A Rem’ew@

3.1.3 Mise en place d’outils interactifs

Nous avons montré, dans le chapitre précédent, 'utilité des simulations de dynamique mo-
léculaire. Comme nous l'avons fait remarquer précédemment, un probleme de la dynamique
moléculaire est son échantillonnage sur une fenétre de temps assez courte (de 'ordre de quelques
nano-secondes). Or, certains mécanismes biologiques requiérent un laps de temps plus long. Pour
répondre a cette problématique, de nouvelles techniques ont été mises en place comme la steered
molecular dynamic. Cette méthode consiste a guider les simulations de dynamique moléculaire
en accélérant artificiellement le processus biologique, ceci par I'ajout de forces extérieures (Is-
ralewitz et al., [2001a). Elle permet également d’étudier les forces mises en jeu, par exemple,
lors du décrochage d’un ligand de son site actif ou lors de la déstructuration d’une protéine
(Isralewitz et al. [2001b). Dernierement, la steered molecular dynamic a été utilisée pour raffiner

Zhttp://www.rcsb.org/pdb/static.do?p=education_discussion/molecule_of_the_month/alphabetical_
list.html
“°http://www.netsci.org/Science/Compchem/featurel4.html
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FiG. 3.2 — A- Surface basse résolution, pour représenter la capside d’un virus, implémentée dans
le logiciel UCSF Chimera (Goddard et al.,[2005)). B- Ambient Occlusion, pour visualiser la forme
de la protéine GroEL, intégré au programme QuteMol (Tarini et al., 2006). C- Représentation

d’une coupe de la la bactérie E. Coli avec aplat de couleurs et mise en évidence des contours

(Goodselll [2005)). Figure modifiée de|Goddard et Ferrin (2007)

les solutions de docking (Heifetz et al., 2007)).

Les chercheurs peuvent également agir directement sur la dynamique grace a des simulations
d’interactive molecular dynamic (IMD). Dans ce cas, les forces extérieures sont ajustées de fa-
gon continue par l'utilisateur qui guide la dynamique grace a un bras a retour de force (voir
figure |3.3)). Cette méthode, employée pour modéliser le passage d’une petite molécule a travers
un canal membranaire, permet un gain de temps important en comparaison d’une dynamique

moléculaire sans contraintes (Grayson et al., [2003]).

Une étape supplémentaire a été franchie avec le programme SAMSON réalisé par ’équipe
de Stéphane Redorﬂ Cette équipe a développé une nouvelle méthode, adaptative torsion-angle
quasi-statics, permettant de déterminer les zones de flexibilité de la molécule de maniére automa-
tique. Cette approche permet de limiter les calculs a certaines zones subissant des changements
conformationnels tandis que les régions éloignées sont considérées comme rigides (Rossi et al.
. Ceci permet de lancer des dynamiques interactives sur le processeur d’un seul ordinateur
alors qu’il aurait fallu une puissance de calcul bien plus importante dans le cas d’une dynamique
interactive classique. Cette méthode utilise, pour I'instant, les champs de forces CHARMM19 et
CHARMM?22.

Ces dernieéres années, la modélisation, et en particulier la visualisation, moléculaire a profité
des avancées technologiques faites par 'industrie du jeu vidéo comme la puissance toujours ac-
crue des cartes graphiques. Elle en reprend désormais les codes : en effet, le programme Fold zﬂ
développé par 1’équipe de David Baker, laisse le soin aux joueurs du monde entier de trouver

*Thttp://nano-d.inrialpes.fr/?page_id=21
http: //www.fold.it/
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FiG. 3.3 — Démonstration d’IMD dans le reality center du LORIA. Photo issue du rapport 2006
du CRVHP :http://crvhp.loria.fr/pages/

la structure de plus basse énergie de plusieurs protéines (les résultats de CASP8 montrent le
succes de cette méthode{g_g]). Les “scores” et les structures associées de chaque joueur sont ensuite
stockés dans une base de données pouvant étre ensuite réutilisées pour entrainer les programmes

de repliements.

Ainsi, de nouveaux outils se développent pour rendre la biologie moléculaire structurale
plus conviviale. Néanmoins, il reste encore une étape supplémentaire a réaliser pour que ceux-ci
puissent vraiment servir dans le domaine du docking macromoléculaire : la visualisation des
déformations de la surface moléculaire en temps réel.

3.2 Metamol : visualisation haute-qualité de la surface molécu-
laire

La création du programme MetaMol a été réalisée grace a une collaboration entre les équipes
Orpailleur et ALICE du LORIA et plus particulierement avec Bruno Levy, Directeur de Re-
cherche INRIA et responsable scientifique de ’équipe ALICE. Ce travail a fait 1’'objet d’une
publication dans le journal : “Journal of Molecular Graphics and Modelling” (voir annexe E).
MetaMol est un programme permettant de générer des images de haute qualité en temps réel.
A Tinverse des programmes précédents approximant la surface moléculaire par des triangles ou
une grille, MetaMol utilise et visualise I’équation de celle-ci. Ceci est rendu possible grace a un
algorithme de lancer de rayons et aux potentialités des nouvelles cartes graphiques. Cette nou-
velle méthode permet d’avoir une qualité de rendu graphique et des performances supérieures a

http ://fold.it/portal /node/729520
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celles des techniques employées jusqu’a présent.

3.2.1 Définition des différents types de surfaces moléculaires

Visualiser la surface des molécules est tres important pour comprendre leur fonctionnement
ainsi que leurs interactions. Il existe plusieurs types de surfaces moléculaires définis ci-dessous
(voir figure |3.4)) :

Surface de
Van der Waals (VdW)

Surface accessible Skin Surface moléculaire
au solvant (SAS)  eeemmeeeel

Partie de VdW + Surface réentrante = Surface Exclue au Solvant (SES)
ou Surface Moléculaire

Fi1a. 3.4 — Représentation des différents types de surfaces moléculaires en deux dimensions.

— La premiere surface définie fut la surface de Van der Waals (VAW). 1l s’agit de 'union
des spheres atomiques. Ce type de surface donne une bonne approximation de la surface
moléculaire pour les petites molécules mais devient rapidement trop complexe pour repré-

senter de grosses molécules & cause d’un grand nombre d’interstices (Chapman et Connolly),
2001).

— Pour décrire la surface des macromolécules et leurs interactions potentielles avec les mo-
lécules d’eau, Lee et Richards| définirent la surface accessible au solvant ou SAS (Lee et|

Richards, 1971)). Elle est définie comme la trajectoire du centre d’une sphere (probe sphere)
lorsque celle-ci roule sur la surface de Van der Waals. Cette sphere peut représenter une

molécule d’eau, c’est pourquoi le rayon de celle-ci est le plus souvent égal a 1,4 A (rayon
de la molécule d’eau).

— Quelques années plus tard, Richards définit une surface moléculaire plus lisse (Richards
1977)). Cette surface est constituée de deux parties : la surface de Van des Waals directement
en contact avec la probe sphere et la surface “réentrante”. Cette derniere est constituée par
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la surface de la probe sphere lorsque celle-ci roule entre deux atomes. Malheureusement,
cette nouvelle surface, définie par Richards, souffrait d’auto-intersections. C’est pourquoi
Greer et Bush|définirent la surface exclue au solvant ou SES (Greer et Bush, [1978). Michael
L. Connolly développa une méthode permettant de calculer analytiquement cette surface,
plus connue sous le terme de surface moléculaire (Connolly| 1983]).

— Plus récemment, dans le contexte plus général de la géométrie algorithmique, Herbert
Edelsbrunner a défini une surface adoucie : la Skin Surface (Edelsbrunner, 1999)). Cette
surface - que nous définirons dans la section suivante - peut étre calculée a partir de spheres,
c’est pourquoi on peut 'utiliser pour représenter la surface moléculaire (en utilisant les
spheres de Van der Waals). Elle est alors appelée “Skin Surface Moléculaire” (ou Molecular
Skin Surface). Cette surface est proche de la surface moléculaire tout en possédant des
propriétés plus intéressantes que cette derniere comme nous l'expliquerons ultérieurement.

De nombreux travaux, a commencer par I’algorithme fondateur de Connolly (Connolly, |1985)),

ont été dédiés a ’amélioration des méthodes de calcul et de représentation de la surface molécu-
laire. En 1994, \Varshney et al.| développerent un programme facilement parallélisable (Varshney
et al., 1994). Quelques années plus tard, M. Sanner détermina une méthode basée sur les “surfaces
réduites” (Sanner et al., [1996) pour visualiser de gros assemblages (des molécules d’une taille
allant jusqu’a 10000 atomes). Plus récemment, Can et al|proposerent un algorithme utilisant
les méthodes de Level-Set pour générer une surface moléculaire (Can et al., 2006|) et Bates et al.
définirent une surface moléculaire minimale (Bates et al., [2007). Ces deux dernieres méthodes
utilisent une grille et la technique de Marching Front pour représenter la surface moléculaire et
les cavités de la molécule.
Toutes ces méthodes sont tres efficaces mais souffrent d’un probleme de précision : pour les
algorithmes de Varshney et Sanner, la surface moléculaire est triangulée tandis que pour les
algorithmes de Can et Bates, la surface est représentée comme 'union de cubes (sur une grille),
d’oui l'existence d’un niveau de zoom ou les triangles (ou les cubes) apparaissent.

Quelques travaux représentent la Skin Surface en la triangulant (Kruithof et Vegter] [2004;
Cheng et Shi, 2004, 2005)). Cette méthode a deux inconvénients :

1. Il est nécessaire de s’assurer que la topologie de la surface est bien préservée, ce qui rend
I'algorithme compliqué et lent.

2. 1l existe, la encore, un niveau de zoom ou les triangles générés provoquent des artefacts

(voir figure [3.16B).

Pour dépasser ces problemes de précision, nous proposons l'utilisation de la technique de
lancer de rayons calculée sur processeurs graphiques (GPU). Cette méthode utilise directement
I’équation de la Skin Surface afin d’obtenir des images d’une précision de 'ordre du pixel.
La méthode de lancer de rayons sur GPU a déja été utilisée pour représenter des modeles
moléculaires simples comme la représentation “CPK” ou “Balls and Sticks” (Toledo et Levy,
2004; Sigg et al., [2006). Le travail présenté dans cette these traite un cas bien plus complexe :
la représentation de la Skin Surface Moléculaire.
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3.2.2 Comparaison de la Skin Surface Moléculaire et la Surface Moléculaire

Nous aurions pu développer un programme de visualisation de la Surface Moléculaire. Nous
avons plutot pris le parti de développer un programme de visualisation de la Skin Surface Mo-
léculaire. Nous expliquons, dans cette section, quelles en sont les raisons.

Ces deux types de surfaces sont définies par morceaux (voir figure ) Chacune peut
étre modélisée comme 1'union de différentes formes définies par une équation simple. La Surface
Moléculaire est définie par 3 types de morceaux : des morceaux de spheres ou de tores joints
par des arcs circulaires (Connolly, [1983). De méme, la Skin Surface Moléculaire peut étre aussi
définie par 3 types de régions : des bouts de spheres, d’hyperboloides de révolution a une nappe

ou & deux nappes (voir figure [3.8).

Il est possible d’obtenir, dans ces deux cas, une surface ayant plus ou moins de détails, ceci
en faisant varier un facteur. Il s’agit du rayon de la probe sphere pour la Surface Moléculaire
et du facteur de réduction (ou shrink factor - que nous détaillerons par la suite) pour la Skin
Surface Moléculaire.

Par contre, la maniere de construire chaque surface differe totalement. La Surface Moléculaire
se construit en utilisant la probe sphere pour définir les morceaux (Connolly, |1983) tandis que
les morceaux de la Skin Surface Moléculaire sont définis & partir d’une sous-structure (le Mized
Complez) composée par le diagramme de Voronof et la tétraédrisation de Delaunay de la molécule
(Edelsbrunner;, [1999)).

De plus, la Skin Surface Moléculaire possede des propriétés plus intéressantes que celles de
la Surface Moléculaire (Edelsbrunner, [1999). D’un point de vue géométrique, la Skin Surface
est une surface C1 : elle est continue et sa dérivée premiere 'est aussi. Ceci est clairement un
avantage en comparaison de la Surface Moléculaire (voir figure 3.5B) qui possede de nombreuses
singularités (comme des zones d’interpénétrations) et n’est donc pas une surface continue (Sanner
et al., 1996; Vorobjev et Hermans|, (1997} |Geng et al., [2007; |Bates et al., [2007). Ces singularités
ne permettent pas un calcul rapide de propriétés comme le potentiel électrostatique (en résolvant
I’équation de Poisson-Boltzmann) ou le calcul d’effets de solvatation implicites (Zauhar} [1995;
Vorobjev et Hermans| |1997; |Bates et al., 2007). Les propriétés de la Skin Surface évoquées
précédemment font, potentiellement, de celle-ci une surface plus adaptée a de tels calculs. Les
calculs de potentiels électrostatiques sur ce type de surface n’ont cependant pas encore été réalisés
et une étude approfondie sera nécessaire pour valider cette hypothese.

La Skin Surface Moléculaire permet aussi de générer simplement une Surface Accessible au
Solvant lissée : il suffit d’ajouter le rayon de la probe sphere au rayon de Van der Waals de chaque
atome.

Une autre propriété tres intéressante de la Skin Surface est la possibilité de déformer celle-ci
et de calculer relativement facilement ces déformations (Edelsbrunner} 1995| 1999; Cheng et al.,
2001)).

Enfin, d’un point de vue calculatoire, la Skin Surface est définie uniquement par des équations
de degré-2 (équation d’une sphere ou d’hyperboloides de révolution a une ou deux nappes) tandis
que la Surface Moléculaire est définie par des équations de degré 2 (équation de la sphere) mais
aussi par des équations de degré 4 (équation du tore). De ce fait, les calculs de la Skin Surface

131



Chapitre 8. MetaMol : nouvelle approche pour la visualisation moléculaire interactive

Surface Moléculaire (Connolly) Skin Surface Moléculaire (MetaMol)

F1G. 3.5 — A- Visualisation des différents morceaux constituant la Surface Moléculaire et la Skin
Surface Moléculaire (molécule de crambine). B- Comparaison de la Skin Surface Moléculaire (en
haut) obtenue avec MetaMol et de la Surface Moléculaire (en bas) obtenue avec le programme
MSMS (inclus dans le programme VMD (Humphrey et all [1996)). S représente le Shrink Factor
et 7, le rayon de la probe sphere.

Moléculaire peuvent étre plus rapides que ceux de la Surface Moléculaire.

Ainsi, la Skin Surface Moléculaire est potentiellement une surface tres intéressante sur bien
des points et pourrait, dans les prochaines années, étre appelée a jouer un réle aussi (voire plus)
important que la Surface Moléculaire. Néanmoins, avant cela, une étude approfondie comparant

clairement les deux surfaces est nécessaire.
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3.2.3 Définition et construction de la Skin Surface Moléculaire

Dans cette partie, nous allons brievement présenter la Skin Surface Moléculaire et la mé-
thodologie pour construire celle-ci. Il est possible de se référer a la publication d’Herbert Edels-
brunner (Edelsbrunner; [1999) pour l'introduction originelle de cette surface ou a
(2004)); [Kruithof et Vegter| (2004} [2007) pour une explication plus détaillée de celle-ci.

Définition : La Skin Surface est définie par plusieurs parametres :

— un ensemble de points pondérés (P)
P= {piz (zi,w;) dans R® xR | i = 1,...,n}
ou p; est un point pondéré avec z; ses coordonnées cartésiennes et w; son poids.
— un facteur de réduction (ou shrink factor) s, avec 0 < s < 1.
La Skin Surface skn®(P) délimite le Corps bdy®(P) de 'ensemble de points pondérés P :
skn®(P) = 0bdy®(P)

ou bdy®(P) est défini comme une famille infinie de sphéres réduites générée a partir de I’ensemble
fini de points pondérés (P) (voir figure [3.6| et la section 4 de Edelsbrunner| (1999) pour plus de
détails sur le Corps). 0 dénote la frontiere reliant ’ensemble des spheres.

Fia. 3.6 — La Skin Surface de deux points pondérés en 2D. Les points pondérés sont représentés
par des pointillés rouges. Le Corps (bdy®) est représenté par un sous-ensemble fini de disques
verts et la Skin Surface par une courbe noire reliant chaque disque.

Comme nous pouvons le voir figure la Skin Surface n’enveloppe pas les points pondérés.
Ceci est dii a la définition méme du poids et a I'utilisation du facteur de réduction dans I’équation

de chaque morceau (comme nous le verrons dans la partie suivante).
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En fait, il faut voir chaque point pondéré p(z, w) comme une sphére de centre de coordonnées
z € R3 et de rayon /w avec w € R. Il faut donc redéfinir le poids pour que la Skin Surface
puisse envelopper les spheres de Van der Waals (Kruithof et Vegter, [2004) :

wy = <1> X 12 0 (3.1)

S

ou s est le facteur de réduction. Ce facteur de réduction se trouve en dénominateur ; il faut
donc limiter le domaine d’existence de celui-ci par rapport a la définition générale de la Skin
Surface : 0 < s < 1. 1y, est le rayon de Van der Waals de chaque atome.

Le programme MetaMol peut donc prendre en entrée une liste de points pondérés ou un
fichier PDB (Berman et al., 2000). Dans ce dernier cas, les rayons des atomes sont convertis en
poids en utilisant ’équation (3.1)).

Construction de la Skin Surface : Comme nous 'avons expliqué précédemment, la Skin
Surface est une surface définie par morceaux. Ces morceaux sont obtenus a partir d’une structure
appelée le Mized Complex. Ce Mixed Complez, associé & un facteur de réduction s, peut étre
considéré comme une structure intermédiaire entre la tétraédrisation de Delaunay pondérée et
son dual le diagramme de Voronoi pondéré.

La tétraédrisation de Delaunay pondérée permet de relier différents points pondérés afin
de former une structure en tétraedres (voir [Edelsbrunner et Shahl (1992) pour une définition
plus précise). Le diagramme de Voronoi pondéré est la structure duale de la tétraédrisation
de Delaunay pondérée : chaque noeud du diagramme de Voronoi est le centre de la sphere
circonscrite & chaque tétraedre (voir figure ) Chaque cellule du Mized Complex peut étre
vue comme une structure “mixée” des cellules de Voronoi et de Delaunay qui lui sont associées
(voir figure ) Ce type de cellule s’obtient en faisant la somme de Minkowski des cellules de
Delaunay et de Voronoi.

wWx =s-vx @ (1—s) dx (3.2)

ou X est un sous-ensemble fini de spheres et u°x représente une cellule “mixée”, vx une
cellule de Voronoi et dx une cellule de Delaunay. Le symbole [ - | dénote la multiplication par
un scalaire et [ @ | la somme de Minkowski. Pour une cellule du Mized Complex donnée, la
Skin Surface Moléculaire est completement déterminée par, au plus, quatre points pondérés du
sous-ensemble X.

Si s tend vers 0, la cellule mixée tend vers la cellule de Delaunay. Lorsque 'on augmente le
facteur de réduction, cette cellule se déforme jusqu’a une cellule du diagramme de Voronoi (voir

figure 3.7A).

En trois dimensions, le Mized Complex est divisé en 4 parties différentes (voir figure |3.8]),
chaque partie est obtenue en mixant une cellule de la tétraédrisation de Delaunay avec sa cellule
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A

o Triangulation de Delaunay (s=0)

s

d Complex (0 <s < 1)

Diagramme de Voronoi (s=1)

FiG. 3.7 — A- Création, en deux dimensions, d’une cellule du Mized Complex a partir des cellules
de Voronoi et de Delaunay associées : le sommet de la triangulation de Delaunay est relié aux
noeuds duaux du diagramme de Voronoi. La cellule du Mized Complex est obtenue en faisant
varier un plan , le plan du Mized Complex, entre les plans de Voronoi et de Delaunay. B- Vue de
dessus du résultat : en rouge, la cellule de Voronoi réduite résultant du mix entre une celulle de
Voronoi et un sommet de Delaunay. En orange, les triangle réduits résultant du miz entre des
triangles de Delaunay et des noeuds du diagramme de Voronoi.

duale du diagramme de Voronof :

— D’abord, les cellules de Voronoi réduites sont obtenues en mixant un sommet de la tétraé-
drisation de Delaunay avec une cellule du diagramme de Voronoi.

— Ensuite, les patchs H1 sont obtenus en mixant une aréte d’un tétraedre de Delaunay avec
une face d’une cellule de Voronoi.

Puis, les patchs H2 sont créés a partir d’'une face d’un tétraedre avec une aréte d’une cellule
de Voronoi.

Enfin, les tétraedres réduits sont obtenus a partir d’'une cellule de Delaunay et d’un noeud
du diagramme de Voronof.

A chaque morceau du Mized Complex est associée une surface quadratique dont 1’équation
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Eléments de la Eléments du diagramme Cellules du Suifaces
Tétraédrisation de Voronoi Mixed Complex
A =
A < >

Sommet d'un ‘\ E L) \

tétraédre N X - i
£2, Cellule de Voronoi

Celluie de réduite
Voronoi : /
/o \, Sphére
Noeud d'une cellule

tétraédre

/ O k = 1 >
Aréte d'un

tétraddre Face d'une cellule

x
]
w

hyperboloide a
une nappe

4
AN

F?ce p‘un hyperboloide a
tétraedre deux nappes
@ Noeud du diagramme de Voronoi
@ Sommet de la tétraédrisation de Delaunay
{1 Focus

/ k=2 5

Aréte d'une cellule patche H2

Fic. 3.8 — En mixant les éléments de la tétraédrisation de Delaunay et du diagramme de
Voronoi, il est possible d’obtenir de nouvelles cellules : les cellules du Mized Complex. Chaque
type de cellule peut couper un morceau de surface, soit de sphere soit d’hyperboloides a une ou

deux nappes.

générale est :

k 3
_ 1 2 1 2 2 _
Sx(@)=—g=5 D i+ D @l -R =0 (3.3)
=1 i=k+1

avec ¥ = (x1,T2,73), k est un entier définissant le type de cellule (k € [0, 3])et R? le rayon de la
surface coupée.

Le rayon R? se définit comme le produit de puissance entre un sommet de la tétraédrisation
de Delaunay (p(z,w)) et le foyer (focus), f(X), associé a chaque cellule :

R =w— ||z = f(X)I]

ou ||z — f(X)|] est la distance euclidienne entre z et f(X). Ce rayon peut prendre des valeurs

positives, négatives ou nulles suivant les valeurs de la distance euclidienne.

Ainsi, & chaque type de cellule mixée sont associés une équation de surface, un type (k) et

un foyer (voir figure [3.8).
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Posons, t; = —ﬁ et ty = %

La cellule de Voronoi réduite est une cellule de type 0 dont le foyer se définit comme le
sommet de la tétraédrisation de Delaunay associé a celle-ci (voir figure 3.8]). L’équation générale

de la surface (3.3)) devient alors :

R2
T3+ o+ a2l = — (3.4)

t2
Par définition, pour une cellule de type 0, R? est toujours supérieur ou égal a 0. L’équation

obtenue est donc ’équation d’une sphere. Cette sphere est centrée sur le sommet de Delaunay
associé a cette cellule de Voronoi réduite (voir figure [3.8)).

Le patch H1 est une cellule de type 1 dont le foyer se définit comme le point d’intersection
entre la face de la cellule de Voronoi et 'aréte du tétraedre de Delaunay “mixés” (voir figure 3.8)).
L’équation de la surface associée a cette cellule est alors :

tllL‘% + th‘% + tgl'g = R2 (3.5)

R?, pour cette cellule, peut prendre des valeurs positives, négatives ou nulles. L’équation obtenue
peut donc étre celle d’un hyperboloide & une nappe ou a deux nappes suivant les valeurs de R2.
Cet hyperboloide a pour axe de rotation I'aréte du tétraédre de Delaunay mixée pour obtenir ce

patch (voir figure [3.8)).

Le patch H2 est une cellule de type 2 dont le foyer se définit comme le point d’intersection
entre 'aréte de la cellule de Voronoi et la face du tétraedre de Delaunay “mixés” (voir figure [3.8)).
L’équation de la surface associée a cette cellule est alors :

tlfL‘% + tll‘% + tgl% = R2 (3.6)

R?, pour cette cellule, peut prendre des valeurs positives, négatives ou nulles. L’équation obtenue
peut donc étre celle d'un hyperboloide & une nappe ou a deux nappes suivant les valeurs de R2.
Cet hyperboloide a pour axe de rotation I’aréte de la cellule de Voronoi mixée pour obtenir ce

patch (voir figure [3.8)).

Enfin, le tétraedre réduit est une cellule de type 3 dont le foyer se définit comme le noeud
du diagramme de Voronol associé a celle-ci (voir figure |3.8). L’équation de la surface est alors :

R2
2?4l ok = o (3.7)
1
Par définition, pour une cellule de type 3, R? est toujours inférieur ou égal & 0. L’équation

obtenue est donc ’équation d’une spheére. Cette sphere est centrée sur le noeud du diagramme
de Voronoi associé a ce tétraedre réduit (voir figure [3.8)).

Ainsi, nous avons défini les différents morceaux du Mized Complez et les équations associées
a ceux-ci. Nous allons maintenant décrire les algorithmes permettant de visualiser la Skin Surface
Moléculaire.
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Fi1G. 3.9 — A- Visualisation de la molécule de fulleréne Cgy. A gauche, représentation de 'enve-
loppe du Mized Complex ; au centre superposition du Mized Complex et de la surface obtenue
par lancer de rayons. A droite, la Skin Surface Moléculaire obtenue apres lancer de rayons. B-
Pipeline général de I’algorithme.

3.2.4 Visualisation de la Skin Surface Moléculaire

A la différence des programmes existants, qui n’utilisent en général que le processeur de
Pordinateur (Central Processor Unit ou CPU) pour calculer la surface, notre approche divise les
calculs (voir figure [3.9| pour une vue d’ensemble) :

— Le Mized Complex est calculé sur le processeur de l'ordinateur (CPU). Le Mixzed Complex
est indépendant du point de vue, il n’est donc calculé qu'une seule fois lors du chargement des
données.

— La technique de lancer de rayons est mise en oeuvre sur les processeurs de la carte graphique
(Graphic Processor Unit ou GPU) pour visualiser la Skin Surface Moléculaire.

Calculs sur CPU : Nous allons, dans cette partie, décrire 'algorithme permettant d’obtenir le
Mized Complex et les équations associées a chaque morceau du Mized Complez. 11 faut souligner
que les équations présentées précédemment ne sont valables que dans le cas général ou chaque
élément de surface (sphere ou hyperboloides) est centré a l'origine : O(0,0,0) et orienté suivant

I'axe Ox3 (dans le cas des hyperboloides). De plus, dans le cas général, les cellules de Voronoi
périphériques sont des cellules infinies, i.e. elles ne sont pas closes (voir ﬁgure. Or l'utilisation
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de la technique de lancer de rayons impose de clore ces cellules (voir dessin de ’enveloppe du
Mized Complex figure |3.9). Il faut donc, dans un premier temps, fermer ces cellules.

Tous les calculs réalisés sur CPU ont été faits & I’aide de la librairie mathématique CGATPY

Dans un premier temps, il est nécessaire de créer une tétraédrisation de Delaunay pondérée a
partir d’une liste de points pondérés. La création de cette tétraédrisation de Delaunay pondérée
se fait grace a la classe Regular_triangulation_3 de CGAL. De plus, chaque point ajouté durant
cette phase sera marqué comme étant un atome.

Une fois la tétraédrisation obtenue, il faut clore les cellules de Voronoi infinies.

Fermeture des cellules de Voronoi infinies : Pour fermer les cellules de Voronoi infi-
nies, nous avons développer notre propre méthodologie : nous n’avons pas travaillé sur le dia-
gramme de Voronoi directement mais sur son dual, la tétraédrisation de Delaunay. En effet, clore
les cellules de Voronoi revient a créer des cellules de Delaunay supplémentaires (i.e. a clore des
cellules de Delaunay infinies). Il faut donc ajouter des points a la tétraédrisation de Delaunay. De
plus, il nécessaire d’imposer certaines contraintes a ces cellules pour pouvoir ensuite appliquer
la technique de lancer de rayons.

La premiere contrainte est d’obtenir une cellule convexe. Cette contrainte est, par définition,
remplie par la cellule de Voronoi réduite. La deuxieme contrainte est que cette cellule soit
suffisamment grande pour envelopper ’atome a 'intérieur. Si cette contrainte n’est pas remplie,
des problemes de fenétrage (clipping) peuvent apparaitre lors de la visualisation de la surface.

Il faut donc, en fait, calculer la position potentielle du centre de la sphere circonscrite a la
cellule de Delaunay infinie pour que celui-ci remplisse les contraintes, puis, & partir de ce point,
calculer le point a ajouter a la tétraédrisation de Delaunay pour clore la cellule de Delaunay
infinie. Le protocole utilisé pour créer un point est présenté figure [3.10 :

1. On cherche une cellule de Delaunay infinie. Une cellule de Delaunay est considérée comme
infinie si elle ne possede que 3 points (au lieu de 4). Lorsque I'on trouve une cellule infinie,
on récupere la face finie de celle-ci (i.e. la face commune avec une cellule finie).

2. On calcule ensuite le dual de cette cellule de Delaunay infinie. Il s’agit d’un rayon dont

l'origine est le centre de la sphére circonscrite a la cellule de Delaunay voisine.

3. On calcule le barycentre de la face stockée en 1 et on calcule le vecteur normé a partir du
rayon. En positionnant ce vecteur au niveau du barycentre de la face, on obtient un triangle
rectangle formé par le barycentre, un des sommets de la face et le centre potentiel de la
sphere circonscrite. On calcule ensuite la distance entre le barycentre et le sommet de la
face ainsi que la distance entre ce sommet et la position potentielle du centre circonscrit.
Ceci permet ensuite de calculer la distance entre le barycentre et la position du centre
circonscrit en utilisant le théoreme de Pythagore.

4. Les coordonnées du centre circonscrit (i.e. le noeud du diagramme de Voronoi) sont ensuite
obtenues a partir des coordonnées du barycentre, du vecteur normé et de la distance
calculée en 3 :

-
cc = Barycentre + Vecteur Normé x |Barycentre — cc|

3Onttp ://www.cgal.org/
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ou cc représente les coordonnées du centre circonscrit.

On calcule ensuite le sommet de Delaunay manquant a partir des sommets de la face
stockée en 1 et du centre de la sphére circonscrite calculé en 3. Ce point est ensuite ajouté
a la tétraédrisation de Delaunay. Ce point n’est pas marqué comme étant un atome.

© 2]

%1 V1 ray perpendiculaire a la face

centre de la sphére
V2 circonscrite du tétragdre V2

V3 V3
cellule finie

cc

B Vi

|Bcc| = sqrt (JccVi|*- |BVi[*)

Fia. 3.10 — Visualisation des différentes étapes pour ajouter un point a la tétraédrisation de De-
launay. En jaune, face d’une cellule finie adjacente a une cellule infinie. Les chiffres correspondent
aux différentes étapes énoncées dans le paragraphe précédent.

Ce processus est réitéré tant qu’il reste des cellules de Delaunay infinies composées d’au
moins un sommet marqué comme atome.
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Algorithme 1 : Fermeture des cellules
tant que (Nb.cellule_inf(atome) # 0) {
Parcourir les cellules

si (cellule est infinie) {
Ajouter un point
Marquer ce point comme non_atome

Stockage des différents morceaux du Mixzed Complex et des équations associées :
En remarque préalable a cette partie, il est intéressant de noter que 1’équation d’une surface du
second degré peut se mettre sous la forme matricielle :

f(z,y,2) =Aa® + 2Bzy + 2Cxz + 2Dz + Ey*+ (3.8)
2Fyz +2Gy + H2> +2I2+J =0 :

Les 10 coefficients peuvent étre disposés dans une matrice 4 x 4 symétrique notée Q et
I'équation (3.8]) peut étre réécrite comme :

A B C D] |=x

B E F G| |yl _
[xyquFHIz_O

DG I J||1

Ainsi, chaque équation définissant une partie de la Skin Surface Moléculaire pourra étre
stockée sous la forme d’une matrice 4 x 4.

L’algorithme de création et de stockage des différentes parties du Mized Complex et de leurs
équations associées peut étre divisé en 4 fonctions (voir figure [3.11]).

— D’abord, le calcul de tous les points constituant le Mired Compler ainsi que de tous
les points constituant le diagramme de Voronoi : ceci se fait lors d’'une premiere passe
sur 'ensemble des cellules finies de la tétraédrisation de Delaunay. Ce calcul est couplé
au stockage des points de chaque tétraedre réduit (cellule de type 3) ainsi que de leur
équation associée. Cette étape doit étre réalisée en premier puisqu’elle permet de calculer
tous les points du Mized Complex. Les 3 étapes suivantes sont indépendantes et peuvent
étre réalisées dans n’importe quel ordre.

— Stockage des points des cellules de Voronoi réduites (cellule de type 0) et de leur équation
associée.

— Stockage des points des patchs H1 (cellule de type 1) et de leur équation associée.

— Stockage des points des patchs H2 (cellule de type 2) et de leur équation associée.
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Création de la tétraédrisation
de Delaunay
( )
Algorithme n°1:
Fermeture des cellules J
\ )

Matrice terra  Matrice equa_tetra

2484 .8 [0.0,0, . .Q)]

I

Matrice voro  Matrice equa voro

@e®..8 [noo . .al

] ]

Matrice H1 Matrice equa HI

242 .2 [01,02,?3, cncllg]|

Algorithme n°2:
Calcul des points réduits & Stockage
des tétraedres et de leurs équations

Stockage des cellules de Voronoi
et de leurs équations

[ Algorithme n°3: ]

Algorithme n°4:
Stockage des patchs H1
et de leurs equations )

Matrice H2 Matrice equa H2

444 ..4] [e..0..-.0]

Algorithme n°5:
Stockage des patchs H2
et de leurs equations

CPU

T e e e s e e G e e e e e e e e e s e e e e e e e e s e e e e

GPU

W W WY

Visualisation de la Skin Surface

F1a. 3.11 — Présentation détaillée de I'algorithme général. A droite de I’algorithme, les différentes
matrices créées a chaque étape. Les matrices de points (Myetra, Myoro, M1 et M) seront
utilisées pour visualiser ’enveloppe du Mized Compler avec OpenGL. Les matrices d’équations
(Megua_tetras Mequa voros Megqua 1 €6 Megua_m2) serviront au lancer de rayons pour afficher la Skin
Surface Moléculaire a partir de 'enveloppe du Mized Complex.
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Le premier algorithme pourrait se résumer comme suit :

Algorithme 2 : Calcul des points réduits & stockage des tétraedres réduits et de leurs équations
pour (chaque cellule finie) {

Calcul du centre circonscrit
Calcul du tétraedre réduit

Stockage du centre circonscrit dans une extension de la cellule
Stockage de chaque sommet “réduit” dans une extension de la cellule

si (cellule ne contient que des atomes) {
Calcul de ’équation
Stockage des sommets du tétraedre réduit dans une matrice Mietrq
Stockage de l’équation associée dans une matrice Megua_tetra

Détaillons maintenant les calculs effectués pour une cellule de Delaunay donnée. Le calcul
des centres circonscrits se fait en utilisant la fonction dual de CGAL qui prend une cellule de
Delaunay en entrée. Pour tout sommet Vp; (avec i € [0,3]) de la cellule, on peut calculer son
point réduit en fonction du centre (cc) de la sphere circonscrite au tétraedre et du facteur de
réduction s (voir exemple figure [3.12)) :

V] = Vpi + s(cc — Vpy)

ou V},, est le point réduit associé a Vp;.

F1G. 3.12 — Cellule de Delaunay (tétraedre). En rouge, les points pondérés, sommets du tétra-
edre. En vert, centre de la sphere circonscrite au tétraedre, noeud du diagramme de Voronoi. En
bleu, un sommet réduit.

Posons x = x1, y = z2 et z = x3, I"équation (3.7) s’écrit alors :
2

R
2?2t =
ty
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Cette équation peut donc s’écrire sous forme matricielle :

1 00 O
010 0
M_0010
000 -2

t1

Comme précisé précédemment, cette équation est valable dans le cas général pour une sphere
centrée en (0,0,0). Pour les tétraedres réduits, cette sphére est centrée sur le noeud du diagramme
de Voronoi (équivalent au centre de la sphere circonscrite au tétraedre). Il faut donc appliquer
une translation. La matrice de translation est donc :

1 0 0 x.
o010 e
0 0 1 2z
00 0 1

avec Tec, Yee €t 2ee les coordonnées du centre de la sphere circonscrite au tétraedre.

Appliquer la translation revient & calculer la matrice Q :
Q=Y M7

1 0 0

0 1 00 1 00 —z
<:>Q—O 1 OOOlOO.OlO—yCC
0 0 1 0 0 01 0 0 0 1 —z4.
~Tee Yo —Zec 1] |00 0 —E] Jo 00 1
1 0 0 —Tee
0 1 O —Yee
<~ =
Q 0 0 1 —Zee
—Tee —Yee —Zecc tot
Avec tot:—?—f%—xzc—i—ygc—l—zzc

Pour chaque cellule, ’ensemble des points du tétraedre réduit sera stocké dans un élément de
la matrice globale Myt et I’équation associée dans un élément de la matrice globale Megua tetra-
De plus, les quatre sommets réduits et le centre circonscrit sont stockés dans une extension de
chaque cellule de Delaunay. Tous les points du Mized Complex sont donc calculés apres ce pre-
mier passage. Il faut maintenant parcourir les cellules dans le bon sens pour reconstituer les
autres morceaux du Mized Complex.
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Pour calculer les cellules de Voronoi réduites, 1'algorithme est le suivant :

Algorithme 3 : Stockage des cellules de Voronoi réduites et de leurs équations
pour (chaque atome) {

Calcul de l’équation

Parcours de toutes les cellules adjacentes
pour (chaque cellule) {
Récupération du sommet réduit associé a cet atome
Stockage de celui-ci dans une matrice temporaire Miepmy

}

Stockage de l’ensemble des sommets réduits (Miemp) dans une matrice Myoronoi
Stockage de l’équation associée dans une matrice Megua_voronoi

}

Pour reconstituer les cellules de Voronoi réduites, il suffit de parcourir, pour chaque point de
la tétraédrisation de Delaunay marqué comme atome, toutes les cellules adjacentes a cet atome de
Delaunay ; c’est a dire, toutes les cellules ayant ce point comme sommet. Chaque sommet réduit
associé a I’atome est récupéré dans ’extension de chaque cellule puis est stocké dans une matrice
temporaire. A la fin du parcours de toutes les cellules adjacentes, I’ensemble des sommets réduits
(i.e. la cellule de Voronoi réduite) sont stockés dans la matrice temporaire. Celle-ci est ensuite
stockée dans un élément de la matrice globale Myoronoi €t 'équation associée dans un élément
de la matrice globale Mcguq voronoi- Pour calculer cette équation, il faut reprendre I’équation
. Comme dans le cas des tétraedres réduits, cette équation est centrée a l'origine. Il faut
donc translater celle-ci au niveau du noeud du diagramme de Voronoi. Comme dans le cas du
tétraedre réduit, il est possible de mettre cette équation sous forme matricielle :

100 0
010 0
M=10 01 o
000 &

2

La matrice de translation est cette fois :

1 0 0 TV D
|01 0 wp
0 0 1 =zyp
00 0 1

avec Ty p, yvp et zyp les coordonnées du sommet du tétraedre de Delaunay associé a cette
cellule.
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Q= (") M-

1 0 0 0 100 O 1 00 —zvp
1 010 0 —
oq=| " 00 010 —yvp
0 0 1 o oo 1 o0 001 —zyp
|—rvp —yvp —2vp 1 000 ]f; 000 1
1 0 0 —ZTyD
1 —
<:>Q: 0 0 YvbD
0 0 1 —2VD
_—.%'VD —YvpD —RVD tot

Avec tot = %2 +x%/D +y‘2/D +z‘2,D

Pour calculer les équations des patchs H1 et H2, une étape supplémentaire est nécessaire :
appliquer une rotation. En effet, les équations et présentées précédemment décrivent
des hyperboloides dont ’axe de révolution est orienté suivant I'axe 0333. Or, dans le cas de la
Skin Surface Moléculaire, I’axe de rotation de I'hyperboloide est orienté suivant ’axe du patch
(ce qui est équivalent & une aréte d’'un tétraedre de Delaunay pour les patchs H1 et a une aréte
d’une cellule de Voronof pour les patchs H2 - voir figure .

Posons, x = x1, y = x2 et z = x3. Cette nouvelle matrice de rotation peut aussi étre vue
comme une matrice de changement de bases orthonormées permettant de passer du systeme

(0,0x,0y,0%) au systeme (f(X),e1,e2,3) - voir figure

— — —

F1a. 3.13 — Changement de bases entre le systeme (0,0_’x,O_’y,O_’z) et le systeme (f(X),eq,e2,€3).
Le point 0(0,0,0) représente 1'origine du systeme et f(X) le foyer.

Cette matrice peut alors s’écrire :
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Te, Tey Tez 0

R— Yei Yes Yes O
Ze;, Res Res 0

0 0 0 1

ol €1, €3 et e3 dépendent de 3 points : le foyer et les sommets de I'aréte étudiée. Ainsi, dans
le cas des patchs H1, il faudra considérer les sommets d’une aréte d’un tétraedre de Delaunay
et le foyer associé tandis que dans le cas des patchs H2, il faudra considérer les sommets d’une
aréte d’une cellule de Voronoi et le foyer associé (voir figures et .

Pour les patchs H1, I’équation (3.5)) peut donc s’écrire sous forme matricielle :

t7 0 0 O
M:OtQOO
0 0 ts O
0 0 0 —R?

Comme pour les cellules de Voronoi réduites et les tétraedres réduits, il est nécessaire d’appli-
quer une translation pour positionner le centre de I’hyperboloide au niveau du foyer. La matrice
de translation s’écrit :

1 00 xf(X)
T — 010 yf(X)

0 0 1 Zf(X)

0 00 1

Ensuite il faut composer les deux transformations (rotation puis translation) pour obtenir
la matrice de I’équation Q. Notons C, la matrice composée de la rotation et de la translation :
C=T-R.

Q = (¢ -Mm-Cc™
<Q = (T-R)™H'-M-(T-R)™
=Q = (RF*7™HY - Mm-R°V.T7!
<:>Q — (T—l)t (R_l)t'M'R_l-T_l
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Nous ne détaillerons pas plus les calculs. CGAL permet de calculer la forme développée de
cette matrice a partir des matrices M, T et R.

L’algorithme permettant de stocker les patchs H1 et les équations associées peut s’écrire sous
la forme :

Algorithme 4 : Stockage des patchs H1 et de leurs équations

pour (chaque aréte de tétraedre de Delaunay pour laquelle les 2 sommets sont des atomes) {
Calcul de ’équation

Parcours de toutes les cellules adjacentes
pour (chaque cellule) {
récupération de la paire de sommets réduits associés a cette aréte
Stockage de cette paire dans une matrice temporaire Miemyp

}

Stockage de l’ensemble des paires (Miemp) dans une matrice M
Stockage de l’équation associée dans une matrice Mequa m1

}

Pour reconstituer les patchs H1, il suffit de parcourir, pour chaque aréte de la tétraédrisation
de Delaunay pour laquelle les deux sommets sont marqués comme atomes, toutes les cellules
adjacentes a celle-ci, c’est a dire, toutes les cellules possédant cette aréte. La paire de sommets
réduits associée a chaque aréte est récupérée dans ’extension de chaque cellule puis est stockée
dans une matrice temporaire. A la fin du parcours de toutes les cellules adjacentes, I’ensemble
des sommets réduits (i.e. le patch H1) est stocké dans la matrice temporaire. Celle-ci est ensuite
stockée dans un élément de la matrice globale My et I’équation associée dans un élément de la
matrice globale Megyq m1-

Pour calculer la forme matricielle de ’équation associée aux patchs H2, il suffit de
reprendre exactement le méme protocole que pour les patchs H1 en changeant le foyer et les
sommets de 'aréte (ici remplacés par des noeuds du diagramme de Voronoi). L’algorithme de
stockage des patchs H2 et de leurs équations est :
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Algorithme 5 : Stockage des patchs H2 et de leurs équations

pour (chaque face des tétraédres de Delaunay constituée uniquement d’atomes) {

Calcul de ’équation

pour (chaque cellule voisine) {
récupération du triplet de sommets réduits associé a cette face
Stockage de ce triplet dans une matrice temporaire Miemy

}

Stockage de l’ensemble des triplets (Miemp) dans une matrice Mg
Stockage de l’équation associée dans une matrice Mequa 2

}

Les patchs H2 sont des cellules mixées entre une face de tétraedre de Delaunay et une aréte
de cellule de Voronoi. Pour reconstituer les patchs H2, il suffit de parcourir I’ensemble des faces
des cellules de Delaunay finies. Chaque cellule de Delaunay partage une face avec une cellule
voisine. Pour une face donnée, il suffit de visiter les deux cellules voisines et de récupérer les
triplets de points réduits associés a ces faces. On obtient alors 6 points constituant les patchs
H2. Ces points sont ensuite stockés dans un élément de la matrice globale My et 1’équation
associée dans un élément de la matrice globale Mcgyq m2.

Ainsi, ces algorithmes permettent de créer et de stocker chaque élément du Mized Complex
ainsi que les équations associées a ceux-ci. Chaque morceau du Mized Complexr va ensuite étre
triangulé et envoyé au pipeline graphique OpenGL (voir annexe D).

Calculs sur GPU : L’enveloppe du Mized Complex est ensuite visualisée grace a I'API
OpenGL (Segal et Akeley, 2004; |Shreiner et al., 2005). Une étape supplémentaire est nécessaire
pour visualiser la Skin Surface Moléculaire : I'utilisation du lancer de rayons (ou Ray Casting)
sur GPU. Cette étape n’est réalisable, sur GPU, que depuis le début des années 2000, lorsque le
pipeline graphique a été ouvert a I'exécution de codes utilisateurs permettant aux unités paral-
leles de traitement de sommets et de fragments de devenir programmables (voir annexe D). Cette
programmation se fait au niveau des processeurs de sommets ou de fragments (respectivement
Vertex Shader units et Fragment Shader units). Ces processeurs sont programmés a l'aide de
langages spécifiques comme, par exemple, I’OpenGL Shading Language (ou GLSL) utilisé pour
ce travail (Kessenich et al., [2003; |[Rost, [2006) ou encore le langage Nvidia Cg (Fernando et Kil-
gard, |2003)). II est donc nécessaire de posséder une carte graphique supportant le “Shader Model
3.0, ce qui revient a avoir une carte graphique Nividia Geforce série 6 (ou une carte graphique
ATT Radeon X1300) ou supérieure.

Le lancer de rayons est une technique couramment utilisée pour simuler les phénomenes de
réflexion ou de réfraction par le parcours inverse d’un rayon lumineux. Elle consiste, pour chaque
pixel de 'image générée, a lancer un rayon depuis le point de vue (la caméra) dans la scéne 3D.
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Le point d’impact du rayon sur un objet permet de définir I'objet concerné par le pixel corres-
pondant. D’autres rayons sont ensuite lancés de ce point d’impact vers les sources lumineuses
pour déterminer le taux d’éclairage. Cette technique est utilisée par divers programmes comme,
par exemple, POV-ray . L’intérét de cette technique permet de définir mathémati-
quement les objets a représenter (i.e. par une équation) et non plus seulement par une multitude
de facettes. Ceci est tres intéressant pour représenter les objets lisses (i.e. sans aréte) comme
une sphere. En effet, une représentation de celle-ci uniquement par des triangles oblige a créer
une grande quantité de facettes pour approximer correctement la surface (voir figure

= 12

n= 60

F1a. 3.14 — Approximation d’une sphére par triangulation. n représente le nombre de triangles
visualisés.

En utilisant la méthode de lancer de rayons, il est possible de diminuer considérablement le
nombre de triangles tout en améliorant la qualité du rendu. Reprenons ’exemple de la sphere.
Prenons, un cube : cet objet peut étre triangulé simplement par 12 triangles, deux par face. Ainsi,
nous avons autant de triangles que I’approximation de la sphére par un dodécaedre (figure .
Ce cube est représenté sur I’écran par un certain nombre de pixels (voir figure [3.15A).

A Dintérieur de ce cube, définissons une sphere par son équation puis langons un rayon a
partir de chaque pixel de 1’écran représentant le cube (voir figure [3.15B).

Ces rayons vont, soit intersecter la sphere, soit passer de part et d’autre de celle-ci (voir
figure ) Il faut noter, a ce niveau que, contrairement au lancer de rayons pour calcu-
ler le taux d’éclairage, la technique utilisée dans ce travail ignore les rayons réfléchis : seule
I'intersection entre la surface implicite et le premier rayon partant du pixel est prise en compte.

Les pixels dont les rayons n’ont pas intersecté la sphere seront enlevés tandis que les pixels
dont les rayons ont intersecté la spheére seront déplacés de leur position a la surface du cube a
la position d’intersection du ray et de la surface (voir figure ) On peut ainsi obtenir une
image de sphere précise au pixel pres avec, au départ, seulement 12 triangles.
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Fi1G. 3.15 — A- Visualisation d’un cube avec OpenGL. B- Lancer de rayons a partir des pixels
représentant le cube. C- Intersection de la sphere par certains rayons. D- Destruction des pixels
dont le rayon n’a pas intersecté la sphere et déplacement des pixels restant a la surface de
celle-ci. A gauche, représentation simplifiée de I’écran; chaque carré représentant un pixel. A
droite, représentation des objets en trois dimensions; en A : enveloppe de départ et en B :
surface apres le lancer de rayon. Il faut aussi noter que 'environnement 3D et ’environnement
de I’écran possedent leur propre repere. Il faut donc faire des changements de repere pour passer
des coordonnées d’un pixel aux coordonnées de la portion de surface qu’il représente en 3D.
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Le calcul de l'intersection d’un rayon avec une surface implicite de degré-2 peut se résoudre
en calculant un discriminant, comme expliqué dans (Toledo et Levy, [2004)) :

Soit R, un rayon :
R:(x,y,2) =0+ tv (3.9)

avec o, 'origine, v le vecteur direction du rayon et ¢ le pas.

Le changement de variable (3.9)) dans I’équation (3.8)) nous permet d’obtenir I’équation de
I'intersection entre un rayon est une surface implicite de degré-2 :

VQV 2 +20QV t+0Q0 =0 (3.10)

avec V' le vecteur direction du rayon : [v, vy, 0%, 0] et O lorigine du rayon : [O, Oy, O, 1].

La position de 'origine et de la direction de chaque rayon sont connues, il est donc nécessaire
de calculer le pas t. Pour cela, il suffit de calculer le discriminant de I’équation (3.10)). Posons,
a=VQV;b=0QV; et c=0QO.

A=b—ac

Si A < 0, il n’y a pas d’intersection et le pixel est éliminé. De plus, on ne considére que
la premiere intersection du rayon. On ne prend donc pas en compte la deuxiéme solution du
discriminant : (—b + v/A)/a.

Sur la carte graphique, ce calcul se déroule en 2 étapes :
— Lors de l'affichage d’'un morceau du Mized Complex, un rayon est calculé & partir de chaque
pixel de I'enveloppe. Ce calcul est divisé entre le processeur de sommets et le processeur de
fragments.
— Puis on calcule 'intersection entre le rayon et I’équation associée au morceau du Mized Com-
plex sur le processeur de fragments.

152



3.2. Metamol : visualisation haute-qualité de la surface moléculaire

Nous allons maintenant décrire le code GLSL utilisé pour réaliser ces deux étapes.

Le Code Shaders 1 permet, pour chaque pixel de I’écran, de calculer sa position dans
I’espace 3D. En effet, le systeme de coordonnées n’est pas le méme entre I’écran et ’environ-
nement 3D (voir figure et Annexe D). Ce calcul se fait grace a la matrice de projection
gl_ModelViewProjectionMatrizInverse. Le point d’origine du rayon est calculé en prenant les
coordonnées x et y du pixel a ’écran et en mettant son z a 0 pour se trouver dans le plan de
I’écran. Ces coordonnées sont ensuite transformées pour passer dans I’environnement 3D grace
a la matrice citée ci-dessus. Le point infini est calculé & partir du point origine et de la matrice
gl_ModelViewProjectionMatrizInverse. Ces points seront ensuite envoyés au processeur de frag-
ments.

Code Shaders 1 : Calcul de l'origine du rayon et du point a l'infini ( Vertex Shader)
varying vec4 i_near ;

varying vec4 i_far;

void main() {
vec4 p = ftransform() ;
gl_Position = p;

vec4 near = p; near.z = 0.0
near = gl _ModelViewProjectionMatrixInverse * near ;

i_near = near;

i_far = near + p.w*xgl_ModelViewProjectionMatrixInverse[2] ;

Dans le Code Shaders 2 nous ne détaillons pas tout le code du processeur de fragment
mais seulement les fonctions permettant de calculer I'intersection entre ’équation de la surface
quadrique et du rayon. La structure Ray est définie comme ayant, en premier élément, un vec-
teur origin et, en deuxiéme élément, un vecteur direction. La fonction primary_ray() construit
le rayon & partir des points origine et infini envoyés par le Vertex Shader. Ce rayon et la matrice
équation vont ensuite étre passés en arguments de la fonction isect_surf. Celle-ci va calculer le
discriminant comme expliqué précédemment et éliminera le pixel ou retournera les nouvelles
coordonnées de celui-ci en fonction de la valeur du discriminant.
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Code Shaders 2 : Calcul du rayon et de son intersection avec la surface (Fragment Shader)

varying vec4 i_near ;

varying vec4 i_far;

struct Ray {
vec3 origin;
vec3 direction;

3
Ray primary_ray() {
vec3 near = i_near.xyz / i_near.w;

vec3 far = i_far.xyz / i_far.w;

return Ray(near,far-near) ;

vec3 isect_surf (Ray r, mat4d Q) {;

vecd direction = vec4(r.direction, 0.0) ;

vec4 origin = vec4(r.origin, 1.0) ;

float a = dot(direction,Q*direction) ;
float b = dot(origin,Q*direction) ;
float ¢ = dot(origin,Q*origin) ;

float Delta = bxb - axc;

if(Delta < 0.0) {discard; }

else {
float t = (-b-sqrt(Delta))/a;
return r.origin = t*r.direction;

Les codes Shaders 1 et 2, décrits brievement, permettent de passer de la structure grossiere-
ment triangulée du Mized Complezr a la Skin Surface Moléculaire.

3.2.5 Intérét de notre approche pour la visualisation moléculaire

La technique de lancer de rayons permet d’obtenir un rendu d’une qualité supérieure et
I'utilisation des processeurs de la carte graphique permet d’accélérer considérablement les calculs.
Précision du rendu : L’utilisation du lancer de rayons sur GPU nous permet de recalculer

la surface pour tout mouvement de caméra. Nous pouvons donc faire des zooms sur la surface
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moléculaire d’une macromolécule sans perte de qualité visuelle (voir figure ) Ceci peut étre
trés appréciable si I'on veut étudier I'interaction d’une petite molécule au sein d’un assemblage
moléculaire de grande taille (comme au niveau du ribosome par exemple). A notre connaissance,
MetaMol est actuellement le seul programme qui puisse visualiser de maniere interactive une
surface moléculaire d’une telle qualité.

Surface triangulée Surface trianguléee Lancer de rayons
(avec arétes)

F1G. 3.16 — A- Visualisation de la molécule de E. Coli ClpP (identifiant PDB : 2FZS) contenant
20620 atomes. Un zoom sur cette macromolécule présente une surface parfaitement lisse sans
perte d’information. B- Visualisation de la molécule de Gramicidine A (identifiant PDB : IGRM)
avec l'approche développée par Nico Kruithof (deux premiéres images en partant de la gauche)
et avec notre méthode.

Performances du lancer de rayons par rapport a la triangulation : Pour avoir une
référence, nous avons comparé, du point de vue du temps de calcul, notre méthode avec celle
développée par Nico Kruithof et Gert Vegter (Kruithof et Vegter, 2004, 2007). Cette méthode
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permet de représenter la Skin Surface Moléculaire en la triangulant. Les résultats sont présentés
dans le tableau [3.1] et la figure [3.16[B.

TAB. 3.1 — Comparaison de notre approche avec celle développée par Nico Kruithof.

Code PDB Nb. d’atomes Triangulation Lancer de rayons

Nb. de triangles Temps de FPSP  Nb. de triangles Temps de FPSP

calcul® calcul®
7TTMN 33 23424 1,1 800 7116 0,02 200
1GRM 272 310488 16,1 130 73416 1,7 50
1G6X 509 481856 28,7 95 146476 3,6 25
1CBS 1091 1664184 93,1 30 325076 8,2 12
1J4N 1852 2165268 137,4 25 558372 15,4 7

Nous avons utilisé un processeur INTEL 2,4 GHz couplé a une carte graphique Nvidia Geforec 8800 GTX.
# temps de calcul en secondes.
> FPS : Frame per Second : nombre d’images par seconde, pour une résolution de 1024 x 1024.

Nous avons distingué le temps de calcul, pour créer les morceaux et générer les équations de
surface, du temps d’affichage (mesuré en images par secondes ou Frames Per Second, FPS). Le
temps de calcul obtenu avec notre approche est meilleur que celui obtenu avec la méthode de
Nico Kruithof et ce pour une qualité de visualisation meilleure (voir I’exemple de la gramidicine
A figure ) La raison principale en est que nous créons beaucoup moins de triangles que
la triangulation (voir tableau . En effet, les seuls triangles que nous avons besoin de générer
sont ceux des faces du Mized Complez. Cette enveloppe n’a pas besoin d’étre finement triangulée
(comme le montre la figure ). A I'inverse, la méthode de Kruithof nécessite une triangulation tres
fine pour approximer la Skin Surface Moléculaire. De plus, avec cette méthode, il est nécessaire
de vérifier que la triangulation préserve la topologie de la surface (Kruithof et Vegter, [2007)).
L’utilisation du lancer de rayons permet de dépasser ce probleme en calculant la valeur de la
surface pour chaque pixel de la fenétre d’affichage. La puissance des processeurs graphiques
permet de mettre a jour la surface “a la volée” lorsque le point de vue ou le facteur de réduction
est changé. Ceci peut étre utilisé pour visualiser la déformation de surface (voir paragraphe
suivant).

Cependant, apres la phase de calcul du Mized Complez, les performances de la triangulation
sont meilleures que celles de notre approche (voir tableau : le nombre de FPS (permettant de
mesurer U'interactivité du programme, comme la réponse de I'image & une action de la souris) est
meilleure pour la triangulation. Le résultat de notre approche s’explique par un grand nombre
d’acces en lecture-écriture au Z-Buffer (Foley et al., 1995 ce qui diminue considérablement
la fréquence d’affichage. Néanmoins, si 'on veut obtenir avec la triangulation le méme niveau
de détails que notre approche, il faudrait créer une tres grande quantité de petits triangles-
idéalement ayant au maximum la taille d’un seul pixel affiché a I’écran - ce qui démultiplierait
le temps de calcul et ferait s’effondrer les performances d’affichage.

Il reste que notre approche est, pour l'instant, dédiée a la visualisation de la Skin Surface
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Moléculaire et ne permet pas le calcul de propriétés physico-chimiques a partir de celle-ci. Dans
ce cas, la triangulation développée par Nico Kruithoﬂ apparait donc comme complémentaire &
notre approche.

Visualisation de la déformation de surface : La Skin Surface est aussi bien adaptée a
la visualisation de déformation de surface. En effet, cette surface peut se déformer librement
grace a des transitions douces (Edelsbrunner; |1995] [1999). Contrairement aux programmes qui
triangulent la Skin Surface (Kruithof et Vegter, |2007; Cheng et Shi, 2004)), la technique de lancer
de rayons sur GPU permet de visualiser des déformations en temps rée][:ﬂ

Déformation lors du changement du facteur de réduction : Comme on peut le voir
figure [3.17] il est possible de faire varier le facteur de réduction et de voir évoluer la surface en
fonction de ce facteur. Il est possible de passer d'une représentation proche de la surface de Van
der Waals (ou tous les atomes sont représentés par des spheres), via une représentation proche
de la Surface Moléculaire (pour s autour de 0,5) & une représentation simplifiée de la surface
(si 'on continue a diminuer davantage le facteur de réduction). Cette surface simplifiée peut
étre intéressante pour visualiser la forme globale de la molécule afin de comparer rapidement
différentes silhouettes de protéines (Cipriano et Gleicher, [2007)). Cette représentation peut aussi
étre utile dans un processus de docking protéique haut-débit pour lequel les modeles basse
résolution sont utiles pour un calcul rapide des assemblages lors des premieres étapes du docking
(Ritchie et Kemp, 1999; Tovchigrechko et al.l [2002)). Nous pouvons enfin noter que le passage
d’une représentation & une autre se fait de maniere continue.

3!disponible avec la libraire mathématique CGAL

32Une vidéo exemple est disponible : http://www.loria.fr/~chavent/video/video2.avi
Pour visualiser la vidéo il est peut étre nécessaire d’installer ffdshow : http://www.clubic.com/
telecharger-fichel11020-ffdshow.html
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F1G. 3.17 - Représentation d'un fragment I’ADN (identifiant PDB : 200D). Evolution de la
Skin Surface Moléculaire en fonction du facteur de réduction (s). Les couleurs permettent de
visualiser les différents morceaux de la Skin Surface Moléculaire : en vert, la surface a l'intérieur
les cellules de Voronoi réduites ; en rouge, la surface a 'intérieur des tétraedres réduits ; en jaune,
la surface a I'intérieur des patchs H1 et en rose, la surface a 'intérieur des patchs H2.

Déformation lors de mouvements moléculaires : Une visualisation claire et efficace
des mouvements moléculaires est un outil précieux pour mieux comprendre les mécanismes
moléculaires. Au cours de ces 10 dernieres années, des efforts ont été faits pour atteindre cet
objectif.

Nous pouvons citer |[Eyal et Halperin| qui ont développé un algorithme pour mettre a jour,

de maniere dynamique, la surface de Van der Waals et la surface accessible au solvant lors

de changements conformationnels (Eyal et Halperin, 2005). Hao et Varshney| ont développé un

programme permettant de visualiser de larges mouvements de protéines en temps réel en utilisant
la technique d’occlusion culling (Hao et Varshney}, [2004)). Plus récemment, [Lampe et al]ont défini
une approche a deux niveaux de précision pour visualiser la dynamique des protéines
. Le probleme de ces approches est de ne traiter que des types de surface simples :
comme la surface de Van der Waals ou une représentation “Balls and Sticks”, ce qui a un intérét

limité pour ’étude des interactions moléculaires. Il n’existe, a I’heure actuelle, que peu de travaux
dédiés a la visualisation des déformations de surfaces plus complexes telle la Surface Moléculaire

(Sanner et Olson, |1997; Bajaj et al. 2003). Une explication est que mettre a jour une surface

triangulée pour de larges mouvements est tres difficile et cotiteux en temps de calcul.

Avec I'utilisation du lancer de rayons sur GPU, il n’y a pas de triangulation a maintenir et le
temps de calcul du Mized Complex est relativement court, ce qui nous permet déja de visualiser,
en temps réel, des déformations de surface pour de petites molécules (voir figure [3.18]). Des
optimisations ultérieures nous laissent espérer une visualisation en temps réel de déformation de
surface pour des macromolécules de grande taille.
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FiG. 3.18 — Déformation d’une chaine de poly-alanine lors d’un passage d’une forme désorganisée
a une forme en feuillet-G.

3.2.6 Discussion et futures optimisations

Ainsi, nous avons développé un nouvel outil de visualisation qui semble avoir un grand
potentiel. L'utilisation de la Skin Surface Moléculaire associée a la technique de lancer de rayons
sur GPU permet un rendu en temps réel jusqu’a présent jamais atteint. Ce travail démontre
la faisabilité et l'intérét d’une telle approche. Néanmoins, notre programme n’en est qu’a ces
débuts et des optimisations sont encore possibles :

— D’abord, la création de matrices globales c6té CPU et ’envoi de celles-ci a la carte gra-
phique n’est pas la facon la plus adaptée de transmettre des données aux GPU. Il serait
préférable d’envoyer directement 'information (points et équations) a la carte graphique
lors de l'extraction de celle-ci.

— Ensuite, nous envoyons chaque équation de surface sous la forme d’une matrice 4 x 4. Or
la simplification de ces équations pourrait permettre de passer beaucoup moins d’argu-
ments a la carte graphique, limitant les temps de transfert et par conséquent la fréquence
d’affichage.

— De méme, il serait nécessaire de créer un shader spécifique a chaque type de surface (sphere,
hyperboloides & une ou deux nappes) pour remplacer notre shader générique.

— Enfin, des techniques de classement d’objets dans la scéne 3D (comme 1'occlusion culling)
permettraient de limiter les calculs aux seuls pixels visibles.

Conscients de ces problemes, nous continuons a travailler sur le programme MetaMol afin de
le rendre utilisable, le plus rapidement possible, par ’ensemble de la communauté scientifique.

Une avancée significative a d’ailleurs été réalisée dernierement : il s’agit de 'ajout de Ambient
Occlusion au programme MetaMol. Cet ajout a été réalisé par Cécile Poisot durant son stage
de 3°™¢ année d’ingénieur sous la direction de Bruno Levy.

L’utilisation de I’ Ambient Occlusion avec le programme MetaMol permet de mettre en valeur
le rendu de celui-ci et de mieux appréhender la forme des macromolécules (voir figure [3.19)).
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Sans Ambient Occlusion Avec Ambient Occlusion

F1G. 3.19 — Visualisation de la molécule de ClpP d’E. Coli (identifiant PDB 2FZS) avec et sans
ajout d’Ambient Occlusion.

3.3 Conclusion : Vers un outil multi-résolution et interactif

En conclusion, le programme MetaMol propose un rendu graphique de qualité de la Skin
Surface Moléculaire et ’ajout de nouveaux effets de lumiere va permettre de mieux appréhender
la forme complexe des protéines. Ce programme reste cependant un outil de visualisation et ne
permet pas une analyse structurale poussée. C’est pourquoi, il serait intéressant d’inclure celui-ci
dans des logiciels d’analyse plus complets comme VMD, Chimera ou Antheprot3D.

De plus, la Skin Surface moléculaire peut étre utilisée pour représenter d’autres types de
surfaces comme les enveloppes SAXS ou celles de cryo-microscopie électronique. MetaMol pour-
rait donc étre utilisé pour développer un logiciel multi-résolution. La Skin Surface moléculaire
pourrait aussi étre utilisée pour représenter la surface de représentations simplifiées, comme le
modeéles réduits du programme ATTRACT ou ceux utilisés pour étudier la flexibilité des pro-
téines grace aux modes normaux.

Il est possible d’envisager d’utiliser MetaMol avec de nouveaux outils afin d’améliorer I'in-
teractivité avec l'utilisateur (voir figure . Nous pouvons déja utiliser la commande de la
console Wii (la wiimote) afin de remplacer la souris et le clavier de l'ordinateur. Nous envisa-
geons d’utiliser la webcam pour manipuler des représentations 3D réelles des molécules et de voir
les mouvements de celle-ci reproduits a 1’écran, comme 'avait déja réaliser ’équipe de Michek

Sanner (Gillet et all 2005). Enfin, nous réfléchissons a 'utilisation d’un bras a retour de force

pour manipuler les molécules. Le LORIA offre aussi du matériel de visualisation haute définition
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comme le Reality Center ou un projet de CAVE (voir figure [3.20) qui pourraient étre utilisés
pour visualiser la surface moléculaire obtenue avec MetaMol.

Interactivité Visualisation

Wiimote
Reality Center
: Glove Pie (Windows)
Wminput (Linux-Ubuntu)
0%, /
ARToolKit L
Modeéles 3D VRPN

Bras a retour de force

FiG. 3.20 — Les différentes extensions envisagées a MetaMol. Pour augmenter l'interactivité,
I'utilisation des commandes de la console Wii, d'une représentation 3D d’une molécule ou d’'un
bras a retour de force. Pour la visualisation haute définition, 'utilisation d’un CAVE ou du
reality center pourrait accentuer le rendu de MetaMol.

Enfin, une autre voie, qui nous semble tres prometteuse, serait d’inclure MetaMol comme
un plug’in du logiciel SAMSON afin de pouvoir visualiser les déformations de surface lors de
simulations de dynamique moléculaire interactive.
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F1a. 3.21 — Visualisation de I'assemblage GroEL-GroES (identifiant PDB : 1AON) par le pro-
gramme MetaMol avec I’Ambient Occlusion.
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Montaigne écrivait dans Les Essais : « Notre vie n’est que mouvement », cette phrase reste
valable au niveau moléculaire. Nous avons constaté que les macromolécules étaient des objets
flexibles et qu’il était nécessaire de prendre cette flexibilité en compte pour modéliser conve-
nablement les systeémes biologiques. Pour cela, nous avons utilisé la dynamique moléculaire en
solvant explicite.

La dynamique moléculaire nous a servi a relaxer les modeles de dimeres créés, soit par ana-
logie par rapport a un complexe existant, soit grace a des programmes de docking. Suivant le
temps de simulation, nous avons pu mettre en évidence des résidus clés pour l'interaction entre
les domaines PDZ d’Erbin et MH2 de Smad3, et voir certains modeles converger vers une struc-
ture unique ou raffiner des solutions de docking rigide.

Le choix du temps de simulation est donc un élément important & déterminer en fonction
des phénomenes biologiques que 1’on veut observer. Dans le cas du complexe PDZ d’Erbin/MH2
de Smad3, un temps de 5 nano-secondes était nécessaire pour commencer a voir le systeme
évoluer. Nous considérons cette durée de 5 nano-secondes comme une valeur minimale pour
étudier la stabilité des complexes protéiques de taille standard. Néanmoins, dans le contexte
de la post-génomique, pour raffiner un modele de docking rigide, ce temps peut étre réduit a
quelques centaines de pico-secondes. Ce laps de temps permet de laisser les chaines latérales et le
squelette peptidique se réarranger localement mais elle n’autorise pas d’important changements
conformationnels.

Une possibilité pour modéliser des mouvements de grande amplitude sur une durée réduite
est de guider de wvisu la simulation. Des logiciels comme SAMSON peuvent étre, dans ce cas,
d’une aide précieuse. Il reste que la représentation des protéines proposée par ce programme n’est
pas adaptée au raffinage de solution de docking. En effet, pour cela, I'important est de visualiser
I'interface entre les protéines partenaires. Il faut alors représenter la surface des partenaires et
étudier les déformations de celle-ci lors de la manipulation. Le programme MetaMol, développé
durant cette these, peut répondre a ce besoin.

Nous pouvons combiner les différentes approches abordées au cours de cette these afin de
créer une stratégie globale de docking (voir figure |2) :

— Apreés une courte dynamique moléculaire sur les structures des partenaires, celles-ci se-
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ront transmises a un meta-programme qui lancera différents programmes de docking. Une
analyse des solutions consensus limitera le nombre de solutions.

— Les solutions les plus intéressantes seront transmises ensuite a un programme de dynamique
moléculaire interactive. L’expert réajustera, si besoin est, certaines parties en fonction de
ses connaissances sur le sujet.

— Ces résultats pourront ensuite subir une dynamique moléculaire plus longue pour relaxer
le systéme et mettre en évidence les résidus en interaction.

— Enfin, ces modeéles serviront a guider les expérimentations biologiques.

Cette stratégie se veut interactive. En effet, I’élément central de celle-ci est le programme
de dynamique moléculaire interactive et les informations obtenues a chaque étape peuvent étre
réexploitées dans les étapes précédentes. Par exemple, les informations expérimentales pourront
servir a guider la dynamique interactive ou pourront étre traduites sous forme de contraintes
pour les programmes de docking, etc... Chaque étape de la stratégie est donc en interaction avec
les autres.

Cette stratégie a été proposée sur un cas concret : la protéine FAK (pour Focal Adhesion
Kinase) sujet central d'un projet ANR. Cette protéine, importante pour la propagation des si-
gnaux émanant de divers récepteurs membranaires, en particulier ceux des intégrines (Parsons,
2003), est composée de 4 domaines dont 3 ont été déterminés pas cristallographie (voir figure1)).
Le probleme posé est alors I’agencement de ces domaines les uns par rapport aux autres. De plus,
les cristallographes du projet ANR ont déterminé I'enveloppe SAXS (Marquez et al.l 2003) de
cette protéine. Ceci constitue donc un probleme de docking protéine-protéine avec contraintes.
Pour aborder ce probleme nous avons procédé comme indiqué auparavant : d’abord une étape de
docking rigide utilisant divers serveurs, puis nous avons utilisé le programme SITUS (Wriggers et
Chacon, 2001) pour positionner les assemblages des différents domaines dans 1’enveloppe SAXS.
Nous avons également commencé a utiliser le programme SAMSON (Rossi et al., [2007) pour
déplacer certaines boucles flexibles dans I’enveloppe. Enfin, nous avons réalisé une dynamique en
solvant explicite de 70 ns pour tester la stabilité de ’ensemble et identifier les résidus importants

pour 'assemblage. Les résultats préliminaires sont trés encourageants.

Le nombre de nouveaux types complexes macromoléculaires cristallisés est de plus en plus
important. Or, si 'on suppose que le nombre de types d’interactions est limité & 10000 (Aloy et
Russell, 2004)), il arrivera un jour ou la majorité des types d’interactions existants seront réperto-
riés. Nous en sommes encore loin puisque nous ne recensons actuellement qu’approximativement
2500 types différents. Néanmoins, nous utilisons déja, dans certains cas, ces informations struc-
turales pour modéliser des complexes non cristallisés. Dans cette these, nous avons développé
une approche par analogie, basée sur 1'utilisation de la structure d’un complexe déja existant
comme patron pour modéliser un nouveau complexe. Nous avons été plus loin pour la derniere
cible en date de CAPRI (Janin et al., [2003)), la cible 37. En effet, nous avons modélisé les parte-
naires de cette cible par homologie en nous servant des partenaires complexés d’un assemblage
déja existant. Avec le nombre grandissant de structures disponibles, nous sommes persuadés que
cette approche, que nous nommons structural homology docking et qu’il est possible de rappro-

164



cher du “comparative modelling” (Aloy et Russell, 2003; |Aloy et al., [2004), se développera dans
les prochaines années.

La prochaine étape sera de modéliser la cinétique d’association des complexes. Les nouveaux
développements a la fois théoriques, autour de ’analyse des modes normaux et de la simulation
gros grains, et expérimentaux, comme de la spectroscopie par RMN ou le laser femto-seconde,
vont apporter les informations nécessaires pour mieux étalonner les parametres de dynamique
moléculaire. Et, peut-étre un jour, au coté des expériences CASP (Dunbrack et al., [1997) et CA-
PRI un nouveau challenge apparaitra : CAMDs, a Critical Assessment for Molecular Dynamic
simulations.
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Conclusion

Fia. 1 — Visualisation de la stratégie interactive de docking. Exemple pour le complexe PDZ
d’Erbin/MH2 de Smad3. Les lignes de différentes couleurs représentent les informations trans-
mises par chaque étape : en orange, la structure du complexe raffiné “a la main”; en bleu, les

résidus clés mis en évidence durant la dynamique moléculaire; en vert, les données expérimen-

tales.
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Annexe A

Structure des macromolécules

Une tres bonne revue sur les structures des macromolécules est disponible en sections 1.2 et
1.3 du livre : Structural Bioinformatics (Bourne et Weissig, 2003)).

A.0.1 Structure des protéines

Les protéines représentent environ 50% de la masse séche de la plupart des cellules et jouent
un role dans presque toutes les fonctions cellulaires, fonctions sont souvent liées a la structure
des protéines.

Les protéines sont des polymeres élaborés a partir d’acides aminés. Les cellules élaborent
leurs protéines a partir de 20 acides aminés. Ces acides aminés possedent une structure com-
mune composée d'un carbone alpha asymétrique sur lequel se fixe un groupement carboxyle
(COO"), une fonction amine (NH3") et un atome d’hydrogene. Ils ne se différencient que par
la partie attachée au carbone alpha au moyen de la quatrieme liaison. Cette partie est appelée
la chaine latérale. Les propriétés physiques et chimiques de la chaine latérale déterminent les
caractéristiques particulieres d’un acide aminé (voir figure .

Lorsque deux acides aminés sont placés de telle sorte que le groupement carboxyle de I'un
se trouve a coté du groupement amine de ’autre, une réaction de condensation peut les unir. A
I’aide d’'une enzyme, cette réaction produit une liaison covalente appelée liaison peptidique et
libére une molécule d’eau (voir figure[A.2)). Cette réaction permet de former des chaines d’acides
aminés appelées chaines polypeptidiques.

Une protéine se compose d’une ou plusieurs chaines polypeptidiques adoptant une forme
tridimensionnelle définie, c’est a dire une certaine conformation. La conformation d’une protéine
comporte quatre niveaux d’organisation structurale : primaire, secondaire, tertiaire et quater-
naire.

La structure primaire : L’ordre de succession des acides aminés constitue la structure pri-
maire ou séquence de la protéine. Cette séquence est donnée, par convention, dans le sens allant
de l'extrémité N-terminale & 'extrémité C-terminale. A ces extrémités, la protéine présente des
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Annexe A. Structure des macromolécules
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Fi1G. A.1 — Liste des 20 acides aminés. Ces acides aminés sont, ici, classés en différents groupes
suivant les propriétés de leur chaine latérale. Les acides aminés apparaissent ici dans leur forme
ionique dominante au pH intracellulaire de 7 environ. En rouge, le squelette protéique formé par
un carbone « reliant un groupement carboxyle et un groupement hydroxyle.

groupements chargés NH3™ (partie N-terminale) et COO™ (partie C-terminale).

La structure secondaire : Dans la plupart des protéines, certains segments de la chaine
polypeptidique sont enroulés ou repliés de facon répétitive et forment ainsi des motifs qui contri-
buent a la conformation globale de la protéine. L’ensemble de ces motifs constitue la structure
secondaire et provient de liaisons hydrogene situées a intervalles réguliers le long de la chaine
polypeptidique. Les éléments de structure secondaire les plus courants dans la protéine sont les

hélices « et les feuillets 3.

Les hélices a : Une hélice est créée par une courbure au niveau du squelette polypepti-
dique jusqu’a ce qu’une une forme en spirale soit produite. Cette hélice peut étre, en théorie,
enroulée dans deux directions possibles (droite ou gauche). En pratique, la majorité des hélices

sont orientées vers la droite. Parmi celles-ci orientées a droite, I’hélice « est, de loin, la plus
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acide aminé 1 acide aminé 2 liaison peptidique

Fi1G. A.2 — Formation d’une liaison peptidique.

représentative et contient 3,6 résidus par tour. Cette structure est stabilisée par des liaisons
hydrogene entre le groupement C=0 de 'acide aminé en position ¢ et le groupement N-H de
I’acide aminé en position ¢ + 4. Les chaines latérales de tous les acides aminés pointent vers
lextérieur de I’hélice (voir figure .

D’autres types d’hélice ont aussi été observés, plus ou moins fréquemment suivant leurs
configurations (plus ou moins stables). Les hélices 319 ont une période de 3 résidus par tour avec
une liaison hydrogene entre I’acide aminé en position ¢ et celui en position i+ 3. Ce type d’hélice
est habituellement de petite taille et se trouve a la fin des hélices . Il existe aussi des hélices 7,
celle-ci sont tres rares. Elles ont une période de 4,4 résidus par tour avec des liaisons hydrogene
formées entre les résidus 7 et i + 5. Cette forme a seulement été observée a la fin des hélices a.

Les feuillets 0 : Contrairement aux hélices «, les feuillets 5 sont formés par des liaisons
hydrogene entre des acides aminés de polypeptides adjacents plutot que par des résidus d’une
méme chalne. Ces arrangements produisent une structure plane en accordéon ou les chaines
latérales des résidus se trouvent alternativement de part et d’autre du plan formé par le feuillet-(3
(voir ﬁgure. Il existe deux configurations possibles de feuillets-3 : parallele et anti-parallele.
Dans le premier cas, les chaines polypeptidiques sont orientées dans le méme sens tandis qu’elles
sont orientées en téte béche dans le deuxieme cas.

Les autres structures secondaires : Les hélices a et les feuillets 3 sont reliés par des
régions moins structurées appelées boucles ou coudes. Ces régions sont souvent des zones de
transition entre les zones plus structurées. Néanmoins, elles peuvent avoir un réle non négligeable
dans les mécanismes cellulaires si elles sont placées prés d’un site actif. Un parfait exemple est la
boucle d’activation des kinases nécessaire pour la phosphorylation de ces dernieres. Il faut noter
que ce type de régions, tres flexible, est tres difficile a modéliser par les programmes de docking.

La structure tertiaire : La structure tertiaire d’une protéine correspond & ’ensemble des
contorsions irrégulieres dues aux liaisons entre les chaines latérales des acides aminés. Ces contor-
sions permettent a la protéine d’adopter une structure tridimensionnelle définie (voir figure |A.4)).
Les interactions hydrophobes contribuent en grande partie a la structure tertiaire. Lorsqu’un
polypeptide adopte sa conformation native, les acides aminés portant une chaine latérale hydro-
phobe se rassemblent au coeur de la protéine, s’éloignant ainsi de I’eau. Les liaisons hydrogene
entre certaines chaines latérales ainsi que les liaisons ioniques entre les chaines latérales chargées
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@ atome d'azote

@ atome d'oxygéne
@ chaine latérale

@ atome de carbone
© carbone alpha

© atome d'hydrogéne

hélice alpha feuillet beta

Fia. A.3 — Visualisation d’une hélice-a et d’un feuillet-(.

positivement et négativement sont également importantes . Enfin, les liaisons covalentes fortes
entre deux résidus cystéines permettent de stabiliser fortement la structure de la protéine. Ces
liaisons covalentes sont appelées des ponts disulfure.

La structure quaternaire : Certaines protéines se composent de deux ou plusieurs chaines
polypeptidiques assemblées pour former une macromolécule fonctionnelle. Chaque chaine poly-
peptidique constitue une sous-unité de la protéine.

Hémoglobine

Structure tertiaire Structure quaternaire

Fi1G. A.4 — Représentation de la structure tertiaire et quaternaire de la protéine d’hémoglobine.
En cyan, les parties désorganisées appelées boucles. En violet, les hélices-a. En bleu, les hélices
310- En gris et en transparent, représentation de la surface de la protéine d’hémoglobine.
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A.0.2 Structure des acides nucléiques

Il existe deux types d’acides nucléiques : I'acide désoxyribonucléique (ou ADN) et l'acide
ribonucléique (ou ARN).

L’ADN constitue le matériel héréditaire tandis que ’ARN sert surtout d’intermédiaire dans
la circulation de I'information génétique de ’ADN a la protéine. Ces deux molécules sont consti-
tuées par une succession d’unités comprenant toutes un groupement phosphate, un sucre et une
base nucléique. Il existe 5 types de bases regroupés en deux familles : les purines (R) contenant
I’adénine et la guanine (bases a deux cycles aromatiques) et les pyrimidines (Y) contenant la cy-
tosine, la thymine et 'uracile (base a un cycle aromatique). Ces bases sont présentées figure

O o}

H,C N 4
i f\ <1/N |5 6\ 3 \kaaH SELNBH
J Lo Lk

9N°N?NH

Adenine Guanine Cytosine Thymine Uracile

Purines (R) Pyrimidines (Y)

F1a. A.5 — Les cinq bases nucléiques. Les atomes sont numérotés selon la nomenclature standard.

Les molécules d’ADN et d’ARN different par deux caracteres :
— La base thymine présente dans ’ADN est remplacée par la base uracile dans ’ARN.
— PARN possede un groupement hydroxyle en position 2’ sur la molécule de sucre. C’est la
différence au niveau de ce groupement qui explique le nom respectif de chaque molécule : le
sucre présent au niveau de ’ARN est un ribose tandis que le sucre présent au niveau de ’ADN
est un désoxyribose.

La structure de la molécule dA’ADN : I[’ADN, dans sa forme native, est une molécule en
double hélice (voir figure . Les bases jouent un role déterminant dans la stabilité de cette
molécule :

— Chaque base purique d’une hélice est associée a une base pyrimidique. Il existe, plus exacte-
ment, deux types de paires. La paire adénine-thymine (A-T) est reliée par deux liaisons hydrogene
tandis que trois liaisons hydrogeéne sont nécessaires pour la paire cytosine-guanine (C-G) (voir
figure .

— Les liaisons hydrogene sont des liaisons tres flexibles et ne suffisent pas a elles seules a expliquer
la stabilité de la double hélice d’ADN. Ces liaisons hydrogene sont complétées par des arrange-
ments verticaux des cycles aromatiques des bases. Cet empilement, dit en stacking, permet de
restreindre la flexibilité des bases.

La structure d’ADN la plus commune est la forme B : c’est cette structure qui a été décrite
par Watson et Crick (voir figure . Cette molécule est orientée vers la droite et compte, en
moyenne, 10 paires de bases par tour représentant un pas d’hélice de 34 A. Ces paires de bases
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and Sillon

Fic. A.6 — Structure de ’ADN en double hélice. La structure de ’ADN est stabilisée par les
paires de bases complémentaires : A-T et C-G. les liaisons hydrogene forment des appariements
Watson-Crick. La position des sucres permet de définir un grand et un petit sillon représentant
des zones d’accessibilité aux bases.

sont majoritairement perpendiculaires a I'axe de I'hélice.

Il existe aussi une forme A de la molécule d’ADN. Celle-ci se caractérise par des groupes
phosphate plus rapprochés que dans le cas de la forme B (voir figure . Ceci entralne un
éloignement des paires de bases par rapport a ’axe de I'hélice. Le pas de I’hélice est alors de
28 A équivalent a 11 paires de bases par tour. Le diametre de I’hélice est alors agrandi par
rapport a la forme B. Cette conformation entraine des changements conformationnels au niveau
des sillons : le grand sillon devient profond et étroit tandis que le petit sillon s’élargit et devient
superficiel.
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Enfin, il existe une derniére forme canonique de molécule d’ADN : la forme Z (voir ﬁgure.
Ce type de molécule est orienté vers la gauche. Le pas de I'hélice est de 45 A et il faut 12 bases
pour faire un tour complet. Cette forme présente un grand sillon compléetement convexe tandis
que le petit sillon central s’approfondit et se remplit de molécules d’eau.

forme Z

F1a. A.7 — Représentation des formes les plus classiques de la molécule d’ADN (vues de coté et
vues de dessus) : la molécule ’ADN-A (PDB id : 414B), la molécule ’ADN-B (PDB id : 428D)
et la molécule ’ADN-Z (PDB id : 1DNF).

1l existe d’autres assemblages que les doubles hélices d’ADN tels que les formes trimériques
servant & la lecture des séquences d’ADN ou les formes tétramériques apparaissant dans les
télomeres.

La structure de la molécule d’ARN : Bien qu’en reégle générale la molécule d’ARN soit
simple brin, il existe des formes double brins. Dans ce cas, la paire thymine-adénine est rem-
placée par la paire uracile-adénine. Contrairement a la molécule d’ADN qui présente différentes
formes de dimeres, la molécule d’ARN se caractérise par une forme unique : la forme A. Cette
forme a un pas d’hélice de 11 paires de bases et présente un grand sillon profond et étroit et un
petit sillon large et superficiel. Cette forme d’ARN partage donc de nombreuses caractéristiques
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avec la molécule d’ADN-A c’est pourquoi elle porte le méme nom.

Les molécules d’ARN peuvent aussi former de nombreux mésappariements transformant la
structure de celle-ci; des protubérances apparaissent alors et la forme des sillons est transformée

(voir figure [A-g).

Ribozyme

F1G. A.8 — Visualisation de 3 structures formées par des brins d’ARN : un dimeére d’ARN (PDB
id : 405D), un ARN de transfert (PDB id : 1IEVV) et un ribozyme (PDB id : 1HR2).

Outre la fonction de messager de I'information génétique, les molécules ’ARN ont également
d’autres fonctions comme les ARN de transfert ou les ribozymes (voir figure . Les ribozymes
(contraction de ribonucléique et enzyme) sont des molécules d’ARN capables de cliver d’autres
molécules d’ARN. Il peuvent intervenir dans les phénomeénes d’épissage en catalysant ’excision
d’introns. Les ARN de transfert jouent un role primordial dans la phase de traduction qui permet
de passer d'un ARN messager & une protéine. Les ARN de transfert prélevent des acides aminés
dans le cytoplasme et transferent ceux-ci au niveau du ribosome. Il ont une forme caractéristique
en L avec deux bras en angle droit. Un bras est appelé bras accepteur : c’est sur celui-ci que se
fixera ’acide aminé. L’autre bras est appelé bras anticodon et porte la boucle anticodon formée
de 3 nucléotides permettant 'appariement a la molécule d’ARN messager.

Le ribosome est un assemblage d’un grand nombre de protéines et de molécules d’ARN
ribosomique (ARNr). Sa fonction est de synthétiser les chaines polypeptidiques a partir de
molécules d’ARN messager et d’ARN de transfert. Le ribosome est constitué de deux sous-unités :
la sous-unité 30S et la sous-unité 50S (voir figure [A.9). De nombreuses études structurales ont
été réalisées et se poursuivent pour comprendre les mécanismes exacts mis en jeu au niveau du

ribosome.
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ribosome : sous-unités 30S a gauche et 50S a droite. Image créée par David

Fic. A9 - Le

Goodsell pour la série : Molecule of the Month.
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Annexe B

Calcul de la taille de I’'interface a
I’aide d’Intersurf

B.0.3 Définition de ’aire de ’interface

La taille de l'interface entre protéines est généralement mesurée par la différence entre ’aire
de la Surface Accessible au Solvant (notée SAS : voir la section 3.2.1 pour la définition de cette
surface) du complexe et celle des composés séparés. Cette mesure est appelée 1'aire de la surface
enfouie et est notée B :

B = Asasprot.l + Asasprot.Q - Asascomple:pe

Certaines études utilisent la valeur de la surface enfouie par sous-unité (Jones et Thornton,
1995, [1996). Dans ce cas, il est nécessaire de diviser B par deux.

Il existe divers programmes permettant de calculer cette aire d’interface. Nous citons, a titre
d’exemple, NACCESSZ’EI (Hubbard et Thornton, 1992), programme & installer sur ordinateur.
Il existe aussi divers serveurs comme PROTORPF’_Z] (Reynolds et al., 2008), PROFACEF_SI (Saha,
et al),[2006) ou INTERVORPY| (Cazals et al., [2006).

Enfin, H. Edelsbrunner et al. ont aussi développé un programme qui calcule certaines carac-
téristiques de I'interface macromoléculaire comme son aire ou sa forme (Ban et al., [2004).

B.0.4 Mesure de l’aire de l'interface avec Intersurf

Nous avons modifié le programme Intersurf (Ray et all 2005)). Ce programme visualisait
I'interface de complexes macromoléculaires grace a I'utilisation de la tétraédrisation de Delaunay
mais ne calculait pas l'aire de cette interface (pour la version du Plugin fourni par VMD). Nous

33http://www.bioinf .manchester.ac.uk/naccess/
34http://www.bioinformatics.sussex.ac.uk/protorp/
3%http://202.141.148.29/resources/bioinfo/interface/
3%http://cgal.inria.fr/Intervor/
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Annexe B. Calcul de la taille de Uinterface a l'aide d’Intersurf

avons ajouté cette fonction en calculant la somme des aires de chaque triangle composant cette
interface. Nous avons comparé les calculs de l'aire de l'interface de 70 complexes avec la valeur
de laire de la surface enfouie calculée par |Chakrabarti et Janin (Chakrabarti et Janin| [2002).
Les valeurs respectives de laire de l'interface et de la surface enfouie sont présentées table [B:1]
Nous avons aussi comparé les valeurs obtenues avec celles calculées par le serveur PROTORP
(Reynolds et all 2008])). Les résultats de corrélation sont présentés figure

2500 2000
y = 0.40946x - 9.3727 y=0.4938x-29733

R=0923 R'=0.945

2000
1500
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'g 1500 %
e = 1000
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£ 1000 e
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B (Chakrabarti & Janin) B (Chakrabarti & Janin)

Fia. B.1 — Corrélation entre ’aire de I'interface calculée par Intersurf ou PROTORP et laire
de la surface enfouies calculée par [Chakrabarti et Janinl

Les valeurs de corrélation entre la surface calculée par Intersurf et la surface enfouie sont
en accord : le facteur de corrélation R? étant égal & 0.923. Ce facteur est un peu moins élevé
que celui de PROTORP (R? = 0.945) mais, contrairement & PROTORP, Intersurf permet de
calculer l'aire de linterface pour des oligomeres et non pas seulement pour des dimeres. Le
facteur de corrélation reste en tout cas bien plus élevé que celui du programme développé par
H. Edelsbrunner et al. (R? = 0.742) en utilisant les valeurs présentées dans la publication de
RECOMB 04 (Ban et al.,|2004). Toutes ces valeurs sont encore en deca du facteur de corrélation
de 0,98 obtenu avec INTERVOR (Cazals et al., [2006]).

Ces travaux restent, pour l'instant, préliminaires et des tests supplémentaires seront réa-
lisés pour choisir au mieux certaines valeurs comme la distance entre les atomes considérés a
I'interface : celle-ci est fixée actuellement & 9 A mais pourrait étre ajustée.

Les images et les calculs d’interfaces présentés dans les chapitres 1 et 2 de cette thése ont
été réalisés grace a Intersurf.
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TAB. B.1 — Comparaison des résultats d’Intersurf avec ceux de PROTORP pour les complexes

présentés dans la publication (Chakrabarti et Janin, 2002)

Code PDB

Complexes

Aire de I'interface (en A?)

Protease-inhibiteur (18)

2pte (E-I)
lmect (A-I)
lavw (A-B)
3tpi (Z-1)
1tgs (Z-1)
1cho (FG-I)
lacb (E-I)
lcbw (BC-D)
1ppf (E-I)
1fle (E-T)
2kai (AB-I)
lhia (AB-T)
3sgb (E-I)
lese (E-I)
2sic (E-I)
2sni (E-I)
1stf (E-I)
4cpa (A-T)

Trypsin-PTI

Trypsin-bitter gourd inhibitor
Trypsin-soybean inhibitor
Trypsinogen-PTI
Trypsinogen-PSTI
Chymotrypsin-ovomucoid
Chymotrypsin-eglinC
Chymotrypsin-PTI
Elastase-ovomucoid
Elastase-elafin

Kallikrein-PTI
Kallikrein-hirustatin

S. griseus protease B-ovomucoid
Subtilisin-eglinC
Subtilisin-SSI

Subtilisin-CI2

Papain-stefin
Carboxypeptidase A-inhibitor

Large protease complexes (5)

1bth (LH-P)
4hte (LH-T)
1tbq (LH-R)
1dan (LH-TU)

ThrombinE192Q-PTI
Thrombin-hirudin
Thrombin-rhodniin

Factor VIIA-soluble tissue factor

Antibody-antigen (18)

1jhl (HL-A)
1vib (AB-C)
lmlc (AB-E)
lyqv (HL-Y)
3hfm (HL-Y)
1fbi (HL-X)
1mel (A-L)
1dvf (AB-CD)
Infd (AB-EF)
lao7 (DE-A)
ljel (HL-P)
Inca (HL-N)
1lnmb (HL-N)
Insn (HL-S)
losp (HL-O)
1gfu (HL-AB)
liai (HL-MI)
1kb5 (HL-AB)

Fv D11.15-lysozyme

Fv D1.3-lysozyme

Fab D44.1-lysozyme

Fab HyHELb5-lysozyme

Fab HyHEL10-lysozyme
Fab 9.13.7-lysozyme

Camel H chain-lysozyme

Fv D1.3-Fv E5.2

Fab H57-N15 T cell receptor
T cell receptor-HLA A2

Fab Jel42-HPR

Fab NC41-flu neuraminidase
Fab NC10-flu neuraminidase
Fab N10-Staph. nuclease
Fab-Borrelia OSP A

Fab BH151-flu H1X31

Fab 730.1.4-Fab 409.5.3

Fab Désiré-1-TCR Fv

Chakrabarti et Janin|

1430
1510
1740
1600
1720
1470
1540
1460
1320
1770
1340
1740
1270
1490
1620
1630
1690
1360

2240
3310
3470
3180

1250
1380
1390
1710
1610
1690
1690
1630
1620
1990
1360
1950
1290
1780
1470
1840
1890
2320

PROTROP?

Intersurf

660
663
803
650
795

728
592
692

513
640
723
727
805
569

648
725
889
643
778
733
696
613
735
717
745
824
632
671
731
762
803
561

1134
1438
1656
1802

630
723
607
739
851
723
702
820
797
872
694
1037
783
1038
776
882
943
1142
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Annexe B. Calcul de la taille de Uinterface a l'aide d’Intersurf

TAB. B.2 — Comparaison des résultats d’Intersurf avec ceux de PROTORP (suite).

Code PDB Complexes Aire de l'interface (en A?)

Chakrabarti et Janinik PROTROP? Intersurf

Enzyme complexes (8)

2pce (A-B) Peroxidase-Cytochrome ¢ 1140 570 615
lgla (G-F) Glycerol kinase-Factor I11Glc 1300 615 671
1brs (A-D) Barnase-Barstar 1560 781 731
ludi (E-T) Uracil DNA glycosylase-inhibitor 2020 1025 956
1dhk (A-B) A-Amylase-bean inhibitor 3020 1446 1724
1fss (A-B) Acethylcholinesterase-fasciculin 1970 952 865
lydr (E-I) Protein kinase A-inhibitor 2000 921 843
1dfj (E-T) RNase A-RNase inhibitor 2580 1328 1546

G-proteins, cell cycle, signal transduction (11)

la0o (A-B)  CheA-CheY 1130 579 495
lgua (A-B) RaplA-cRafl 1290 669 632
1a2k (CD-B) Ran-NFT2 1650 — 828
lagr (A-E) G14-RGS4 1630 832 920
1tx4 (B-A) Rho-Rho GAP 2280 1110 1158
1gg2 (A—BG) Gla' Gl,@lny 2330 - 1196
lgot (A-BG)  Transducin G- Gigy 2500 — 1507
2trc (BG-P)  Gygy-phosducin 4430 — 2259
1fin (A-B) CDK2-cyclin A 3400 1609 1435
laip (A-CD)  EFtu-EFts T. thermophilus 2880 — 1410
lefu (A-B) EFtu-EFts E. coli 3630 — 1677

Miscellaneous (10)

lak4 (A-C) Cyclophilin-HIV capsid 930 461 537
lige (A-LH)  Protein G-Fab MOPC21 1130 — 595
lefn (A-B) Fyn SH3 domain-HIV Nef 1250 630 510
1fc2 (D-C) Protein A-FC fragment 1300 602 630
1seb (AB-D) HLA DRI-enterotoxin B 1340 — 661
latn (A-D) Actin-DNase I 1770 960 772
lycs (A-B) p53 core-53BP2 1500 786 688
2btf (A-P) Actin-Profilin 2060 1051 953
lhwg (BC-A) HGH receptor-human growth hormone 4200 — 1976
1dkg (AB-D) Grep E-DNA K 1970 — 1143
All interfaces  Average 1883 — 922
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Annexe C

Calcul de la valeur de propension

Le terme de propension (propensity) est généralement défini comme le ratio entre la contri-
bution d’un résidu a l'interface d’un complexe et la contribution de celui-ci au niveau de la
surface des protéines.

Jones et Thornton| ont défini ce terme comme :

Yo ASAa, )/ Yoty ASAg

propension d’un acide aminé AA; =
L AS A/ i AS A,

ou Zf\il ASAy A;(3) représente la somme des surfaces accessibles au solvant (ASA : voir
annexe précédente) des résidus de type j a l'interface. vazll ASA(;) la somme des surfaces acces-
sibles au solvant de tous les types de résidus a 'interface. vazsl ASApa,(s) représente la somme
des surfaces accessibles au solvant des résidus de type j a la surface d’une protéine. Zfi*l AS A
la somme des surfaces accessibles au solvant de tous les types de résidus a la surface d’une pro-
téine. IV; est le nombre de résidus a l'interface et Ny est le nombre de résidus présent & la surface
d’une protéine (Jones et Thornton 1996]).

Cette définition a été utilisée dans plusieurs travaux comme ceux de [Jones et all [Nadassy
et al.lou Ellis et al.| (Jones et Thornton, 1997; Jones et al., [1999; Nadassy et al., 1999; Jones
et al., 2001} [Ellis et al., [2007).

Ce terme de propension a aussi été défini par Kim et al. comme un ratio de fréquences (Kim
et al., 2006). Soit f; la fréquence d’un acide aminé AA; A la surface d'une protéine et f, la
fréquence d’un acide aminé AA; a I'interface d’'un complexe.

n; —= n;
fi== —fi=<=m—
21:1 ng Zi:1 n;

ou n; est le nombre d’acides aminés de type ¢ a la surface de la protéine et m; est le nombre
d’acides aminés de type ¢ a 'interface du complexe.
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Annezxe C. Calcul de la valeur de propension

La propension P; pour un acide aminé AA; s’écrit donc :
_fi
fi

Cette définition a été reprise par Ponstingl et al.| ou par Lejeune et al.| (Lejeune et al., 2005;
Ponstingl et al., [2005]).

B

Enfin, certains travaux présentent aussi les deux types de calculs basés sur la surface acces-

sible au solvant ou sur la fréquence des résidus a l'interface (Bahadur et al. [2003] 2008).
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Annexe D
Le pipeline graphique

Au milieu des années 90, les cartes graphiques, qui jusque la se limitaient & afficher I'image
construite sur les processeurs de l'ordinateur (CPU), furent dotées de processeurs dédiés : les
GPU. Ces derniers ont acquis au fur et a mesure de leur évolution une mémoire propre dédiée,
la capacité a dessiner des objets 2D puis 3D. L’ensemble des étapes de traitement intervenant
dans un GPU est regroupé sous 'appellation : pipeline graphique.

Comme le montre la figure le pipeline prend en entrée des sommets qui peuvent étre
assemblés en primitives (points, lignes, triangles ou polygones). Ces primitives sont ensuite
discrétisées en fragments durant ’étape de rasterisation. Les fragments peuvent étre considérés
comme des “pré-pixels” en trois dimensions. Ces fragments vont ensuite subir des transformations
pour étre transformés en pixels. Ces pixels seront stockés dans la mémoire écran (framebuffer)
pour donner 'image finale. Deux unités sont essentielles dans le pipeline graphique : I'unité de
traitement des sommets et 'unité de traitement des fragments. Vers le début des années 2000,
ce pipeline a été ouvert a ’exécution de code utilisateur en permettant aux unités de sommets
et de fragments de devenir programmables. Ces unités ont alors été renommées “processeur de
fragments” et “processeur de sommets” (ou respectivement Vertexr Shader et Fragment Shader).
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Annexe D. Le pipeline graphique

SOMMETS ° PRIMITIVES
o
[+]
o
CPU . GPU
.
y N TRAITEMENT DE
Attributs . Assemblage -
de sommets M_{de primitives Rasterisation i
+  |Transformation / Eclairage
: Mémoire Opérations TRAITEMENT DE
' écran de fragment FRAGMENTS
" Application de textures
PIXELS FRAGMENTS
SOMMETS ° PRIMITIVES
[e]
[+]
[e]
CPU ! GPU ‘ e
Attributs * PROCESSEUR Assemblage - .
de sommets, DE SOMMET de primitives Rasterisation H
| Buffers de
» sommets
! Mémoire Opérations PROCESSEUR |."" "
' écran de fragments DE FRAGMENT
PIXELS e FRAGMENTS
jnmi 1

F1a. D.1 - Principe du pipeline graphique standard (haut) et son évolution vers plus de flexibilité
depuis le début des années 2000 (bas). Figure issue de (Castanié, |2000)
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In this work, we describe how the Erbin PDZ domain interacts with Smad3, a transductor of the Trans-
forming Growth Factor-beta (TGFB) pathway, via its MH2 domain. This interaction was described as
important for TGF signaling as it could potentially repress the transcriptional activity of the growth fac-

tor. In order to clarify our preliminary experimental observations pointing this interaction, we built a 3D

Keywords:

Erbin PDZ

Smad3 MH2

Proteins interaction
Non-canonical PDZ binding
Electrostatic interactions

model of the Erbin PDZ/Smad3 MH2 complex and checked its stability using molecular dynamics simu-
lations. This model pointed out charged residues in Smad3 and Erbin which could be important for the
interaction. By introducing point mutations of these residues within the proposed binding domains,
we experimentally confirmed that arginine 279, glutamic acid 246 in Smad3 and glutamic acid 1321
in Erbin are important for the binding. These data suggest a possible novel interface of binding in the
Erbin PDZ domain and reveal an unconventional mode of interaction for a PDZ domain and its ligand.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

PDZ (PSD-95, Discs-Large and ZO-1) domains are ~90 residues
in length and adopt a common fold consisting of a B-barrel com-
prising 6 B-strands (BA to BF) capped by two a-helices (aA and
aB) [1]. Most frequently, PDZ domains recognize the very C-ter-
minal peptide of proteins, thereby bringing signaling pathway
components into proximity [2]. Erbin is a scaffold cytoplasmic
protein originally identified as an interactor for the receptor
tyrosine kinase ErbB2 [3]. Erbin belongs to the LAP (LRR And
PDZ) protein family which is composed of 16 LRRs (Leucine-Rich
Repeats) in the amino-terminal position and PDZ domains in the
carboxy-terminal region [4]. Erbin contains a single PDZ domain
able to bind to the VPV carboxy-terminal sequence of ErbB2
(class II motif) or with class I interacting proteins [5,6]. This ver-
satility can be explained in part by the structure of the Erbin
PDZ domain that deviates from the canonical PDZ fold in that
it contains a single o-helix [7,8].

The Smad proteins are transducers of TGFB receptors and are
categorized in three distinct groups based on function and se-
quence homologies [9]. The receptor-regulated Smads (R-smad)
are substrates for TGFB type I receptors (Smad 2, 3, 5, 8).

* Corresponding author. Address: Inserm, U891, Centre de Recherche en Cancé-
rologie de Marseille, Pharmacologie Moléculaire, F-13009 Marseille, France. Fax:
+33 (0)4 91 26 03 64.

E-mail address: jean-paul.borg@inserm.fr (J.-P. Borg).

! These authors contributed equally to this work.

0006-291X/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbrc.2008.10.175

Smad4 is a “common” Smad that heterodimerizes with phos-
phorylated R-Smads. Finally, the inhibitory Smads (Smad 6
and 7) antagonize R-Smad functions and therefore TGFB signal-
ling. Smad3 shares a common domain configuration with other
R-smads and Smad4 consisting of an amino-terminal DNA-bind-
ing domain (MH1 domain) and a carboxy-terminal effector do-
main (MH2 domain) separated by a linker region. At the
plasma membrane, the MH2 domain of Smad3 interacts with
SARA [10] and with the TGFp receptor [11,12]. After dissociation
from the receptor, the MH2 domain of Smad3 interacts with
Smad4. Following dimerization or trimerization, Smad3 and
Smad4 translocate into the nucleus to turn on a transcriptional
program [9].

Using biochemical approaches, we have shown that the Erbin
C-terminal region comprising the PDZ domain is required to
interact with the Smad3 MH2 domain. To unravel the molecular
mechanism of this association, we used a protein docking strat-
egy to model this interaction. According to the results obtained
from the simulations, residues within the Smad3 MH2 and the
Erbin PDZ domains were pinpointed for their role in the interac-
tion. We validated their role by introducing point mutations in
Smad3 and Erbin, and by experimentally confirming their contri-
bution. According to our model, the PDZ domain of Erbin is en-
gaged in a novel interaction that does not require the classical
binding pocket.

Biophys. Res. Commun. (2008), doi:10.1016/j.bbrc.2008.10.175
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Materials and methods

Plasmids and antibodies. Antibodies directed against Smad3
(FL425, 120), Smad1/2/3 Myc (9E10), and Scrib (C20) were obtained
from Santa Cruz. The anti-B-catenin antibody was purchased from
BD Transduction Laboratories. Anti-HA (4F10) and anti-Flag (M2)
antibodies were purchased from Roche and Sigma, respectively. The
rabbit polyclonal anti-Erbin antibody was described previously [3].

The human Erbin constructs were described previously [3]. The
human Smad3 cDNA (generous gift from Dr. T. Wang) was cloned
into pcDNA-HA and pCMV6-Flag. The pcDNA-HA or pDEST15 Smad3
and pDEST15-Erbin (GST fused proteins) constructs were obtained
by PCR using the Gateway cloning system (Invitrogen). HA and
GST-Smad3-MH2 (residues 229-425) and GST-Erbin'?*7-1371 were
mutated using the site-directed mutagenesis Quick Change kit
according to manufacturer’s instructions (Stratagene) to obtain the
following mutants: E;46L, D252A, Ry70M, Ry79E, E284A, Eq321R and
E1321L.

Cell culture. Non-transformed human mammary epithelial
MCF10-2A cells were cultured in Ham’sF12/DMEM Glutamax (Gib-
co) supplemented with 5% horse serum, 10 pg/mL insulin, 20 ng/
mL EGF, 100 ng/mL cholera toxin, 500 ng/mL hydrocortisone,
100 U/mL penicillin and 100 pig/mL streptomycin. COS cells were
grown in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-glutamax (DMEM,
Gibco) containing 10% fetal calf serum and transfected using
FuGENEG6 reagent (Roche) according to manufacturer’s instruc-
tions. Two days after transfection, cells were lysed in lysis buffer
(50 mM HEPES pH 7.5, 10% glycerol, 150 mM NacCl, 1% Triton
X100 1.5 mM MgCl,, 1 mM EDTA).

Biochemical experiments. For GST pull-down assays, cell lysates
were incubated with 4 pg of GST-fusion proteins for 2 h at 4 °C.

A IPs

anti-Scrib

anti-Erbin 175

67
—— Smad2

anti-Smad e
- — Smad3

anti-Lano |67

i

Cc

\aJ
&S
Myc-Erbin <~ N ELSS

Flag-Smad3 +
67

Lysate [ = =] " aniiSmag3
67

IP anti-Myc &
4 anti-Myc

Beads were then washed once with lysis buffer and twice with HNTG
buffer (50 mM HEPES pH 7.5, 10% glycerol, 150 mM NacCl, 0.1% Triton
X-100). For immunoprecipitation, 300 pig of cell lysates were incu-
bated with 2 ng of the indicated antibodies overnight at 4 °C fol-
lowed by additional 1 h incubation with protein A or protein G
agarose beads. Beads were then washed once with lysis buffer and
twice with HNTG buffer. Cell extracts and immunoprecipitates were
analyzed by immunoblotting using the indicated antibodies.

Modeling interacting domains, docking and molecular dynamics
calculations. To model the Erbin interacting region of interest (res-
idues 1257-1371), we used as a starting point the crystal structure
of the human Erbin PDZ (PDB Id: 1MFG [8]) that included residues
A1277 to Sq371. In order to have the structure of the whole C-termi-
nal interacting domain, it was necessary to model the part between
V1257 and Ly»76. For that purpose, we used the PDZ domain of Par6
(PDB Id: 1NF3 [13]). We used the crystal structure of human
Smad3 MH2 domain (PDB Id: 1MJS [14]). As a template to model
the complex between the Erbin PDZ and Smad3 MH2 domains,
we used the published Par6/Cdc42 complex [13]. In order to check
the stability of the obtained 3D model of the complex, an energy
minimization procedure was used followed by 16 ns molecular
dynamics (MD) simulation recorded for the system immerged in
a explicit solvent box (details in Supplementary material).

Results and discussions
Smad3 interacts with the C-terminal region of Erbin
In an effort to identify partners for Erbin, we and other groups

performed yeast two hybrid screens and, among the obtained
clones, proteins of the Smad family were pulled out [15]. By this
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1 436 853 1257 1371 to Smad3
Erbin FL €02 +
1-853 !
853-1371 +
mutPDZ ——@® :
853-1257 —r +
1257-1371 ! @ +
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N
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Fig. 1. Smad3 interacts with the carboxy-terminal region of Erbin. (A) MCF10.2A cell extracts were subjected to immunoprecipitation with anti-Myc and anti-Smad1/2/3
antibodies. The anti-Smad3 antibody recognizes Smad2 and Smad3. Expression levels of endogenous Smad2 and Smad3 are too weak to be detected in total cell lysates. (B)
Scheme of Erbin constructs. (C) COS cells were transfected with Flag-Smad3 and Myc-Erbin constructs Cell lysates were subjected to immunoprecipitation with anti-Myc
antibody. (D) Pull-down assay on COS cell extracts expressing HA-Smad3s. Asterisks indicate the position of the GST proteins revealed by Ponceau Red staining.
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method, a direct interaction between Smad3 and Erbin was charac-
terized. A detailed picture of this novel interaction remains elusive
so that we first tried to confirm it by biochemical means. Proteins
extracted from MCF10.2A, a mammary epithelial cell line, were
subjected to immunoprecipitation using a pan anti-Smad antibody
recognizing Smad1, Smad2 and Smad3 (Smad1/2/3), or anti-Myc
antibodies. After western blot with appropriate antibodies, Erbin
was present in the anti-Smad immunoprecipitation. Lano and
Scrib, two homologs of Erbin, did not interact with Smad proteins
(Fig. 1A). Identical results were obtained using specific anti-Smad3
antibody for immunoprecipitation (data not shown). We then
mapped the Smad3 binding domain in Erbin. First, we cotrans-
fected HA-Smad3 with Myc-Erbin full length (FL), Myc-Erbin!-8>3
(1-853) and Myc-Erbin3>3-1371 (853-1371) constructs in COS cells
(Fig. 1B). Immunoprecipitation with anti-Myc antibody showed
that Smad3 interacts with the carboxy-terminal region of Erbin
(853-1371) that contains the PDZ domain (Fig. 1C). In order to
evaluate the role of the PDZ domain in this interaction, we ex-
pressed a mutated version of Erbin unable to bind PDZ ligands
(Myc-Erbin mutPDZ). Two point mutations (residues Hi347G134s
changed to Y;347D1348) introduced into the helix aB of the Erbin
PDZ domain were shown to provoke a poor binding of the Erbin
PDZ domain to class I and II ligands [3]. This mutation does not
abolish Smad3 binding, suggesting that either the PDZ domain is
not involved in this interaction or that the classical binding pocket
is not required for the binding (Fig. 1C).
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To map the Erbin region involved in the interaction with
Smad3, we also used different constructs of Erbin fused to the
GST. We showed that Erbin®3-12>7 (853-1257) and Erbin'?%7-137!
(1257-1371) interact with Smad3 (Fig. 1D). Interestingly, the
fragment 1257-1371 of Erbin also contains the PDZ domain
while Smad3 does not contain an obvious PDZ binding motif
in its C-terminal position. As demonstrated hereafter, the PDZ
alone fused to the GST protein (GST-Erbin'?8%-1371) is able to
bind to Smad3 (Fig. 4C).

Our data suggest therefore that the interaction between
Smad3 and the C-terminal region of Erbin implies several protein
moieties and is specific since Erbin homologs can not bind Smad3
(Fig. 1A). We identified the Smad3 MH2 domain binding sites in
the Erbin C-terminal part where two regions (residues 853-
1257 and 1257-1371, Fig. 1D) were shown to bind to Smad3.
These data are in partial agreement with two recent papers
describing a direct interaction between the Smad3 MH2 domain
and Erbin: Warner et al. identified the Erbin 1004-1280 sequence
as important for the binding whereas Dai et al. narrowed down
the interacting region to residues 1172-1282 [15,16]. We have
also shown that the Erbin PDZ alone (residues 1280-1371) can
interact with Smad3. Warner et al. proposed, by two-hybrid assay
in yeast, that this domain is not sufficient for Erbin to bind to
Smad3. Nevertheless, a deletion of the PDZ domain in Erbin was
shown to diminish the Smad3/Erbin interaction suggesting a
potential contribution of this domain [15].
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Fig. 2. The Smad3 MH2 domain interacts with the carboxy-terminal region of Erbin. (A) Scheme of Smad3 constructs. (B) COS cells were transfected with the indicated HA-
Smad3 constructs and Myc-Erbin. Cell lysates were subjected to immunoprecipitation with anti-Myc antibody. Asterisks indicate the HA-Smad3 constructs coimmuno-
precipitated with Erbin (FL, L+MH2 and MH2). (C) The mentioned GST proteins were used to pulldown Myc-Erbin'?°7-137! revealed with anti-Myc antibody (bottom panel).

The MH2 domain binds to Erbin. The R79M mutation decreases the binding to Erbin.
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The MH2 domain of Smad3 is required for the Erbin-Smad3
interaction

We next characterize the region of Smad3 involved in binding
to Erbin. HA-tagged Smad3 constructs corresponding to the differ-
ent regions of the protein (Fig. 2A) were transfected into COS cells
together with a Myc-tagged version of Erbin. Immunoprecipitation
using anti-Myc antibody confirmed that the Smad3 MH2 domain
interacts with Erbin (Fig. 2B), a result in agreement with previous
reports [15,16]. This interaction was confirmed by GST pull-down
using GST-MH1 and MH2 fused proteins in presence of Myc-Erbin
(Fig. 2C). Using different truncation MH2 constructs, we could
show that the carboxyl-terminal SSVS residues of Smad3 are not
required for the interaction (data not shown). We thus conclude
that Erbin and Smad3 are engaged in an interaction involving the
MH2 domain of Smad3.

Molecular dynamics analysis highlights strong charged interactions

To better understand this interaction involving a PDZ domain,
we build a 3 D model of the complex and try to identify particular
residues involved in the interaction between the C-terminal region
of Erbin (residues 1257-1371) and the Smad3 MH2 domain.

The interface between the two proteins has a classical size for a
protein-protein heterodimer: ~1600 A% [17]. This contact area is
divided in two parts: one is between the Erbin residues 1257-
1280 and the MH2 domain (~1200 A2); the other is between the
PDZ itself and the MH2 domain (~400A2) (Supplementary
Fig. 4A). The analysis of the interface properties along the 16 ns

Smad3 MH2 domain

0 2 4 6 8 10 12 14 16
time (ns)

Erbin PDZ domain

2 a 6 8 10 12 14 16
time (ns)

Kcal/mol.

Molecular Dynamics (MD) trajectory revealed interesting features
concerning these two interacting parts. Firstly, at the 1200 A?
interface, there are mostly hydrophobic and polar interactions be-
tween the Erbin peptide chain (residues 1257-1280) and the MH2
domain (Supplementary Fig. 4B). These interactions are numerous
and stable but not really strong according to the obtained energy
profiles (Fig. 3). On the contrary, we identified stronger interac-
tions between charged residues which are located in the second
smaller area of ~400 A? (Fig. 3). Here, three couples of interacting
residues are found (presenting similar energy profiles): Smad3-
E46 interacts with Erbin-R;,7;, Smad3-D,g, interacts with Erbin-
Ki326 and Smad3-R,79 in Smad3 interacts with Erbin-E 3. Fur-
thermore, close to Smad3-R,79, we observed that R,g7 and R,gg also
interact with Erbin-E;33; with less strength (Fig. 3 and Supplemen-
tary Fig. 2). Thus, from our MD simulations, we highlighted two
possible sets of anchoring: one composed of numerous weak inter-
actions (hydrophilic and hydrophobic) and another driven by
strong electrostatic interactions. Furthermore, our model predicts
that these interactions are situated at the opposite side of the
canonical PDZ binding site (Fig. 3 and Supplementary Fig. 4A).

Glutamic acid 246 and arginine 279 in the MH2 domain are important
for the Smad3-Erbin interaction

To confirm our predicted model, we experimentally introduced
point mutations in the MH2 domain of Smad3 that target charged
residues important for the interaction with Erbin (E;46L, D262A and
Ry79M). A MH2 E,g4A mutant was produced as a control. The HA-
tagged Smad3 MH2 constructs were transfected into COS cells

Canonical Binding Pocket

<-50
-40
-30
-20
-10
0

Fig. 3. Model of the interaction between the PDZ and MH2 domains. Interaction energy profiles for the PDZ and MH2 domains, and representation of the complex with the
crucial interaction residues. Colored lines represent interaction energy from light blue (weak interactions) to black (strong interactions). The gray areas in the MH2 domain
diagram represent the sequences that are too flexible to be represented in the structure. The snapshot was taken at 11ns where all charged interactions were present. The
Smad3 MH2 domain is painted in blue. The Erbin PDZ domain is colored in function of the structure. a-Helices are in purple and B-strands are in yellow. An arrow points out

the canonical binding pocket of the Erbin PDZ domain.
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Wild type (WT) or single mutants (D,g2A, Ry70M Ezg4A) HA-Smad3 MH2 were expressed into COS cells. The pull-down was analyzed using anti-HA antibody and B-catenin
antibody as a control. (B) Same experiments using the HA-Smad3-MH2 E;4sL mutant. (C) COS cells were transfected with HA-Smad3-MH2 construct and lysate was

incubated with different versions of GST-Erbin!2>7-1371 (

wild type, Eq321L or mutPDZ mutants) or with GST-Erbin!289-1371_ Asterisks indicate the position of the GST proteins

revealed by Ponceau Red staining (D) Same experiments using the previous described HA-Smad3-MH2 mutants precipitated by the E;3,,L mutant of GST-Erbin'257-1371,

and expressed proteins were pulled-down using the GST-Erbin
1257-1371 © GST-Erbin'?7-137! precipitated wild type, D.g,A and
Ezs4A Smad3 MH2 mutants but had less affinity for the Smad3
MH2 R;79M mutant and E;46L mutants (Fig. 4A and B). B-catenin,
a known Erbin PDZ partner was used as a control [18]. Conversely,
a GST-MH2 R,76M precipitated weakly Myc-Erbin'?°’-137! com-
pared to GST-MH2 (Fig. 2C). Similar results were obtained with
the full version of Smad3 (data not show).

Taken together, the in vitro experiments confirmed the pre-
dicted model of the interaction between Smad3 MH2 and PDZ of
Erbin, and pointed out residues E;46 and R,79 of Smad3 as residues
implicated in the Erbin-Smad3 interaction. The arginine 279 of
MH2 domain when mutated leads to a decrease of binding to Erbin
(Supplementary Fig. 5). Ry79 is located in the L2 loop of the Smad3
MH2 domain which is involved in Smad heteromerization and reg-
ulation [19,20]. As Ry79 was shown to be important for Smad pro-
teins heteromerization and regulation [19], we focused on its
interacting residue in Erbin (E;32;) revealed by the 3D model.

Glutamic acid 1321 in the Erbin PDZ domain is involved in the
interaction with Smad3

To further validate our model, we mutated glutamic acid 1321
(E1321) in the Erbin PDZ domain. This residue is predicted to inter-
act with arginine 279 (Ry79) of Smad3 (Fig. 3 and Supplementary
Fig. 2). Glutamic acid was changed to leucine (E{321L) in the GST-
Erbin'?7-1371 protein. A pull-down was performed using COS cell
extracts containing HA-Smad3-MH2. The E;3,;L mutation reduced
the binding to HA-Smad3-MH2 but not to ErbB2 (Fig. 4C). Like al-
ready described in the Fig. 1B, the specific mutation in PDZ domain
of Erbin (GST-Erbin'?’-137! mutPDZ) abrogated the interaction
with ErbB2 but not with Smad3 (Fig. 4C). We also produced a

GST protein fused to the PDZ alone (GST-Erbin!28%-1371), This re-
combinant protein is difficult to express in bacteria. Absence of
the residues amino-terminal to the PDZ domain (1257-1276)
may impair the folding and/or the stability of the domain and so
this domain is no longer able to bind ErbB2 (Fig. 4C). As it was
shown that the (1280-1371) region non-fused to the GST is able
to bind ErbB2 in solution [13], the presence of the GST may also
impinge on the ErbB2 PDZ interaction. Nevertheless, GST-Erbin
1280-1371 ti]] binds to Smad3 (Fig. 4C) suggesting that the PDZ do-
main possesses different protein interfaces to bind Smad3 and
ErbB2. Both mutations R,;9 in the Smad3 MH2 domain and E;33;
in the Erbin PDZ domain partially impair the interaction.

Potential interaction between R,79 of Smad3 and E;3,; of Erbin

To evidence the interaction between Ry79 and E;33;, we pulled-
down Smad3-MH2 R,76M with GST-Erbin'?>7-1371 E3,,L. As shown
in Fig. 4D, the interaction was completely abrogated in the pres-
ence of the combined mutations. It must be noted that the D,gA
Smad3 MH2 mutant has no effect on the interaction like previously
demonstrated (Fig. 4A). Again, binding to ErbB2 was not affected
by the Eq3,:L mutation (Fig. 4D). These results suggest that argi-
nine 279 and glutamic acid 1321 potentially interact according to
our model (Fig. 3 and Supplementary Fig. 2).

Thus, taken together, these data are in agreement with our pre-
dicted model suggesting that (1) the Erbin PDZ and Smad3 MH2
domains interact via an interface independent of the classical
PDZ binding pocket, (2) that charged residues Ry79, Ez46 in Smad3
and Eq3,; in Erbin are important for this interaction. Ry79 is con-
served in the Smad family and was previously predicted to play a
role in the heteromerization between Smad3 and Smad4 [19]. It
contributes to the strong electrostatic interaction at the heterotri-
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meric interface. While electrostatic interactions are predicted be-
tween the PDZ and MH2 domains, hydrophobic-hydrophilic inter-
actions allow engagement between the MH2 domain and the
peptide (1257-1276) of Erbin. Dai et al. identified a region called
SID (Smad-Interaction Domain, residues 1172 to 1282) in Erbin
that interacts with the Smad3 MH2 domain and partially overlaps
with this peptide, which is in agreement with our model of interac-
tion [16]. Furthermore, the energy profile of the model (Fig. 3) shows
that Eq32; in Erbin interacts with the Smad3 “arginine patch” formed
by Ry79, Ryg7 and Rpgg similarly to the negatively charged Dggs in
Smad4 (Supplementary Fig. 2)[19]. Arecent paper shows that muta-
tion of Rpg7 in Smad3 inhibits the TGFB signaling [19]. Thus, we pos-
tulate that engagement of Erbin with the Smad3 MH2 domain may
compete with the Smad3-Smad4 interaction, and impair the ability
of Smad3 to heteromerize with Smad4 following TGFB activation.
This hypothesisisinagreement withrecent results showing that over
expression of Erbin inhibits the nuclear translocation and the tran-
scriptional activity of Smad3 by reducing the dimerization of
Smad3/Smad4 [16]. Interaction between the Erbin PDZ domain and
the Smad3 MH2 domain leaves free the PDZ domain for canonical
PDZ interactions.

Conclusions

Thus, combined experimental and theoretical results highlight a
possible new type of interaction for a PDZ domain and its ligand
provided by electrostatic interactions. On the Smad3 side, PDZ/
MH?2 interaction involves residues important for the heteromeriza-
tion of Smads: this interaction can therefore compete with the
Smad3/Smad4 interaction in provoking sterical constraints. Via
this interaction, Erbin could act as a repressor in the TGFB pathway.
Erbin also negatively regulates the MAPK pathway downstream of
tyrosine kinases including ErbB2 [13]. Erbin is thus at the cross-
roads of two signaling pathways of crucial importance in physiol-
ogy and pathology.
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Modeling and visualizing molecular surfaces is an important and challenging task in bioinformatics. Such
surfaces play an essential role in better understanding the chemical and physical properties of molecules.
However, constructing and displaying molecular surfaces requires complex algorithms.

In this article we introduce MetaMol, a new program that generates high-quality images in interactive
time. In contrast with existing software that discretizes the surface with triangles or grids, our program is
based on a GPU accelerated ray-casting algorithm that directly uses the piecewise-defined algebraic
equation of the molecular skin surface. As a result, both better performances and higher quality are

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Visualizing molecular surfaces is important since such surfaces
play a central role in molecular interactions: depicting the surfaces
is essential in understanding, for example, protein-protein or
protein-ligand assemblies.

Several surface definitions exist (see Fig. 1):

e The Van der Waals (VdW) surface was firstly defined as the
topological boundary of atom spheres. This surface gives a good
approximation of molecular surface for small molecules but
becomes rapidly complicated due to gaps and crevices. There-
fore, it is not suitable for large molecular systems [1].

e To describe surfaces of macromolecules and their possible
interactions with water molecules, Lee and Richards introduced
the solvent accessible surface (SAS) [2]; this surface is obtained
by rolling a probe sphere depicting a water molecule over the
Van der Waals surface. The trajectory of the rolling sphere center
traces out the SAS.

o A few years later, Richards defined a smooth molecular surface
[3] constructed as the union of two parts: the contact surface and
the re-entrant surface. The contact surface is the part of the Van
der Waals surface that is accessible to the probe sphere.

* Corresponding author. Tel.: +33 3 54 95 85 92.
E-mail address: chavent@loria.fr (M. Chavent).

1093-3263/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jmgm.2008.04.007

Re-entrant regions are constructed from the probe surface as it
rolls between pairs of atom. This surface representation suffers
from self-intersections. For this reason, Greer and Bush [4]
decided to define the solvent excluded surface (SES). Connolly
has given an analytical method to compute this surface [5]
commonly referred to as the molecular surface (MS).

More recently, in the more general context of computational
geometry, Edelsbrunner proposed to define a smoother surface:
the skin surface [6]. This surface can be used to represent a
molecular surface and is named molecular skin surface (MSS). It
is close to the MS representation but has extra-properties such as
smoothness and decomposability. The MSS has therefore several
advantages as compared to other molecular surface definitions
[6]: (1) the surface does not self-intersect and (2) is everywhere
tangent continuous. Moreover, MSS is composed of quadrics -
whereas MS comprises torus slices — which simplify calculations.

Starting from the pioneering algorithm proposed by Connolly
[7], numerous works have been devoted to the improvement of
methods to calculate and represent molecular surface. The goals
were still the same: providing fast and robust methods that allow
generating high-quality pictures of MS in real time. In 1994,
Varshney et al. developed a program that was easily parallelizable
[8]. The year after, Sanner proposed a method based on reduced
surfaces [9] to visualize large molecules (more than 10,000 atoms).
More recently, Can et al. proposed an algorithm to generate
molecular surface using level-set methods [10] and Bates et al.



210 M. Chavent et al./Journal of Molecular Graphics and Modelling 27 (2008) 209-216

Van der Waals
surface

Molecular surface

Solvent Accessible
surface

Molecular Skin

MolSé’EfS?%mn

Fig. 1. Surface definitions. Van der Waals and MQJ@&H@J&S&HH §eg§d using VMD [21]. Solvent accessible surface was created using YASARA [38]. These three images

were post-processed using POV-ray. Molecular skin surface was obtained using MetaMol. su

defined a minimal molecular surface [11]. These latter two
methods use a grid and marching front to display molecular
surface and cavities. All these approaches are efficient but suffer
from precision problems: in the Varshney and Sanner algorithms,
the molecular surface is triangulated while for the Can and Bates
algorithms, the surface is represented as the union of cubes so that
a level of zoom is always found where triangles or cubes appear.
Some works already triangulate skin surface [12-14]. This has two
drawbacks: (1) they need to make sure that the surface topology is
preserved. This makes the algorithm complicated (and slow). (2) At
a certain level of zoom, the triangles generate display artifacts (see
Fig. 9).

To overcome these limitations, we propose to use a ray-casting
method performed on graphics processing unit (GPU). This has two
advantages: (1) the ray-casting algorithm directly uses the
equation of the MSS and does not need to resample it and (2)
pixel-accurate images are generated in interactive time. GPU ray-
casting has been already used to represent simple molecular
models as “CPK” or “Balls and Sticks” [15,16]. In this paper, we deal
with the much more complicated case of MSS. We present the
MetaMol program devoted to display in interactive time MSS with
the best visualizing quality.

2. Methods
In Ref. [6], Edelsbrunner defines the skin surface as the

boundary of an infinite family of spheres defined from a set of
weighted points (explained further below). The skin surface has

ace

the interesting property of being piecewise defined as a set of
quadratic patches. It is this latter property that is beneficial in our
case: using the ray-casting approach, we can display the surface
from its equation, without triangulating it nor using a grid.

In this section, we will present briefly the molecular skin
surface description and properties, and how we can exploit them
with the ray-casting approach. The reader who wishes more
background material about skin surface is referred to Ref. [6] for
the original introduction of skin surface and to Refs. [17,12,13] for
detailed explanations.

2.1. Weighted points

The input data of MSS are weighted points with atomic
coordinates of a 3D molecular structure and a weight associated to
each point. A weighted point is a pair p = (z,wp) of an atom
position z € R® and a weight w, €R. To make the molecular skin
surface wrap around atom spheres (as explained in Ref. [12]), it is
necessary to define the weight as

wy = (5) % (1)

where s is named the shrink factor, with 0 <s <1 and ry is the
Van der Walls radius of the sphere centered on each atom. A
weighted points list or PDB file [18] can be used as input for
MetaMol: in this last case, atom radii are converted into weights
using Eq. (1).
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Fig. 2. The skir?sqrface in 2D of two;yvt:'fgh_ged points (in dashgd'r’ed). The green
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2.2. Molecular skin surface

2.2.1. Definition
Molecular skin surface is defined by:

¢ a set of weighted points (P):
P={p = (zw)inR xRli=1, ....,n}

where p; is a weighted point with z; as the position of ith atom
(among n atoms) and w; as its weight.
e a shrink factor s, with 0 <s < 1.

The skin surface skn®(P) is its boundary of bdy*(P) (see
Fig. 2):skn’(P) = dbdy*(P)where bdy*(P) is an infinite family of
shrunk spheres generated from the finite set of weighted points
(P) and is named the body (see Section 4 of Ref. [6] for details). d
denotes the boundary of the union of the set of balls.

2.2.2. Equation of the MSS

Using this definition, Edelsbrunner proved that the MSS is a
piecewise quadratic surface. This property is interesting for us
since quadratic surfaces can be easily ray-casted. The intersection
between a ray and a quadratic surface can be obtained in a closed
form. The pieces of the MSS correspond to the cells of a geometric
structure called the mixed complex.

The mixed complex, associated with a shrink factor s, may be
thought of as an intermediate structure between the weighted
Delaunay tetrahedralization and the weighted Voronoi diagram.
The weighted Delaunay tetrahedralization, or regular tetrahedra-
lization, is a collection of points that form tetrahedra. The weighted
Voronoi Diagram is the dual of the weighted Delaunay tetra-
hedralization: basically, each node of Voronoi diagram is the center
of the circumscribing sphere to each tetrahedron (see Fig. 3A). Each
mixed cell, in the mixed complex, is obtained by taking the
Minkowski sum of Delaunay and Voronoi cells (see Fig. 3B):

Uy =s-uxd(1 —s) - 8 (2)

where X is a subset of a finite set of spheres and u5 represents the
mixed complex cell, vk the Voronoi cell and §x the Delaunay cell. The
symbol - denotes the multiplication of a set by a scalar and ¢vdenotes
the Minkowski sum. Within the mixed cell %, the MSS is completely
determined by, at most, four weighted points in X. As s tends towards
0, the mixed cell tends towards the Delaunay cell. When s increases it
deforms affinely into the Voronoi cell until s = 1.

The mixed complex is divided into four different parts (see
Fig. 4). First, shrunk Voronoi cells stem from Delaunay vertices.
Then, shrunk tetrahedra stem from Delaunay cells. These two cells
clip pieces of the sphere. Between these two objects “species”,

created from the Voronoi Diagram and the Delaunay tetrahedra-
lization, there appear two other polyhedra: prisms with shrunk
Voronoi facets at their base (that we called H1 patches) and prisms
with shrunk Delaunay triangles at their base (that we called H2
patches). For H1 (respectively H2) patch, the cell clips a one-
sheeted or a two-sheeted hyperboloid with its symmetry axis
aligned along the Delaunay (respectively Voronoi) edge.

2.3. Calculation pipeline

In contrast with programs that create molecular surfaces by
using the central processing unit (CPU) alone for the calculations,
our approach splits the calculations:

o The mixed complex envelope is calculated on the CPU. Note that
the mixed complex computation is view-independent and is
therefore computed once only at the loading time.

e The ray-casting to display the MSS is performed on GPU.

The use of both CPU and GPU reduces computation times and
improves the quality of the surface (see Fig. 5B for a global view).

2.3.1. CPU calculations

Firstly, we construct the Delaunay tetrahedralization using
atoms centers as vertices. Then, we calculate the Voronoi diagram
from the Delaunay cells. From these two structures, we create
mixed cells as a function of s using Eq. (2). Finally, we calculate the
quadratic equation for each mixed complex cell using the
computational geometry library CGAL [19].

2.3.2. GPU calculations

Then, we display the mixed complex envelope using the OpenGL
API (Fig. 5A, left picture). We obtain the surface by using the ray-
casting method (Fig. 5A, center and right pictures). In classical
programs that perform ray-tracing, such as POV-ray, each ray is
traced from each pixel of the screen to the object and, when a ray
intersects the object surface, a reflecting ray is calculated to define
the lighting. In our case, we perform ray-casting, which is simpler
and ignores secondary reflections: for each mixed complex cell, rays
are launched from the screen, as in the ray-tracing method, but when
they touch the mixed cell, the intersection between the implicit
surface and ray is calculated. If there is an intersection, the color of
the pixel is computed by a simple shading model, and the Z-buffer
coordinates are updated at the actual ray-surface intersection. If
there is no intersection, the pixel is discarded [20]. This part is
performed on the GPU, using the OpenGL shading language (GLSL).
More precisely, the graphic card must support “Shader Model 3.0”.In
practice, it is necessary to have a Geforce 6 series (or equivalently an
ATI Radeon x1300) or greater.

S

~— & ) / \ K
Voronoi diagram (dashed line) and its &‘pal: tp\i Delaunay

Fig. 3. (A) The

triangulation (solid line)\in 2D and (B) the mixed complex (for s = 0.5) based on
Delaunay Triangulation and Voronoi Diagram: here, the Voronoi and Delaunay cells
are shrunk and we can notice the appearance of new patches between cells.
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Note that thanks to the high efficiency and parallel power of the
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rr=1.4

Fig. 6. Comparison of molecular skin surface (top) and molecular surface obtained with MSMS program included in VMD package (bottom) with the maximum density of

points. s represents the shrink factor and r,, represehts

3.1. Molecular skin surface versus molecular surface

To highlight our choice of surface, we compared the smooth-
ness of the molecular surface (obtained with MSMS program
included in VMD [21] package) with the molecular skin surface. As
it is presented in Fig. 6, the cusps observed on the MS surface are
replaced, on the skin surface, by two-sheeted hyperboloids so that
the surface is clearly continuous. Beyond the unquestionable
display quality, the skin surface smoothness is suitable to compute
and display physical and chemical properties of molecules. In
contrast with the MS, where singularities are encountered
[22,23,9,11], the molecular skin surface does not self intersect,
there are no cusps and the surface is C' (continuous and its first
order derivatives are also continuous).

Another advantage of the MSS is the ability to easily generate a
smoothed solvent accessible surface (SAS) by adding the probe
radius to the Van der Waals radius when defining the atom weight.

3.2. Deforming molecular skin surface

The molecular skin surface is also well adapted to support
molecular deformations as this surface can be freely deformed
with smooth transitions [24,6]. Contrary to programs which
compute the molecular skin surface as a mesh [25,13], using GPU
ray-casting allows deformations to be displayed in real time.

3.2.1. In changing the shrink factor
As shown in Fig. 7, it is possible to interactively change the
shrink factor, going from a Van der Waals surface (s = 1.0) where all

ius of the rolling probe sphere.

atoms are represented by spheres, via the molecular skin surface
(s =0.5) which is close to the MS, ending in a simplified surface if
we continue to decrease the shrink factor. When the shrink factor
is increased after 0.5, minor details (as re-entrant regions) tend to
be removed from the scene. This is interesting to have a global
perception of the structure and to focus on the global shape in
order to compare, for example, several protein figures [26].
Furthermore, this “simplified representation” can be useful for
docking in an high-throughput approach where low-resolution
models are used to perform fast calculations [27,28] and can serve
as starting points for further structural refinements [29]. When
going from one representation to another, it is noticeable that the
surface changes continuously.

3.2.2. During molecular movement

Efficient visualization of molecular movements is an important
tool to understand the structural behavior of biological samples.
Several efforts have been made this last decade to reach this goal:
Eyal and Halperin dynamically maintained the Van der Waals and
solvent accessible surfaces [30]. Hao et al. developed a linear
scalable program to visualize large time-varying molecules using
occlusion culling [31]. Recently, Lampe et al. defined a two-level
approach to visualize protein dynamics [32]. Unfortunately, these
works used quite simple representation as “ball and stick” or union
of spheres and few works are dedicated to represent deformations
on more complicated surface such as MS [33,34]. One explanation
is that maintaining a mesh during molecular movements is very
costly in computation time. With ray-casting, there is no mesh and
the precomputation time is reduced so that it is possible to
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s =0.9

5= i =)
Fig. 7. Representation of the molecule 200d. In function of the shrink factor we pass from a near Van der Waals representation (for s = 0.9) to the near MS representation (for
$=0.5) to a simplified form (f& S=(ﬁ.)9Colors on the surface correspond @ tie iffprent mixed cells: green = shrunk V&m’lﬁels. red = shrunk tetrahedra, yellow = H1
patches and pink = H2 patches.

S=01

Table 1
Performance of our approach compared with Kruithof’s approach
PDB code No. of atoms Kruithof’s approach MetaMol
Nb of triangles Computing time (s) FPS (1024 x 1024) Nb of triangles Computing time (s) FPS (1024 x 1024)
7tmn 33 23,424 1.1 800 7,116 0.02 200
1grm (Gramicidin A) 272 310,488 16.1 130 73,416 1.7 50
1g6x 509 481,856 28.7 95 146,476 3.6 25
1cbs 1091 1,664,184 93.1 30 325,076 8.2 12
1j4n 1852 2,165,268 137.4 25 558,372 154 7

We use an Intel CPU at 2.40 GHz with a Nvidia GeForce 8800 GTX graphic card. Note that heteroatoms in PDB files were removed before measurement.

visualize real-time deformations on a surface. For the moment, it is
possible to visualize movements of small proteins in concatenated
PDB file formats. But, in the near future, MetaMol will be able to
read molecular dynamics trajectory files and to display the
associated moving surface in real time.

3.3. Discussion
3.3.1. Precision

Using ray-casting allows us to visualize the surface of large
objects (see Fig. 8) with high rendering quality. Any zoom on this

Fig. 8. Visualization of the E. coli ClpP u b

representation will provide a surface that is still very precise (pixel
accurate), without any loss of information (see Figs. 8 and 9). To our
knowledge, MetaMol is the first program that interactively
visualizes molecular surface with such a quality.

3.3.2. Performances

To have a reference, we first measured the computing time of a
program that computes the same type of skin surface but by
tessellating it [25,12]. We then compared its performance with
ours (see Table 1 and Fig. 9). We have to separate the computing
time, to create the patches and generate the surfaces and the
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Gramicidin A (side)

Triangulated
(with Wire Frame)

Triangulated

Ray Casted

Fig. 9. Viigi%gul!eaé?aq'licidin A molecule, with J&fa&g QL%Pgagh (with and without wire framRe?%zgaétglﬁl‘ method.

(with Wire Frame)

display time (measured in frames per second, fps). The computing
times that we obtained are clearly better for a superior display
quality than Kruithof’s algorithm. The main reason is that the only
triangles we need to generate are the faces of the mixed complex
whereas Kruithof needs a very fine triangulation that approx-
imates the MSS. In addition, Kruithof's method needs to ensure
that the generated triangulation preserves the topology of the MSS,
which is time consuming [25]. The use of ray-casting overcomes
this limitation by calculating the position on the surface for each
pixel of the screen. The efficiency of the GPU allows updating the
surface “on-the-fly” when the viewpoint and/or the shrink factor
are changed. It is used to visualize the surface deformations (as
presented in Section 3.2). However, after the pre-processing step,
i.e. once the surface is computed, the performance of Kruithof’s
algorithm is better than ours: this is due to multiple read-write
accesses to the Z-buffer [35]. Note that this can be improved by

(A)

occlusion culling techniques, which we will implement in future
work. Nevertheless, to have a surface quality equivalent to ours
with Kruithof's algorithm, it would be necessary to create huge
number of very small triangles, so that computing and display
times would increase dramatically. However, Kruithof's method
provides other benefits: it is necessary to perform calculations only
once for a structure (mesh is stored in an .off file) in comparison to
our algorithm in which the surface is ray-casted at each frame.
Unfortunately, high-resolution .off files can be memory consum-
ing: the .off file size of the 2FZS molecule (presented in Fig. 8) is
439 MB (~12 millions of triangles). So, decreasing the level of
detail could be required to visualize and manipulate large
structures interactively. With Kruithof’s algorithm, the surface is
meshed so that it is possible to have information about the
neighbors of any point on the surface. Therefore, the surface can
rapidly be crossed in a scanning perspective: for example, to

(8)

' l!" ol l o 'll.

W : _
Fig. 10. (A) Visualizing the interior of molecule ZW'artiﬁcial semitransparent cut plane representation was added to emphasize the image. (B) Viewer
panel. .
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perform physical calculations or to get information about solvent
accessible areas. In its current status our algorithm is dedicated to
visualize molecular surface and is not intended to perform
calculation on the surface so that our approach and Kruithof’s
approach are quite complementary.

3.4. User interface

The user interface is depicted in Fig. 10B. The user can easily
change the visualization parameters: in particular, lighting
functions (exposure, light rotation or specular effect) or to scroll
the clipping plane to visualize the internal structure of the
molecule (see Fig. 10A).

4. Conclusion

In this article, we introduce a method to accurately and
interactively visualize the MSS. With our program, several types of
molecular surfaces can be visualized (in changing the shrink
factor): from Van der Waals surface to coarse-grained surface. It is
clear that, for the moment, our algorithm is less efficient for
displaying huge assemblies than algorithms cited above (e.g.
MSMS or Varshney’s program). To deal with this issue, we are
developing a multi-resolution program to visualize surfaces
ranging from atomic description to cryo-electron microscopy level
with the same precision. We will optimize the algorithm to
visualize interactively larger structures with real-time surface
deformations. We plan to add new effects such as ambient
occlusion (already used in Tachyon [36] and Qutemol [37]) in order
to improve the perception of the global shape of large molecules.
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Résumé

Le docking protéine-protéine devient un outil incontournable pour répondre aux problématiques biologiques actuelles :
approche basée sur I’assemblage des structures tridimensionnelles des protéines partenaires, elle peut permettre de guider
la recherche expérimentale et de formuler des hypothéses quant & la nature et la fonction des complexes formés. Il reste
cependant deux difficultés inhérentes aux méthodes de docking actuelles : 1) la majorité de ces méthodes ne considere
pas les possibles déformations internes des protéines durant leur association. 2) Il n’est pas toujours simple de traduire les
informations issues de la littérature ou d’expérimentations en contraintes intégrables aux programmes de docking.

Partant de ces conclusions, nous avons tenté de développer une approche permettant d’améliorer les programmes de
docking existants. Pour cela nous nous sommes inspirés des méthodologies mises en place sur des cas concrets traités durant
cette these. D’abord, & travers la création du complexe ERBIN PDZ/Smad3 MH2, nous avons pu tester I'utilité de la
Dynamique Moléculaire en Solvant Explicite (DMSE) pour mettre en évidence des résidus importants pour linteraction.
Puis, nous avons étendu cette recherche en utilisant divers serveurs de docking puis la DMSE pour cibler un résultat
consensus. Enfin, nous avons essayé le raffinage par DMSE sur une cible du challenge CAPRI et comparé les résultats avec
des simulations courtes de Monte-Carlo.

Une autre partie de cette thése portait sur le développement d’un nouvel outil de visualisation de la surface moléculaire.
Ce programme, nommé MetaMol, permet de visualiser un nouveau type de surface moléculaire : la Skin Surface Moléculaire.
La distribution des calculs & la fois sur le processeur de 'ordinateur (CPU) et sur ceux de la carte graphique (GPU) entraine
une diminution des temps de calcul autorisant la visualisation, en temps réel, des déformations de la surface moléculaire.

Ainsi, le protocole serait divisé en 3 parties : d’abord 'utilisation de plusieurs programmes ou serveurs de docking pour
mettre en évidence des solutions consensus. Puis, I'utilisation la DMSE pour raffiner ces résultats et mettre en évidence les
résidus clés de l'interaction. Enfin, sur les modeles les plus prometteurs, laisser I’expert améliorer le modele ”a la main” en
utilisant un programme de déformation de structure moléculaire comme, par exemple, le programme SAMSON. Ce type
programme couplé & MetaMol permettrait de visualiser, en temps réel, les adaptations des surfaces moléculaires a l'interface
des complexes.

Mots-clés: docking; interactions protéiques; interactions électrostatiques; domaine PDZ d’ERBIN; domaine MH2 de
Smad3 ; Dynamique Moléculaire en Solvant explicite ; GPU ; Skin Surface Moléculaire ; déformations de surface ; MetaMol

Abstract

Protein-protein docking has become an extremely important challenge in biology : this approach, based on the
three-dimensional structures of protein assemblies, can be used to guide experimental research and to formulate hypotheses
about the nature and function of the resulting complexes. However, there remain two inherent difficulties in current docking
methodologies : 1) most docking methods do not consider possible internal deformations of the proteins during their
association; 2) it is not always easy to translate information from the literature or from experiments into constraints
suitable for use in protein docking algorithms.

Following these conclusions, we have developed an approach to improve existing docking programs. Firstly, through
modelling the ERBIN PDZ / Smad3 MH2 complex, we have tested the utility of Molecular Dynamics with Explicit Solvent
(MDSE) for elucidating the key residues in an interaction. We then extended this research by using several docking servers
and the DMSE simulations to obtain a consensus result. Finally, we have explored the use of DMSE refinement on one of the
targets from the CAPRI experiment and we have compared those results with those from short Monte-Carlo simulations.

Another aspect of this thesis concerns the development of a novel molecular surface visualisation tool. This program,
named MetaMol, allows the visualisation of a new type of molecular surface : the Molecular Skin Surface.Distributing the
surface calculation between a computer’s central processing unit (CPU) and its graphics card (GPU) allows deformations
of the molecular surface to be calculated and visualised in real time.

Thus the protocol is divided into three parts : first, several docking programs and servers are used to elucidate consensus
solutions. Next, DMSE is used to refine these results and to obtain further evidence for key interaction residues. Finally, for
the most promising models, an expert may improve the models "by hand” using a molecular structure deformation program
such as, for example, Adaptive Molecular Dynamics. This program, coupled with MetaMol, would allow changes in the
molecular surfaces at the interface of a complex to be visualised in real time.

Keywords: protein docking ; electrostatic interactions; Erbin PDZ domain ; Smad3 MH2 domain ; Explicit Solvent Molec-
ular Dynamic; GPU ; Molecular Skin Surface ; MetaMol
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