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Introduction géenérale

Le Projet du Génome Humain (The Human Genome Project [10Prmig de décrypter
la séquence de presque 30 000 genes mais n'a pas donnérdétifmn directe sur leur fonc-
tion. Aujourd’hui, la protéomique et les multiples techmég expérimentales ou calculatoires
qui 'accompagnent, prennent le relais pour extraire lacfiom des protéines codées, via la
connaissance de leur structure et de la maniéere dont ell@agissent avec d’autres molécules.
Comprendre leur fonction et I'intégrer dans I'extraordiisacomplexité des processus cellu-

laires dépend de notre capacité a "cartographier” le rédesiinteractions qui existent et sont
mises en jeu.

Les interactions intra et intermoléculaires sont décssiees de la formation des complexes
biomoléculaires et pour assurer la viabilité des celluls.considérant par exemple qu’une
protéine peut établir en moyenne 5 interactions diffeiend@ peut donc estimer a 150 000
au moins le nombre d’interactions dans les cellules hursd®le Comprendre et prédire les
mécanismes d'’interactions macromoléculaires ainsi quies [possibles modifications avec le
temps, le milieu, ou encore les maladies, représente doanjen inestimable dans le domaine
de la santé et de la recherche pharmaceutique.

Etant donnée I'ampleur de I'étude, des moyens d’analyse eadactérisation des interactions
a grande échelle sont nécessaires : on parle aujourd’hmtefactome” pour décrire I'orga-
nisation du protéome [7] jusqu’au niveau cellulaire. En sentenant au niveau moléculaire,
la biologie s’appuie dans un premier temps sur les méthoxigérienentales pour identifier
des protéines, leur structure et leur affinité [1][16]. Uemple de réussite est le recensement
en 2003 de 4780 interactions chez la Drosophila Melanogesf#iquant 4679 protéines [8].
Une telle approche ne peut cependant pas convenir a I'étudeycand nombre d’interactions,
toutes les interactions moléculaires ne pouvant étre ifitseg par des études expérimentales,
longues et colteuses. La voie informatique présente unecbalternative aux limites expéri-
mentales : la recherch silico est actuellement extrémement active, son essor laissagaes
son importance et son caractére incontournable dans |éga@nvenir.

Les méthodes informatiques utilisées a I'heure actuelielenx objectifs : d’'une part étudier la
structure tridimentionnelle et les changements confdonmatels d’une molécule, et d’autre part
simuler les mécanismes d’amarrage moléculairejaxking Cependant, le défi que se lancent
les modélisateurs, a savoir atteindre un niveau de prédictiemeure pour le moment inac-
cessible. La simulation se heurte en effet & des problentesl@mires (la taille des systemes
biologiques limite les méthodes informatiques) mais égal&t a des problémes de représenta-
tion des systemes.
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La principale difficulté, qui est parallelement la clé de ¢enpréhension du monde biologique,
est I'introduction de la flexibilité moléculaire, en d’aesrtermes la souplesse conformation-
nelle, dans les algorithmes. La flexibilité des moléculeddgiques résulte de la haute dimen-
sionnalité des systemes, mais aussi de I'intervention drand nombre d’interactions faibles
(van der Waals, liaisons hydrogene, effet hydrophobe Qn)sait aujourd’hui qu’elle fait par-
tie intégrante de la dynamique des macromolécules et ddtgufonctionnement. La négliger
dans les calculs introduit des erreurs, il convient donc&erdiner la flexibilité intrinseque
d’'une molécule mais aussi de pouvoir I'introduire, au mgiagiellement, dans une procédure
de docking [2][3][4][18].

L'étude du docking est une étape capitale dans la comprigmedss réactions biologiques
et dans la conception de médicaments. Les tentatives dengookt longtemps été basées
sur le conceptlé-serrure ne considérant que des corps rigides capables d’intdaggu’ils
présentent une compatibilité géométrique parfaite. Ceqoaty depuis ces premiers pas [12],
une idée s’est peu a peu imposée : les molécules ne sont pas, figéis peuvent subir des
modifications conformationnelles lors d’'une interactibas procédures ont donc évolué vers
une introduction de la flexibilité, au moins partielle, dgstémes mis en jeu.

De nombreuses approches ont été et sont actuellement gpeekw[17][19]. Elles se décom-
posent toutes en trois phases : représentation du systioetrane de recherche et algorithme
de score. Par simplification, un grand nombre d’algorithaeeslocking font I’hypothése que
les molécules sont rigides, mais donnent alors des résutts approximatifs. Les tentatives
nécessaires de prise en compte de la flexibilité augmenestdeérablement la complexité du
systéme. On peut définir trois modéles impliquant diff&sedegrés de précision : rigide (les
deux molécules sont considérées comme rigides), semblidefine rigide et I'autre flexible),
flexible (les deux flexibles). Le modele semi-flexible estwsmi appliqué dans les interactions
protéine-ligand, ou seul le ligand est considéré commebilexL’'enjeu majeur est a présent
d’introduire les déformations du récepteur, généralemest protéine. Les protéines sont en
permanence en mouvement entre des états conformatiomoelseg en énergie, ce qui rend le
traitement du docking extrément complexe. Pourtant, laci#p d’accommodation conforma-
tionnelle des protéines permet d’accroitre I'affinité aleebigand. Les modeles semi-flexibles
peuvent donner de bons résultats pour a peu prés 50% desatigpis [5]. Un tel succes se
produit lorsque le site de liaison du récepteur est suffisanimgide et que la structure de dé-
part est proche de la configuration de la protéine dans le lexapCependant, de nombreux
systemes présentent des mouvements significatifs lorsrderéction et le docking peut étre
affecté méme par de légéres déformations, au niveau deseshatérales par exemple.

Actuellement, de lourds efforts sont menés pour dévelogpeouvelles stratégies et I'on peut
imaginer que dans le futur, la flexibilité du récepteur seqarienée dans son intégralité, tout
comme celle du ligand I'est aujourd’hui. Parmi ces straggon peut citer I'utilisation de mé-
thodes Monte Carlo [9] ou de dynamique moléculaire [15]]ilesiries de rotameéres [13], ou
encore l'utilisation de structures multiples [11][14].

La principale limitation est due a la durée des calculs, tngportante a ce jour pour explorer
efficacement et de fagon systématique l'intégralité deobes des conformations. En outre, de
maniére générale, on peut constater que certains alg@stipermettent de traiter convenable-
ment un type de docking, mais qu’aucun, a I'’heure actuelestmperformant sur I'ensemble.
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Enfin, I'évaluation des solutions potentielles a I'issudalerocédure de recherche s’effectue
par des algorithmes de score basé sur divers critéres (éamepltarité géométrique, recouvre-
ment inter ou intramoléculaire, liaisons hydrogene,¢alk la surface de contact, ...). Ici encore,
de nombreuses difficultés apparaissent, au niveau detEajgst des critéeres ou du nombre im-
portant de possibles solutions discriminées par I'alpari, et qui ne contiennent pas toujours
les formes natives recherchées.

Ainsi, pour des raisons de rendement de criblage, la terdasstale simplifier la description des
systéemes et d’introduire un nombre limité de mouvementsiptes afin de conserver un temps
de calcul minimum.

"Despite the very promising picture drawn, molecular dagkstill holds several

hidden weaknesses, and the so-called docking problem isdiar being solved.

The lack of a suitable scoring function, able to efficientiynbine both accuracy
and speed, is perhaps the most detrimental weakness. Tiiesresa docking ex-

periment should therefore not be taken as the final resultsifectural study, but

rather as a good starting point for a deeper and more accugatalysis. In this

sense, docking must be necessarily fast, enabling largatdjies of data to be

considered, and reasonable and coherent solutions to bergesd. However, the
final result (geometry, binding free energy) should alwagslétermined by a more
accurate and precise methodology, naturally slower."

Souseet al.. Proteins, 2006 [17].

Cette these a pour but de présenter une alternative a I'dihsadtes méthodes utilisées jus-
gu’alors pour traiter la flexibilité des biomolécules. Itai¢ aujourd’hui capital de pouvoir pré-
dire un couplage correct, répondant aux observations égbagkonnalités biologiques connues
des macromolécules, via un outil informatique performpatmettant en un temps raisonnable
d’explorer 'ensemble des possibilités de déformationassemblage optimum entre deux mo-
lécules.

Dans ce but, nous avons développé une nouvelle méthode :ttedeedes Modes Statiques,
en partant du constat que les déformations d’'une molécoléesorrespondent a celles que
I'on retrouve lors de la formation d’un complexe. Nous nougposons donc de retrouver les
états de déformation possibles d’une molécule en nous appsyr la propriété de flexibilité
des molécules biologiques et recensons I'ensemble degemamts de conformation pouvant
se produire. Ces derniers, une fois stockés, peuvent iteieds directement pour évaluer la
flexibilité d’'une molécule, ou utilisés dans une procédutérieure de docking.

La technique développée dans ce projet doit permettre uslgsanperformante des structures
et des interactions dans le domaine de la modélisation miaiée. Les champs d’applications
potentiels sont tres vastes et notre outil pourra permeéngrogresser dans la compréhension,
I'analyse ou la prédiction :

— des changements conformationnels des biomolécules
— de laréponse d’un site actif a un stimuli extérieur
— de la cartographie des zones rigides et flexibles d’unecuteé
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— de la modification possible de la flexibilité, du blocage eeains sites
— de la corrélation entre domaines
— de l'identification de sites allostériques

Nous présentons nos travaux dans ce manuscrit, au courstie ghapitres :

Le premier chapitre introduit notre approche de la biol@gideure actuelle, a une époque
ou les progrés techniques permettent de sonder la mati&eh&lle microscopique, au travers
de I'étude des événements atomiques et moléculaires. Néssions donc une description des
molécules d’intérét biologique ainsi que des liaisons dfpiras impliquées dans leurs structures
et leurs interactions. Cette description est accompagunéestht des lieux des applications cou-
rantes ainsi que d’'une perspective de la pénétration desmmances en biologie moléculaire
dans des domaines de pointe émergents tels que les narategbs.

Dans un second chapitre, nous nous intéressons a I'apptatrdedélisation atomique et
moléculaire a I'étude des mécanismes biologiques. Graass &fflorts multi-disciplinaires et
aux progres informatiques, en s’appuyant sur des outiktaaxis dédiés au calcul et sur le dé-
veloppement de techniques propres a la biologie, la madi&isdevient I'outil de prédilection
pour comprendre, voire prédire, les propriétés et le cotepmnt des molécules biologiques.
Elle peut ainsi assister et orienter I'expérience longtemvilégiée, souvent efficace, mais
aussi limitée et colteuse. Nous passons en revue les teelsnignérales de la recherdhe
silico avant de détailler leurs applications en biologie, paligcement pour le probleme du
docking. Nous abordons enfin les difficultés qui limitentifes@ en compte de la flexibilité des
macromolécules.

Le troisiéme chapitre est consacré a la présentation de tlaoohe& des Modes Statiques.
Nous justifions tout d’abord son intérét et son apport papadpaux méthodes pré-existantes
de calcul de flexibilité moléculaire, principalement la dymique moléculaire et I'analyse par
modes normaux. Par la suite, nous détaillons le principa deéthode des Modes Statiques, et
développons les étapes de I'algorithme qui a fait I'objeindogiciel : FLEXIBLE. Enfin, nous
ouvrons la discussion sur les évolutions possibles de g et de I'algorithme actuel.

Dans le quatrieme chapitre, nous présentons les résulbaénus avec le programme
FLEXIBLE pendant cette thése. Ces exemples sont variésuisléptude d’'un polymére ther-
mosensible, le PNIPAM, jusqu’a I'exploration des protéinelles que la protéase du VIH-1,
en passant par de courtes séquences d’acides nucléiguesa€@aous ont permis d’explo-
rer diverses applications des modes statiques sur I'étedeallécules isolées : la cartographie
de régions flexibles, I'effet de contraintes extérieurascatte flexibilité, sur un site actif, la
recherche de zones sensibles ou appliquer les contraiotesoptimiser une déformation, la
recherche de sites allostériques, I'effet de 'amarrage igand, la corrélation entre domaines
d’une protéine, la possibilité de "pinces moléculairesiigaduire une réponse donnée.
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Chaque étre vivant est constitué d’unités structuralesémdaires : les cellules [45]. Chaque
cellule est elle-méme une entité vivante et fonctionnellgpnome mais coordonnée avec son
environnement. Elle a la capacité de grandir, de se repmddé recevoir et d’émettre des
multiples réactions

signaux, de traiter des informations... Toute son actiegérégie par de
chimiques et de fines interactions inter et intramolécetair

C’est a ce niveau qu’'interviennent la biologie moléculaleebiologie structurale et la bio-
chimie : dans la compréhension du vivant, par I'étude d'éméents moléculaires, depuis la
formation, la structure et la fonction des molécules biaags jusqu’a leur implication dans

les processus chimiques et les assemblages macromotésulai
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Chapitre 1. La problématique des interactions en biologie

La compréhension de tels phénomeénes et leurs applicatlansde la médecine aux nanotech-
nologies, passent donc par une étude approfondie desdtiermchimiques et non chimiques
mises en jeu lors des processus moléculaires.

1.1 Enjeux socio-économiques

1.1.1 La biologie aujourd’hui et ses applications

La biologie concentrant ses problématiques sur la natura ¢e, son étude a toujours
été accompagnée de nombreuses et diverses théories philpses et scientifiques, depuis les
penseurs grecs jusqu’aux chercheurs modernes.

D’abord fondée sur I'observation, elle a connu des progagdifs mais fulgurants depuis la
renaissance, avec l'arrivée de nouvelles méthodes expétates telles que la microscopie per-
mettant la découverte d’'un monde invisible a I'oeil nu.

La biologie ne connait pas de longue tradition expériment&és acteurs ont long mené une
"enquéte naturaliste" basée sur I'observation de phén@sede comportements, de I'anato-
mie... Elle s’est aujourd’hui profondément renouveléetehéue grace a l'incorporation de

théories (évolution...), de concepts ou de méthodes sowxg@rimentales, développés par
d’autres disciplines (physique, chimie, informatique).

Au-dela de sa vocation explicative, elle se veut désornaidictive, fonctionnelle et méme
prédictive. En se diversifiant, elle s’est organisée erédsfits niveaux d’étude : de la molé-
cule (chimie organique, biochimie, biologie moléculaiea)x écosystémes et a la biosphére
(écologie, phylogénie) en passant par les cellules (bielogllulaire, microbiologie...), les or-
ganismes (biologie des organismes, anatomie...) et lagigtogns (génétique des populations,
systématique...).

La diversité de ces domaines rend compte de la variété deenan\axes de recherche fonda-
mentale mais aussi de possibles applications présentedelguotidien de I'étre humain : la

biologie se met au service de la santé, de I'agronomie, nuaisi de I'écologie, du développe-

ment durable...

1.1.2 Limportance de la biochimie, une science récente

Lors de I'application des découvertes aux multiples apgibi;ms humaines, une difficulté est
la transposition des résultats obtenus sur un organismeaatu® organisme, un autre milieu,
voire un milieu inorganique afin de l'intégrer de maniéredionnelle.

Les progres de la chimie organique et de la biochimie par ple&rant permis de sonder la ma-
tiere afin d’en connaitre les propriétés intrinséques : demaissances physico-chimiques des
molécules impliquées dans les processus du vivant soniratfjwii le fil conducteur permettant
I'intervention de 'homme dans ces processus, ou la tragipo a de nouvelles technologies.
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1.1. Enjeux socio-économiques

On peut situer le début de la biochimie en 1828, lorsque Wdlylethétise pour la premiere fois

de I'urée, une substance organique sécrétée par les ateegs/a partir de cyanate d’argent. La
théorie du vitalisme [21][22], jusque la admise, entamedseiin. Distinguant les étres vivants

de la matiere inerte en leur associant une force vitalerdiffi@ de 'ame [28], et en donnant

ainsi a la biologie une indépendance par rapport aux autiresces, le vitalisme laisse place a
une conception plus matérialiste de la vie qui léve I'ind@iaeation : on admet désormais que
les régles physico-chimiques des étres vivants sont lesesi@ue celles régissant la matiere
inanimée.

"Reconnaitre I'unité des processus physico-chimiqueswaan moléculaire, c’est
dire que le vitalisme a perdu toute fonction."
Francois Jacob. La logique du vivant, 1970 [37].

Cette nouvelle vision modifie totalement le rapport de I'moenaux sciences de la vie, et par
conséquent, leur place dans notre société et nos préommppt9]. Le XIXeme siécle assiste
ainsi a la rationalisation des savoirs et des observatiogss progrés de la physique et de la
chimie permettent le triomphe des méthodes expérimentaie4864, Claude Bernard publie
L'introduction a la médecine expérimentage confirme la déroute du vitalisme. Il propose
I'existence de lois naturelles rigoureuses gouvernanhyeiplogie tout comme la physique et
la chimie, et étant la cause de I'existence de tout phénowieast.

L'explication physico-chimique de la vie n’est cependaas$ pncore universellement acceptée,
notamment en ce qui concerne la structure et la formatiom@@sismes individuels, on parle
encore d’'une "idée directrice", de "génération spontarides expériences sur la régénération
des cellules, ou encore les expériences de Pasteur sumlarfetion, montrent que les étres
vivants ne se forment pas "spontanément" a partir de matierganique. Au contraire, ils se
reproduisent, adoptant une structure interne et une foidee & leur composition chimique,
leurs propriétés physiologiques et morphologiques étanstises par hérédité, bien que les
mécanismes de I'hérédité demeurent encore tres obscurs.

Aujourd’hui, avec I'avancée des technologies modernespiideation et de conception, ainsi
gue des moyens de calculs, les grandes problématiques idéogie atteignent I'échelle molé-
culaire et atomique.

De nombreuses questions trouvent peu a peu leur réponse :

Quelles sont les structures chimiques et tridimensioeaales molécules biologiques ? Dans
quelle mesure leur fonction change-t-elle avec cette wtre@ Quels sont les mécanismes de
reconnaissance, d’'assemblage ? Quels mécanismes intetr@amaléculaires leur permettent
de fonctionner ? Par exemple, comment une enzyme réadie & catalyse ? De quelle facon
son activité est-elle régulée ? Comment une protéine gleutezevoir ou émettre un signal ?
Comment peut-on exprimer et transmettre I'informationegigyue ?

"Les étres vivants sont des machines chimiques. La craissatria multiplication
de tous les organismes exigent que soient accomplies desrsrdle réactions chi-
miques grace a quoi sont élaborés les constituants estedés cellules.”
Jacques Monod. Le hasard et la nécessité, 1970 [49].
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1.1.3 Laréponse de la science aux questions de la biochimie
Approche expérimentale

Depuis le milieu du XXéeme siécle, avec la découverte de lacgire de '’ADN puis le sé-
guencage du génome, la quantité de molécules répertoeéasee de croitre. On estime qu'il
existe environ 100 000 protéines chez 'homme, dont un enifiossede une structure tridi-
mensionnelle connue [50], et dont seulement une centatrengdoyée comme cible pour les
médicaments. Les techniques expérimentales permetidentifier a haut débit les structures
tridimensionnelles des molécules biologiques. Ellesrimment ainsi a I'effort mené sur I'étude
de la fonction de ces molécules, de leurs mécanismes diottens et de leur implication dans
I'activité normale ou pathologique des cellules.

Deux méthodes sont généralement utilisées pour déterneimestructures tridimensionnelles
a haute résolution des macromolécules biologiques [24Fissallographie par diffraction des
rayons X [25][38] et la spectroscopie par résonance magmetiucléaire (RMN) [40][46]. De
trés nombreuses structures sont mises a la dispositionutiiéséiteur : laProtein Data Bank
[50] par exemple, recense actuellement prés de 55000 stesaie molécules, dont 45000 ont
été résolues par rayons X et 7500 par RMN [23]. Plus de 80% tdestiwres sont résolues
par diffraction des rayons X. Cette méthode, contraireradatspectroscopie RMN, n’est pas
limitée par la taille des molécules. Elle nécessite néansone cristallisation préalable qui
peut présenter des difficultés. La RMN quant a elle peut fiodes réponses sur la dynamique.
Notons que la résolution de complexes de macromoléculesutentimitée : en 2006, elle ne
représentait que 1.5% des structures disponibles [31] [51]

De multiples obstacles doivent étre franchis par I'expéritateur, notamment dans le choix de
la méthode qui doit convenir a la propriété recherchéej giria I'échelle de temps du phéno-
méne (qui peut aller de la femtoseconde(0s) a I'heure [47]). Il existe donc de nombreuses
autres méthodes expérimentales selon la propriété staletau physico-chimique que I'on
cherche a identifier [29][53]; la figure 1.1 présente un eXerdfléments recherchés sur une
protéine ainsi que la technigue associée.

Approche théorique

La résolution de la structure des molécules biologiqueséssmte une premiére étape de la
connaissance des processus biologiques. Elle montre gmeatécules présentent certaines ca-
ractéristiques, comme une structure hautement compleieeardonnée, ainsi qu’une fonction
spécifique, utilisant des énergies extraites de I'envieoment et transformées. Elle ne délivre
cependant pas tous les éléments requis pour une connassamplete des processus biolo-
giques; le repliement des protéines, par exemple, estamde pour étre observe.

Pour cette raison, mais aussi parce que I'expérimentasivlelete et colteuse, l'informatique,
par le biais de la modélisation moléculaire, est un nouvdaar gde la biologie structurale. Ces
derniéres années, les moyens informatiques (mémoiralit@palgorithmes, infographie) se
sont considérablement développés, permettant la naissignia bioinformatique, de la chimie
et de la biologie informatique.
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1.1. Enjeux socio-économiques

stable hydrogen bonding
{protection against
hydrogen exchange)

active site
(catalysis)

\ NHz

HO,

solvent/ion exclusion
(fluorescence quenching)

mobility
(near-UV CD)

distance
(transfer of
fluorescence

tertiary contacts energy)

{nuclear Overhauser
effect)

/

secondary structure
(far-UV €D) e

side-chain energetics
(protein engineering)

molecular dimensions
(small-angle X-ray scattering)

Fic. 1.1 — Exemple d’éléments identifiables par I'expérienaause molécule biologique et de
la technique associé8ource Angew. Chem. Int. H29]

La recherchén silicocombine de multiples aspects de la physique, de la chimsestdé@stiques,
de I'infographie, afin, par exemple, d’évaluer et d’intéter des propriétés physico-chimiques
jusque-la inobservables ou incomprises, d'assister otiedtiter I'expérience. Les approches
théoriques et expérimentales deviennent complémentaieegrand enjeu de la modélisation
demeure bien entendu la prédiction des interactions mialiées, oudocking

1.1.4 Enjeux et impact sur la sociéte

Ces développements débouchent sur des progrés quotidi¢ambidlogie dont I'impact sur
la société est de ce fait considérable. La compréhensioméeanismes moléculaires de mala-
dies permet la conception et I'optimisation de produitsrpteceutiques, la compréhension de
maladies conformationnelles (Alzheimer, Parkinson, ali@a&a prions, amyloses...), le dépis-
tage d’anomalies génétiques, mais aussi la modificatiomed' &ivants avec des applications
dans le domaine agro-alimentaire, le clonage [52]...

Ces avancées deviennent également la source de nouvelesliagies en plein essor : les na-
nobiosciences [35][36]. Elles se situent a I'interface aglhysique, la chimie, la biologie et
I'ingénierie et présentent de nombreuses perspectivesdiEsidomaines tels que la médecine
(diagnostic avec les biopuces, thérapie, organes artjcia visualisation et la manipulation
de molécules uniques (nanoparticules magnétiques),démeabiologique (nanoparticules fluo-
rescentes), la microfluidique (nanoleviers, nanosongjles.encore le nano-adressage.
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Aujourd’hui, les outils bioinformatiques font parler lasustures recueillies par les expérimen-
tateurs afin d’en inférer des fonctions biologiques présgnin intérét (Economique, industriel,
santé publique, agroalimentaire). Les biomolécules eht&iers en jeu pour la fonctionnalisa-
tion de surface (biopuces, biocapteurs...), la détecteonilles impliquées dans les fonctions
biologiques (diagnostic précoce). Tous ces disposititesgitent I'élaboration de molécules,
parfois méme leur conceptiale novopar la biologie de synthese [54] pour arriver a des sys-
temes présentant de nouvelles propriétés physico-chenigdaptées a une fonction dans la
nanoingénierie.

Nous nous trouvons donc a un carrefour ot ’'homme puise dasamnaissances de la nature
pour recréer un monde répondant a ses besoins. Ces inthlesutaogres suscitent des interro-
gations éthiques, voire des inquiétudes qui sont aujourdéingement discutées, aussi bien par
la communauté scientifique que par les comités d’'éthiguesphilosophes. Ces discussions
doivent étre prises en compte telles un accompagnemenbdugsr[30][41][42][48].

Un rapport récent dblational Academies of Sciend@86] annonce l'intégration des fonctions
biologiques dans de nouveaux matériaux comme synonymeagiport de qualité de vie et
d’avancées en terme technologique mais aussi social ebgtique. Un exemple d’actualité
serait la contribution de la chimie de synthése au probléenkédergie afin de réduire notre
dépendance aux produits pétroliers.

Un tel progrés a été et ne sera rendu possible que par la ftewtSnvestissements et d’efforts
multidisciplinaires, de développement d’outils faisaatd a la complexité de I'exploration ex-
périmentale (détermination de structure, de dynamiquagerie de molécule unique...), théo-
rique (complexité fondamentale), informatique (taills dgstemes, simulations multi-échelle),
de manipulation (synthése de nouvelles molécules, maatipualet suivi a I'échelle atomique).

"The exciting state of research in biomolecular processes materials has been
powered by new experimental and computational tools farrogating complex
systems at a high level of details"..."Further advancesisndevelopment and ap-
plication of these tools are crucial to the advancement effibld".

Committee on Biomolecular Materials and Processes, 208)8 [2

1.2 Les objets moléculaires en biologie

Nous avons jusqu’a présent introduit I'importance de B&twdes interactions en biologie
pour parvenir a une connaissance approfondie des mécandumévant. Nous nous intéres-
sons a présent aux principaux types de molécules biologigssentielles a la structure et a la
fonction des cellules. Elles sont au coeur des propriétdedigues de par leurs multiples fonc-
tions, telles que I'apport en énergie, la contribution@aférmation, le support et la transmission
de I'information génétique.

Les molécules biologiques sont principalement constgufatomes de carbone (en raison de
leur grande capacité a former différentes liaisons covatestables et des structures variées),
d’hydrogéne, mais aussi d’oxygene, d’azote et de soufmes(bacas des protéines) ainsi que de
phosphore (dans le cas des acides nucléiques).
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On peut distinguer quatre grandes familles de moléculdedimues : les glucides, les lipides,
les acides aminés et protéines, les nucléotides et aciddsiques. Elles-mémes comportent
deux types de molécules :

— les petites molécules : sucres, acides gras, acides agtinésléotides qui transportent
I'énergie, transmettent les signaux et s’assemblent emamadécules

— les grosses molécules, polymeéres des ces petites maécutespectivement les
polysaccharides, les lipides, les protéines et les acidetigques. Certaines de ces
molécules comptent des milliers d’atomes et pour cett®maisont souvent qualifiées
de macromolécules. Elles présentent donc une complexitéyiable, mais peuvent
étre plus facilement décrites lorsqu’on s’intéresse a kuucture architecturale. En
effet, a I'exception des lipides qui forment une famille pluétérogene, les molécules
biologiques sont des polyméres, édifices constitués desnaotitaires et répétés, reliés
par liaisons covalentes

Ces élements unitaires sont polarisés, conférant a la madécule une polarité structurale. La
séquence d’enchainement des sous-unités, ainsi que lentadion, font des molécules biolo-

giques des molécules porteuses d’'une information lisbBlles n’ont cependant pas toutes le
méme potentiel : les acides nucléiques et les protéinesmgades informations particuliére-

ment riches. La séquence est donc un premier élément diéldre second élément capital est
I'architecture tridimensionnelle des édifices supramaifices. C’est a ce niveau qu’intervient
la complexité des molécules biologiques : la chaine poliguérles constituant peut s’enrouler
dans I'espace en créant une architecture tres complexgueinbrdonnée et spécifique, dont
découle la fonction et la reconnaissance de la moléculeatAdl@nommer les interactions ato-
miques participant au repliement des chaines dans la settizante, nous allons donner une
breve description de la nature des molécules biologiques.

Composants | Pourcentage de la masse cellulaire
Inorganiques
Eau 70
lons 1
Organiques
Sucres 3
Acides aminés 0.5
Nucléotides 0.5
Grandes molécules
Protéines 15
ADN 0.5
ARN 6
Polysaccharides 2
Lipides 2

TAB. 1.1 — Exemple de composition moléculaire d’'une bact&wirce de Boedk4]
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Chapitre 1. La problématique des interactions en biologie

1.2.1 Leslipides

Les lipides constituent une famille de molécules hétéreggh6]. Leur point commun est
leur propriété hydrophobe. Leur solubilité est nulle olblaidans I'eau mais élevée dans les
solvants organiques non polaires (méthanol, chlorofoemétone...). Les lipides jouent un réle
dans le stockage de I'énergie et la structure des membrafielues.

Les lipides sont des molécules soit complétement apokiebipolaire, avec une téte polaire
et une queue apolaire. lls comptent des molécules variéaltagt a un niveau plus ou moins
complexe de I'association d’acide gras (chaine carborréertée par un groupe carboxylef,
Fig.1.2) et d’alcool. Parmi ces molécules, on peut citefifgdes vrais (condensation d’acides
gras avec des alcools) eux-mémes subdivisés en lipidesesimgutres (glycérolipides, cérides,
stérides), les lipides complexes (contenant égalemenhdspghore, de I'azote, du soufre...) et
les composés a caractere lipidique (dérivés de lipide®gsius). Les lipides peuvent s’associer
et participer a des édifices supramoléculaires.

HHHHHHHAHHHHHHHEH o
H-C—C-6-C-0-G=b-0- 660G c-6—¢
| I | N
HH H H HHHHHHH OH

Acide gras nsaturé  CHCH,(CH=CHCH,),(CH,),COCH

FIiG. 1.2 — Exemple de la structure chimique de deux acides gras.

Les autres molécules biologiques sont des polymeres deusiiés structurales identiques ou
semblables, les monomeres, reliés les uns aux autres phaidess covalentes crées par réac-
tion de déshydratation (perte d’'une molécule d’eduiig. 1.3) :

1.2.2 Lesglucides

Les glucides constituent la principale réserve d’énergie pes étres vivants [55]. lls jouent
également un réle structural, par exemple dans les parsisaliles, et participent a de nom-
breux processus métaboliques. La famille des glucides cemdges sucres simples dits mo-
nosaccharides (chaines carbonées linéaires ou cyclidedsymule(CH,O)p, n allant de 3 a
7, cf. Fig. 1.4), et des sucres plus complexes, les polysacclsagd&-mémes formés de sucres
élémentaires liés par covalence.

12
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polymere court monomere libre

HO
2

polymere allongé

FIG. 1.3 — Formation d’une chaine de polymere par réaction deydéstation.

CH,0H
H O H
H
0 H OH H
C HO OH
o CH,0H Z H OH
" __OH a-D-Glucopyranose
HO—C—H
IO
H—C—OH /5, e
\ Ho €
H—C‘—OH H OH
CH,0H

p-Glucose

H OH
p-p-Glucopyranose

FiG. 1.4 — Exemple de monosaccharide : le glucose, en repréiseritacaire et cyclique.

1.2.3 Les peptides et les proteines

Les peptides et les protéines sont les constituants majiesrsissus vivants Outre leur
importance quantitative, ce sont des molécules de premike @articipant a toutes les fonc-
tions cellulaires (immunité, régulation, transport, memnent, énergie, catalyse, structure...). La
variété de ces fonctions tient a la variété des formes exetaqui, malgré la complexité des
molécules, sont bien définies dans un environnement pketicu

Ces molécules sont formées d’'une ou plusieurs chainesdd®a@minés reliés par liaison
peptidique selon une séquence déterminée. On parle deénarddésque le nombre d’acides
aminés dépasse la centaine, et de peptide en deca.

ILa structure des protéines est traitée plus en détails damseixe A.
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Chapitre 1. La problématique des interactions en biologie

Chaque acide aminé comporte un carbaneasymétrique (a I'exception de la glycine)
permettant deux stéréoisomeres de configuration, lié a aupgramine, un groupe carboxyle
et un radical propre a chaque acide aminé. Il existe 20 aalth@ses pouvant étre classés selon
la structure ou les propriétés physico-chimiques de leairzhlatérale. On peut citer les acides
aminés polaires, non polaires, chargés ou non chargésnslagoe les chaines latérales, de
part leur polarité notamment, jouent un réle capital dangpiiement de la protéine.

L'analyse structurale (par cristallographie a rayons X)ia em évidence, dans la plupart des
protéines, certains motifs réguliers, enroulés ou pliést tes hélices et les feuillet{3 qui ré-
sultent de liaisons hydrogene répétées entre les -CO dilepeptidiques. De tels repliements
sont a la fois rendus possibles et limités par les capacitésrdion du squelette (encombrement
stérique...).

La conformation, ou structure tridimensionnelle des pn&®, permet de décrire ces motifs lo-
caux, mais aussi leur arrangement dans I'espace par dsaefpkements permettant d’atteindre
un minimum énergétique. Le repliement de la chaine polygigpie est stabilisé par de mul-
tiples interactions entre les chaines latérales d’acidgnés éloignés les uns des autres : les
liaisons hydrogéne, les interactions hydrophobes, de eaWals, ioniques, les ponts disul-
fure (Fig.1.5). C’est la conformation qui va donner a la pino¢ sa fonction biologique.

Liaison ionique Liaison hydrophobe

/ Liaison
hydrogene

| «—— Liaison hydrophobe
S

| CH,

N\

\
Interactions hydrophobe Pont disulfure
et de Van der Waals

FIG. 1.5 — Exemple d’interactions intervenant dans le repligind&ine chaine polypeptidique.

1.2.4 Les acides nucléiques

Les acides nucléiques déterminent la structure primaisepdetéines en portant et trans-
mettant I'information génétiqde Ce sont des polymeéres de nucléotides, chaque nucléotide se
composant d’'un groupe phosphate lié par covalence a un @uereentose), lui-méme lié a
une base azotée. Les nucléotides se lient en créant un gguelere-phosphate auquel sont
attachées les bases.

2La structure des acides nucléiques est traitée plus erigiésais I'annexe B.
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Il existe deux types d’acides nucléiques : I'acide ribogigue (ARN) et I'acide désoxyribonu-

cléique (ADN) se distinguant par leurs sucres : respectrere ribose et le désoxyribose. Les
bases azotées sont au nombre de quatre : I'adénine, la gunaytosine et la thymine (substi-
tuée par l'uracile dans I’ARN). D’autre part, '’ARN est géakement trouvé sous la forme d’un
simple brin, souvent replié de maniere complexe sur lui-méaors que '’ADN se présente

sous la forme d’'un double brin adoptant une structure hiélade. Les deux brins sont alors
maintenus par des liaisons hydrogéne se formant entre basggémentaires. D’autres forces,
telles que les interactions de van der Waals, contribuetdldliser la structure. En outre, les
acides nucléiques présentent des propriétés mécanidriaséques d’élasticité et de flexibilité

structurale facilitant I'interaction avec d’autres malés biologiques avoisinantes [43].

1.25 Ll'eau

L'eau est le constituant le plus abondant dans les tissamitsv elle représente 60 a 95 %
de leur masse. C’est un élément simple et familier qui neagiendant pas étre oublié tant son
role est important. Ses propriétés particulieres fonteleu’'une molécule indispensable a la vie
[39] : de part sa propriété de molécule polaire, 'eau estxaekent solvant, capable de créer
des ponts avec d’autres molécules polaires.

Outre son réle de solvant, I'eau est aussi le substrat etdeuitrde multiples réactions chi-
miques. Elle est également fondamentale dans la strucidiménsionnelle et 'assemblage
des molécules biologiques. En effet, les repliements etnalskiges macromoléculaires sont
stabilisés par I'élimination de I'eau des régions non pekieffet hydrophobe) et la création
de liaisons hydrogéne avec certains atomes. Enfin, sa doatien en ions hydrogéne *,
c’est-a-dire le pH, peut modifier I'état ionique des molésubiologiques, rendant les processus
biologiques tres sensibles a ces variations.

1.3 Interactions

Certainly no subject or field is making more progress on so yrfaonts at the
present moment than biology, and if we were to name the mag&rpd assumption
of all, which leads one on and on in an attempt to understdeglitiis that all things
are made of atoms, and that everything that living things @o lse understood in
terms of the jigglings and wigglings of atoms.
The Feynman Lecture on Physics, 1963 [32].

Mises a part quelques exceptions, les atomes ne sont pas tkahs les conditions habi-
tuelles. lls établissent entre eux des liaisons chimigoediaisons fortes, afin de former des
molécules. Une particularité des molécules biologiquesand leur étude d’autant plus com-
plexe est I'importance, aussi bien dans leur structure opsed’interactions, de la formation de
liaisons non chimiques, ou liaisons faibles. Dans cettégaous allons développer les liaisons
chimiques faibles et fortes d'importance biologique.
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Chapitre 1. La problématique des interactions en biologie

1.3.1 Les liaisons chimiques fortes

Les liaisons chimiques se forment spontanément entre degatpour former une molécule
dont I'énergie sera inférieure a celle des atomes pris éépant. Ce sont des interactions a
courte portée (typiquement entre 0.7 et 2 A).

Elles sont assurées par I'interaction des électrons deleheode valence des atomes (couche la
plus externe des atomes) dont les énergies et les proptigpésdent de I'atome. En connaissant
la structure électronique des atomes en jeu, leur éledativié, leur rayon, on peut définir la
nature et la force des liaisons chimiques.

Dans les molécules biologiques, on peut définir trois typgelaisons fortes : covalente, cova-
lente polarisée et ionique [20].

La liaison covalente

La liaison covalente est définie par un partage des éleati®malence de maniere équiprobable
entre deux atomes. En d’autres termes, les électrons ssinbdés symétriguement entre les

deux atomes. La liaison est stabilisée par I'attractionlgaeélectrons partagés subissent de la
part des deux noyaux positivement chargés.

En fonction de sa structure électroniqué fableau 1.3), chaque type d’atome peut établir un
certain nombre de liaisons covalentes avec d’autres ateeles une géométrie qui dépend de
cette structure; les liaisons sont simples, doubles olesigil y a une, deux ou trois paires
d’électrons partagées.

Liaison | Energie (kJ/mol) Longueur (pm)
C-C 345.2 154
Cc=C 609.4 134
Cc=C 834.3 120

TaB. 1.2 — Longueurs et énergies d’une liaison covalente sindpleble et triple établie entre
deux atomes de carbone.

Lorsque deux atomes de méme électronégativité se rapmipdbagrs nuages électroniques se
recouvrent et peuvent échanger des électrons. Le systanadoes stabilisé : il y a forma-
tion d’une liaison chimique. Lorsque les forces d’attrantéet les forces de répulsion entre les
noyaux et entre les électrons se compensent, une distadmpeilidre est atteinte et est caracté-
ristique d’une liaison.

La structure spatiale d’'une molécule, c’est-a-dire laok#jion relative des atomes qui la consti-
tuent, dépend donc de I'ordre d’enchainement et des tyjésndées qui la constituent. Ceux-cCi
se plagent les uns par rapport aux autres, avec des longetedes angles de liaison bien dé-
terminés. D’autre part, la possibilité de rotation autoarla liaison, limitée par le nombre

d’électrons partagés ou par I'encombrement stérique regtament de flexibilité.
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1.3. Interactions

Plus le domaine de recouvrement estimportant, plus l@hest forte ¢f. tableau 1.2). La force
d’une liaison covalente est donnée par I'enthalpie dediais’est-a-dire I'énergie nécessaire a
la rupture de la liaison dans la molécule gazeuse pour ddagetomes gazeux. Elle est de
I'ordre de la centaine de kJ/mol.

Atomes| Electronégativité Electrons de valenceNombre possible de voisins
H 2.2 H 1
C 2.55 < 2,30u4
O 3.44 Q- lou?2
N 3.04 N 2,30u4
P 2.19 P 5
S 2.58 1S 2,40u6

TAB. 1.3 — Electrons de valence, électronégativité et possiiaisons de covalence des atomes
d’hydrogéne, carbone, oxygeéne, azote, phosphore et soufre

La liaison covalente polarisée

Tout comme la liaison covalente, elle résulte de la mise enncon d’électrons célibataires
entre deux atomes, mais d’électronégativités différemtes électrons sont attirés préférentiel-
lement par I'atome le plus électronégatif. Ce phénomenermirg I'apparition d’'une charge
partielle sur chaque atome : I'électron est davantageégttir un atome que par l'autre et se
partage entre les deux de maniére dissymeétrique.

Par conséquent, I'atome le plus électronégatif porte ussge charge négative et I'atome le
moins électronégatif porte une fraction de charge posi@redit que la liaison covalente est
polarisée. L'énergie de la liaison comporte deux contidmg : covalente et €lectrostatique. Elle
est comparable a celle d’une liaison covalente pure.

La liaison ionique

Une liaison ionique se crée entre deux atomes d’électraivéga trés différentes. Un atome
céde un ou plusieurs électrons de valence a I'atome le phatréhégatif, qui porte alors une
charge entiére négative. Celui qui a cédé le ou les élecporie une charge entiére positive.
On obtient deux ions (positif et négatif) liés essentiebatrpar force électrostatique.

L'énergie d’'une liaison ionique est I'énergie nécessaierpa dissociation d’un cristal ionique
en ions gazeux. Appelée énergie réticulaire, elle est coatbpma celle d’'une liaison covalente
pure ou polarisée. Toutefois, la liaison ionique est tré&stafe en milieu aqueux ou elle est de
I'ordre de 20 kJ/mol®

3La force coulombienne s’exercant entre deux chaggetsy distantes de : F = ﬂz dépend de la constante
diélectrique du milieu : plus un solvant est polaire, @west grand , plus cette force est faible. En milieu aqueux
par exemple, la constante diélectrique étant tres élev@da 8aison ionique est en fait trés faible.
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Chapitre 1. La problématique des interactions en biologie

A’ + AA — A A

1 électron 1 électron » électrons partagés
de valence de valence » symétrie
o o
A + B° A B
1 électron 1 électron » électrons partagés
de valence de valence » dissymétrie
» attraction électrostatique
- +
A + BB —— A :B
1 électron 1 électron » pas d'électron partagé
de valence de valence » dissymétrie

» attraction électrostatique

Fic. 1.6 — De haut en bas : distribution des électrons dans dsesr®&covalentes, covalentes
polarisées et ioniques.

1.3.2 Les liaisons chimiques faibles

Ces liaisons sont essentielles pour expliquer les pré&ziéés molécules biologiques. Du
fait de leur faible énergie (généralement comprise entite3® &J/mol), elles sont en compéti-
tion avec les forces de dissociation liées a I'agitatiomrtigue (2.5 kJ/mol a 25°C) et peuvent
se rompre et se rétablir tres facilement a la températursiplogique, permettant ainsi des
interactions temporaires entre molécules.

Les liaisons faibles permettent le repliement des molégskables en raison du grand nombre
de liaisons intramoléculaires accumulées. Elles intenéat aussi bien entre atomes d’'une
méme molécule, gu’entre atomes de molécules voisines, aureentre molécules et solvant
[33][34].

Les forces de van der Waals

Ces forces résultent de I'interaction des nuages élecunesid’atomes ou de molécules proches
les uns des autres. Ces nuages fluctuent, soit de facon pErtean’est le cas dans les molé-
cules polaires qui se comportent comme un dipble permaseittde facon temporaire, sous
I'action d’'un champ électrique induit par le voisinage dion, d’'une molécule... faisant appa-
raitre un moment dipolaire dit induit.

Les forces de van der Waals naissent de I'interaction éstettique de ces dipdles et sont la
conséquence de trois phénomenes distincts provoquaracton de dipbles :

— l'effet d’orientation de Keesomles forces de Keesom apparaissent entre deux molé-
cules polaires, ce sont des interactions dipbéle permandidle permanent, d’autant
plus fortes que les molécules sont polaires. Les dipdles @maarsigne se repoussent,
ceux de sens opposeés s’attirent. Ces forces ne s’étaltlcgsen I'absence de contrainte
extérieure, les dipbles vont s’aligner pour minimiser €égie. Celle-ci diminue en fonc-
tion de 1/r3.
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1.3. Interactions

— l'effet d'induction de Debye c’est une interaction de type dipdle permanent - dipdle
induit apparaissant entre une molécule polaire et une migédmlaire ou non polaire
gui se polarise sous l'effet du champ électrique créé pardiecnle polaire. Elle est
d’autant plus forte que le moment dipolaire de la moléculeip® est élevé. L'énergie
d’interaction décroit en /.

— l'effet de dispersion de Londonc’est une interaction de type dip6le induit - dipble
induit, s’effectuant entre deux molécules non polairessgméant instantanément un
moment dipolaire non nul. L'énergie de ce type d'interactianinue en fonction de/t®.

Selon les molécules, la prédominance d’'une de ces troiggquar rapport aux autres varie.
Les interactions de van der Waals sont généralement faiflasune contribuant a la stabilisa-
tion du systéme avec une énergie comprise entre 0.4 et 4 kl/ews importance provient du
nombre cumulé de liaisons créées.

Outre les forces d’attraction, un phénomene de répulsiparajit lorsque deux atomes se rap-
prochent au point que leurs nuages électroniques se readuwra distance d'équilibre des
atomes en interaction correspond donc a la distance a lacqtehction et répulsion se com-
pensent.

Les forces de répulsion stérique sont définies @rt?lest deviennent énormes a trés courte
distance. On peut donc définir des rayons atomiques, apgiéss de van der Waals, impéné-
trables par d’autres atomes et correspondant a la tailleidgenélectronique de I'atome.

La liaison hydrogene

Cette liaison, également appelée pont hydrogéne, inteérioesqu’un atome d’hydrogene lié
par covalence a un atome électronégatif (le donneur D) st par un autre atome électroné-
gatif ('accepteur A, généralement un atome d’azote ouybiéxe).

C’est donc une interaction de type dipble-dipdle, cas paligr des forces de van der Waals,
induite par I'apparition d’une charge partielle positive Ehydrogéne, son nuage électronique
étant attiré par I'atome donneur. Cette charge positivaless attirée par la charge partielle
négative portée par I'acceptetft D —H%" ... A%,

Ce type de liaison, pouvant étre intra ou intermoléculasgliqgue en grande partie I'arran-

gement spatial des macromolécules mais aussi I'importdadeffet structurant de I'eau. Sa

force est de I'ordre de 12 a 30 kJ/mol, soit davantage que daline interaction de van der

Waals, et de I'ordre des énergies mises en jeu dans les flisctsighermiques a la température
physiologique. Elle est assez élevée pour avoir des coraégs importantes et assez faible
pour étre réversible.

Les liaisons hydrogene peuvent ainsi se rompre et se netatntiférant aux structures molécu-
laires a la fois stabilité et souplesse, ainsi que la pd#gibiun réarrangement spatial. D’autre
part, elles sont directionnelles, ce qui permet de retrodes motifs définis (complémentarité
des bases dans les acides nucléiques...). Enfin, les pairsgéyne peuvent opérer des trans-
ferts de proton$i ™ entre les molécules qu'ils lient, phénomeéne a l'originealeéactivité des
milieux agqueux.
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Chapitre 1. La problématique des interactions en biologie

L'effet hydrophobe

Les molécules ou groupes non polaires ne sont pas capabfesmkr de liaisons hydrogéne
et ne peuvent donc pas s’hydrater : on les nomme pour cestenraubstances hydrophobes.
L'effet hydrophobe est la tendance qu’ont ces groupes assemabler par coalescence de facon
a minimiser les contacts avec I'eau. La force des "liaisdryslrophobes est de I'ordre de 20 a
30 kJd/mol.

Une molécule hydrophobe rompt localement le réseau defiaisydrogene du solvant et crée
un état énergétiquement défavorable en diminuant le dés(pdrte d’entropie). Les molécules
d’eau se réorganisent alors autour des molécules hydregltbmaniére a minimiser I'énergie.
D’un point de vue thermodynamique, la diminution du nomkeentblécules d’eau autour des
groupes non polaires et I'agrégation de ces derniers seffistitdes forces de dispersion de Lon-
don, c’est-a-dire la séparation de deux phases distinatganique et aqueuse, s’accompagne
d’un gain d’entropie de I'ensemble du solvant et de la md&non polaire.

Pour cette raison, les régions non polaires sont souventigsf a I'intérieur des molécules.
Cet effet a d'importantes répercussions sur la conformadtda stabilité des molécules et des
assemblages supramoléculaires.

1.3.3 Implication des interactions dans la structure et la gxibilité

Les conditions environnementales (température, pH, isalin affectent la stabilité et la
flexibilité des biomolécules. Leur rigidité structurellst suffisante pour préserver leur forme
native spécifique ; leur flexibilité interne permet leur bondtionnement (activité enzymatique
des enzymes...). La flexibilité est donc essentielle ponsexver leur activité biologique.

Les liaisons de faible énergie sont nécessaires a I'ésatient et au maintien des conforma-
tions, de méme que pour le fonctionnement des mécanismgwaesssus biologiques. Leur
grand nombre, par effet cumulatif, leur confere un réle tzd@iu niveau du repliement tridi-
mentionnel et de la stabilité des structures.

En revanche, la facilité qu’ont ces liaisons faibles a sepm@npermet les interactions molécu-
laires caractéristiques des réactions biochimiques déoulent les propriétés de la vie : en
permanence, les molécules se reconnaissent, s’assembbagissent et se dissocient. D’autre
part, elles permettent une grande souplesse conformatlendé de la flexibilité des molécules

biologiques, et donc des capacités d’adaptation, de redssance : de spécificité.

Il apparait par conséquent qu’au dela de la séquence,rhireiion et la fonction que recelent
les molécules biologiques découlent de leur structure.rhadg difficulté de I'étude des mo-
lécules biologiques réside justement dans la complexigefexibilité des structures. En effet,
en raison de la longueur des chaines, des liaisons faildsdiaisons simples présentes dans les
squelettes carbonés et autour desquelles des rotationgassibles, une molécule peut possé-
der plusieurs configurations. En outre, pour ces mémesisiamsi qu’a cause de I'encombre-
ment stérique, ou de phénomeénes de répulsion ou d'atmaététrostatique, la molécule ne
présente généralement qu’une ou quelques conformatiovikegi€ées, correspondant a la plus
grande stabilité thermodynamique possible. Une tellearomdtion est la forme active d’'une
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molécule (dite "native" dans le cas d’'une protéine), celiieest fonctionnelle et peut interagir.
La fonction biologique d’une protéine est ainsi intimemigre a la conformation adoptée.

Les interactions sont facilitées par la complémentaritéctrale et électronique des molé-
cules biologiques. Ces derniéres présentent la partitéutie pouvoir changer de conformation
afin de s’adapter les unes aux autres : elles adoptent desrew@tions induites. Elles doivent
pour cela présenter un maximum d’affinité et de spécificae complémentarité. Cette faculté
d’adaptabilité conformationnelle est déterminante dandupart des phénomenes biologiques
et explique simultanément la stabilité et la variété du neovidant.

La complémentarité structurale est elle-méme facilitédgbexibilité, c’est-a-dire les modifi-
cations conformationnelles que peuvent adopter deux mi@g&orsqu’elles s’approchent 'une
de l'autre. On parle dans ce cas de conformations induites.

La complémentarité électrostatique d’autre part, par @axraction ou de répulsion a faible
distance, intervient favorablement lors de I'approchesddixation du ligand sur sa cible. Des
molécules présentant de telles complémentarités ont amelgraffinité I'une avec I'autre.

1.4 Conclusion

The challenge, in a nutshell, is to understand the cellufdioimation processing
system - all of it - from the genome on up.
Committee on Frontiers at the Interface of Computing anddgjig 2005 [27].

Dans ce chapitre, nous avons décrit rapidement les ineisls de la biologie structurale :
identifier et comprendre la fonction biologique (et doncrpirecologique) d’une biomolécule
via la connaisance de sa structure, de ses mécanismes &t deseau d’interactions.

Acquérir ce savoir peut en effet permettre d’agir sur I\é@téi des biomolécules, mais aussi de
détourner leur fonction vers des applications de poinkedejue les nanotechnologies. Mais sur-
tout, nous avons introduit le caractére incontournablé&tiede des interactions chimiques pour
expliquer les mécanismes biomoléculaires. Plus paréieeinent, nous avons souligné I'impor-
tance des liaisons faibles, clé de I'adaptabilité confdiomaelle et de la réactivité.

Aujourd’hui, si les outils expérimentaux et calculatoipymettent d’ouvrir la voie a I'étude
des interactions inter et intra moléculaires, ce projebmlemeure pas moins ambitieux. L'ex-
périmentation ne permet pas a ce jour d’apporter toutegfmmises et reste lente et colteuse,
malgré ses indiscutables progres.

Une nouvelle voie s’ouvre alors a nous : celle du calcul, gaise basant sur les lois usuelles
de la chimie et de la physique, est tout a fait a méme de s@gyopgliaux problemes de la bio-

logie. Le calcul se doit néanmoins d’étre rapide et rentabilene part pour traiter des données
abondantes, et d’autre part pour modéliser les systemesmeinent complexes de la biologie.

Les méthodes calculatoires sont actuellement entravéda pamplexité des macromolécules
et la multitude d’interactions fines intervenant entre semilliers d’atomes. Elles nécessitent
une adaptation des procédures et des algorithmes poureddsitemps de calculs et rendre
accessibles des systemes de plus en plus grands.
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Chapitre 1. La problématique des interactions en biologie

Il ne fait aucun doute aujourd’hui que la prise en compte desactions, la plus exhaustive
possible, est la clé de la réussite de la modélisation, tabbdd pour reproduire les systemes,
puis pour atteindre des fins prédictives. Le chapitre stikegense les méthodes générales de
la modélisation a I'’échelle atomique ainsi que leurs apfitimis aux molécules biologiques.
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Chapitre 2

Modélisation et simulation des
biomolécules
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2.4 Conclusion

La modélisation d’'un systeme consiste en I'établissememt thodéle mathématique dé-
crivant ce systeme, dans le but de trouver une solution agaé/ permettant de prévoir son
comportement dans certaines conditions par I'introdnatie parametres. La simulation infor-
matique utilise a cette fin des algorithmes de programmaliasés sur des relations arithmé-
tiques et logiques, écrits dans des langages définis. Eleugsurd’hui présente dans tous les
domaines de recherche : physique, chimie, biologie, écaam

Plus particuliérement, la modélisation a I'échelle atamigt moléculaire permet d’explorer la

matiere, sa réactivité, ses propriétés thermodynamigtresturales et mécaniques. Elle vise la
compréhension et la prédiction du comportement de la neasieus différentes conditions de

pression ou de température par exemple. Elle peut aingir@atlourds travaux expérimentaux,

apporter des éléments nouveaux de compréhension ou dati@nde I'expérience. Elle trouve

particulierement bien sa place en biologie, a une périod@bandance de données impose un
rythme de calcul effreiné.
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La voie de la simulation numérique s’est considérableméuneldppée parallélement aux pro-
grés informatiques, en termes de rapidité, de mémoire fiodiraphie. L'informatique permet
une nouvelle approche d’exploration de la matiére en ghigsant d’outils dédiés au calcul et
a la représentation de molécules de plus en plus complexes.

La modélisation moléculaire met en jeu des méthodes deldhkorique dont les principales
font appel a la mécanique moléculaire, la dynamique moddmuét a la mécanique quantique
afin de déterminer la géométrie des atomes d’'une molécuse @ire ses propriétés physico-
chimiques [130][169][222]. Linterprétation est facdi par de nombreux outils de représenta-
tion graphique et permet ainsi d’analyser les résultats sayour différent de celui de la voie
expérimentale, qui demeure néanmoins complémentaire.

2.1 Les modeles existants

Il existe trois principales méthodes de modélisation mdbice : les méthodes quantiques,
la mécanique moléculaire et la simulation dynamique [108].

2.1.1 Les méthodes quantiques

La mécanique quantique décrit la matiere comme un ensenegbf®yhux atomiques au-
tour desquels gravitent des électrons, eux-mémes dégglicieement par leur probabilité de
présence en un point et représentés par des fonctions d’onde

En d’autres termes, en appliquant les lois de la mécaniqdelatoire aux électrons, elle per-
met de déterminer I'état électronique d’'un systeme d’agymeais aussi 'ensemble de ses
propriétés observables (structurales : géométries, sniglegueurs... ; énergétiques : énergies
de liaison, d’excitation... ; spectroscopiques : fréqasnde vibration, spectres UV-visible, IR
et micro-onde... ; électroniques, magnétiques et réawtites : barrieres d’activation...).

Les bases du calcul quantique ont été posées en 1925 panbkigeBorn et Jordan, puis
finalisées en 1926 par Schrodinger et sa fameuse équatigndant le formalisme permet de
décrire rigoureusement la nature microscopique de la nedti®6][225f.

H Q(ry,ro...rn) = E Q(re,ra...rp) (2.1)

ou H est 'opérateur hamiltonien du systémeEeténergie propre associée a I'état quantique
de la particule décrit par la fonction d’onde stationndire

Pour une molécule composée Blenoyaux de massel , de charget-Zae de positionRa et
deN électrons de massg., de charge-e et de positiorr;, I’'hnamiltonien peut s’écrire sous la
forme (2.2) :

H :-fN +-fe+\7e,e+\7e,N ‘|‘\7N,N (2.2)

4La plupart des articles scientifiques d’archives abordés a®tte partie sont accessibles depuis les sites
http://prola.aps.orget http://home.tiscali.nl/physis/HistoricPaper/
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ou Ty et Te sont les opérateurs énergie cinétique respectivementajesix et des électrons
explicités par les équations (2.3) :
M h—z N R2

-’I;N:— tTe—

2mA z e r. (2.3)

Vee Ven €tV n, décrits par les relations (2.4) sont les opérateurs éngentielle (termes
d’interactions coulombiennes) électron-électron, éechoyau et noyau-noyau :

. NN ¢ MN zZné M M ZpZpe?
e = , Ven = — ; etVan = ; A (2.4)
o |21>| rj—ril 7% 2 Rl I1i = Ra BZA‘RB_RA‘

La résolution de I'équation peut, en toute rigueur, dégragaitement la matiere dans toute sa
complexité. Cette équation extrémement complexe a poumnipre application la molécule de
dihydrogéne en 1927, menée parallelement pas Heitler etdrod’une part [140], et Condon
d’autre part [95]. Ces premiers calculs laissent alorsespir 'impossibilité d’'une résolution
analytique exacte pour des systemes plus complexes et @omgcéssité d’établir des modeles
et des approximations.

The underlying laws for the mathematical theory of the wradlehemistry are

completely known and the difficulty is only that the exactiappon of these laws

leads to equations much too complicated to be soluble. tetbee becomes desi-
rable that approximate practical methods of applying quamtmechanics should
be developed.

Dirac. Proc. Roy. Soc. Lond., 1929 [106].

On distingue principalement trois niveaux d’approximatvaluant plus ou moins finement les
interactions entre électrons, et permettant donc de itrdéte systéemes de taille plus ou moins
importante [82]. Par ordre d’approximation croissant :

— les méthodes ab-initio (Hartree-Fock...)
— les approximations de champ moyen (DFT)
— les modéles semi-empiriques

Les méthodes ab initio : détermination de la fonction d’onde

Des 1927, arrivent les premiers modeles simplifiés pourdalodion de I'équation de Schro-
dinger et visant a simplifier ’hamiltonien : Born et Oppeirher publient un travail proposant
de découpler le mouvement des noyaux, tres lent, de celd@ldesons [80].

Les nucléons étant beaucoup plus massifs que les électvisop 1800 fois), leur inertie est
considéeréee comme null@y = 0) et leur énergie potentieldy ny constante. On ne s’intéresse
qu’au nuage électronique décrit par I’hamiltonien (2.5) :

|:| - -i;e‘f‘\?e?N + \7e7e (25)
“A/_/
He
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En 1928, Hartree propose d’écrire une fonction d’onde a Ntelas comme le produit de N
fonctions d’ondes mono électroniques (2.6), c’est-a-Nigbitales [138] [184]. Cela implique
gue chaque électron se déplace dans un champ moyen d0 awxmbgax autres électrons, ce
qui caractérise les méthodes S@elf Consistent Fieldu champ auto-cohérent):

l.IJ(I'l,I’z...I’n) = l]Jl(I’l)lsz(l’z)...l]Jn(l’n) (26)

Cependant, cette approximation des orbitales ne safistai I'exigence d’antisymétrie et d'in-
discernabilité des électrons, conformément au principraiision de Pauli [205] (les fermions
ne peuvent occuper le méme endroit dans le méme état quantieu 1929, I'introduction du
déterminant de Slater [229] permet une expression pluslsidipn systeme polyélectronique
en tenant compte du spin des particules. Le déterminantader§Voir I'équation 2.7) permet
I'introduction de la notion de spin dans les équations eivagt la fonction d’onde comme un
produit de spin-orbitales tout en satisfaisant a I'exigediantisymétrie :

Pl @2l -+ Ypl

1 2 W2 - Pp2
llJ(rl,fszn):W Lp:l llJ:z . lIJ: (2.7)

Pin Yzn - YPpn

Cette avancée contribue largement au développement dasaeaéab initio SCF telles que la
méthode Hartree-Fock (HF) qui prend en compte la totaligédliectrons mis en jeu par chaque
atome et calcule explicitement tous les éléments de I'éguae Schrodinger dans le cadre de
I'approximation de Born-Oppenheimer.

Il s’agit d’'une méthode variationnelle permettant la détieation de la fonction d’ondé
décrivant I'état de plus basse énerfig ou état fondamental, en supposant que chaque fonction
d’'onde d'un systeme a N fermions peut étre approximée paréterminant de Slater. Par
rapport a I'approximation de Hartree, elle fait intervemir terme d’interaction d’échange. A
partir d’'une fonction d’essap décrite a I'aide d’'un déterminant de Slater, I'énergie nmmee

du systéme(E) = (y|Hg|W), est calculée. Sur la base du principe variationnel selquele
I'ensemble des orbitales sera optimal quaid sera minimale By < (y|He|W) pour toute
fonction Y solution du systéme), on résout un systeme de N équationdémsunon linéaires
par une procédure itérative jusqu’a converger vers un atat@hérent.

La précision du résultat obtenu dépend bien entendu desidasad’essai employées par la
méthode ab-initio [175]. Ce type de calcul donne un résuyltétis, cependant le temps de
calcul nécessaire est tres important et limite les applicata des systémes comportant un
nombre peu important d’atomes. Notons enfin que la méthodedda-ock étant basée sur un
modele de particules indépendantes, elle peut donner umotida d’'onde et une énergie pas
totalement satisfaisantes : la différence entre I'éneegecte et I'énergie HF de la molécule
correspond a I'énergie de corrélation non prise en compagl@surestimation des répulsions
électroniques. Ce probléme peut étre amélioré en inclaacirélation des mouvements des
électrons : c’est ce que font les méthogest Hartree-Fock
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2.1. Les modeles existants

Méthodes DFT : détermination de la densité électronique

Nous venons de voir que les méthodes HF et post-HF nécedsiterise en ceuvre de calculs
complexes. Lorsque les systemes étudiés ont une taillénmogrtante pour étre traités de cette
facon, une alternative est la théorie de la fonctionnelladensité (DFTDensity Functional
Theory. On ne considére plus des fonctions d’'ondes mais des dsridéctroniques.

Ce modéle a été introduit par Thomas et Fermi [125][237] eprimxant I'énergie totale d’'un
systeme polyélectronique comme une fonctionnelle de laitkeélectronique totale, puis for-
malisé en 1964 par Hohenberg et Kohn [144], et Kohn et Shan©éb [161]. lls montrent
ainsi que toutes les propriétés d’un systeme d’électrongqrd étre déterminées par sa densité
électronique. La valeur exacte de la dengit® conduit & I'énergie totale du systéme dans I'état
fondamentaE|p] :

Elp] = Ts[p] + Ven[p] + J[p] + Exc[P] (2.8)

N
ou la densité d'état est reliée aux fonctions d’ondes pagl&ionp(r) = Z \Wk(P) |2
K=1

Les expressions dg|p] I'énergie cinétique du systéem¥p[p] I'énergie d’attraction électron-
noyau,J[p] I'énergie de répulsion coulombienne inter électronS,glp] I'énergie d’échange et
de corrélation sont données ci-dessous :

Ts[p] = —% / Wk (F) D2y (F)dF

) R-r
J[p] % / p‘(?pé |/) drdr”
Exclp] = [ exc(p(r)cF (2.9)

oU &xc(T) = &x(T) + &¢(T") est I'énergie d’échange-corrélation pour une particulendgaz
homogene d’électrons.

La densité électronique ne nécessite que 3 variables aement & la fonction d’onde
d’'un systéme a N électrons qui en nécessite 3N. Cependaaicid de la fonctionnelle densité
nécessite a son tour des approximations portant sur lelahlicterme d’échange-corrélation
sur lequel est reportée la difficulté. Citons comme prineipapproximations :

— l'approximation de la densité locale (LDA) basée sur lisdétion du modele d'un gaz
uniforme d’électrons (une variante : LSDA permet d’intradue spin).
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Chapitre 2. Modélisation et simulation des biomolécules

— I'approximation du gradient généralisé (GGA) faisanemenir le gradient de la densité
Op(r) afin de rendre compte des variations de distributions damsgge €électronique (les
fonctionnelles les plus répandues sont celles de Becke PEftlew et Wang [207][208]
et Lee, Yang et Paar [171]).

— les fonctionnelles hybrides, dans lesquelles une pagti€cdhange exact, calculé en théo-
rie de Hartree Fock, est introduite.

Enfin, selon une idée introduite par Fermi en 1934 [126], fetsede corrélation électronique
dus aux noyaux et a l'effet des électrons de coeur forteméstdi chimiqguement inactifs,
peuvent étre remplacés par un potentiel effectif agissaett kes électrons de valence : c’est
I'approximation du pseudopotentiel.

Ainsi, en ne traitant explicitement que les électrons denag, on obtient un gain important en
ressources informatiques tout en ne perdant pas ou peowfiafion sur les propriétés physico-
chimiques du systeme.

Méthodes semi-empiriques

Les méthodes semi-empiriques reprennent le principe ddbodesab initio. Toutefois,
contrairement a ces dernieres qui ne nécessitent aucumgiaesexpérimental, mais seulement
les lois fondamentales de la mécanique quantique, les héshgemi-empiriques utilisent des
parameétres ajustés avec des résultats experimentaux afimpléier les calculs. En ne prenant
en compte que les électrons de la couche de valence ou ege@glicertaines intégrales, elles
nécessitent des temps de calcul plus courts et permetttdatier a des systemes de taille plus
importante.

On peut citer comme types d’approximations : la représiemtdimitée aux électrons de va-
lence, I'approximation de I’hamiltonien du systéme par samime d’hamiltoniens monoélec-
troniques non explicités (méthode de Huckel et Hickel éteridi42]) ou I'approximation por-
tant sur les intégrales biélectroniques (équations deliRaod).

En conclusion, les méthodes quantiques permettent eniehéersonder la matiére et d’en
calculer exactement toutes les grandeurs observables gdluvent assister ou orienter I'ex-
périence, voire caractériser des mécanismes jusquedéassibles. Cependant, leur résolution
est limitée par leur complexité : celle-ci impose I'étudesgistemes de taille limitée, ainsi qu’un
compromis entre rapidité et précision, elle-méme dépeeddal’introduction incontournable
de diverses approximations et de choix de I'utilisateur.

2.1.2 La mécanique moléculaire

La mécanique moléculaire est apparu en 1930 [66], mais d&a&tloppée a partir des an-
nées 1960, avec les progrés d'accessibilité et de perfaendes ordinateurs. Elle permet de
déterminer I'’énergie d’une molécule en fonction de sesamanées atomiques et de chercher
des minima de I'énergie correspondant a des conformerelest@4][160].
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Le calcul d’énergie potentielle est fait en fonction de lamgétrie des atomes et non par rapport
a leur structure électronique.

Cette méthode décrit une molécule comme une série de sphéneset non interpénétrables,
reliées entre elles par des forces mécaniques généralbarambniques : elle est basée sur les
lois de la mécanique classique (newtonienne) et I'utiisat’'un champ de force empirique
dont les constantes décrivent les interactions entre a&digseet non liés, obtenues par étalon-
nage de résultats expérimentaux.

L'énergie potentielleE d’'une molécule peut étre approchée par la fonction suivéhi),
impliquant des atomes liés de maniére covalente ou pas :

E=E+Eg+E;+Eygw+ Ee + EnH (2.10)

Termes d’énergies liées
— E représente I'énergie d’élongation des liaisofs = ¥ iaisonski (I — ro)?, ol k; est la
constante de force,est la longueur de liaison instantanggla valeur de liaison a I'équi-
libre.

— Eg est I'énergie de variation des angleBg: =  angleke(0 — B80)?, olikg est la constante
de force associé®,est I'angle instantanédy est la valeur de I'angle a I'équilibre.

— E; est I'énergie de torsion des angles diedrds; = giedresd n V(1 + cognt —v)),
ou V, est la valeur de la barriére de rotation d’ordrey est la phase et est la valeur
instantanée du diedre.

Remarque : Le potentiel de Morse (2.11) peut étre utilisé pour représeles termes
d’élongation et de variation angulaire en rendant compteasarmonicité dans les liaisons
covalentes [192]. Notons cependant qu'il ne rend pas codgtasymétrie de I'anharmonicité,
et d’autre part, gu'une méme constaatéécrit les termes harmoniques et anharmoniques.

2

Emorse(r) = De(1— g ar=ro) ) (2.11)

ou De est I'énergie potentielle minimum (profondeur du puitsy est une constante propre ala
liaison.

Il est néanmoins complexe et peut étre approximé par un petbarmonique (2.12) en admet-
tant que I'on s’écarte peu de I'équilibre (Loi de Hooke) :

Ei(r) = ki (r —rp)? entre deux atomes (2.12)

En cas de non linéarité, I'ajodt de termes cubiques, voioedies supérieurs, présentés sur la
figure 2.1 permettent de se rapprocher du modéle de Mors®) (2.1

E(1) =k (r —r0)2[1—K (r —ro) —K'(r —ro)? —K"(r—ro)*~..]  (2.13)
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= 7 quadratique

V()

Morse

cubique

FIG. 2.1 — Représentation des différents potentiels utili®és pnodéliser les termes d’élonga-
tion et de variation angulaire.

Termes d’énergies non liées
— Evgw donne I'énergie d’interaction entre atomes non liés géeérant sous la forme
d’'une fonction de Lennard-Jones "6-12E;qw = r—ﬁz — r%, OUA et B sont des constantes
relatives a la profondeur du puits (c’est-a-dire le minimdiénergie potentielle) et a la
distance minimale d’approche entre les deux atomes. Leweted ordres 6 et 12 repre-
sentent respectivement la dispersion attractive de Loettrépulsion.

— Eelec représente I'énergie d’interaction électrostatiqRec = f[gggrr ou Qp, gy sont les
charges des particules en interactiotg distance les séparamp, la permittivité du vide

ete, la permittivité relative du milieu.

— Ey rend compte des liaisons hydrogéne. Cette énergie estraonaiée sous la forme
En = % — r—Efo, ou estincluse dans le terme d’énergie électrostatique.

A l'aide d'un jeu d’équations, de parametres de champ etyjssstd’atomes et de liaisons, la
molécule peut étre soumise a une optimisation géométrigul@ winimisation de son énergie
par diverses méthodes incrémentales, jusqu’a obtenir oimmim local [145].

Les méthodes itératives couramment usitées reposent sur :

— la dérivée premiere de I'énergie potentielle : les méthatdeplus grande pente (bstee-
pest descenj’ou du gradient conjugué permettent de faire diminuer epieht I'énergie
dans les premiers cycles mais sont peu convergentes en fyclde Elle sont donc plutét
utilisées au départ d’'une minimisation.

— la dérivée seconde de I'énergie potentielle (constanferde) : la méthode de Newton-
Raphson est plus colteuse en temps de calcul et en mémoetkeckait appel au calcul
et a I'inversion de grosses matrices contenant les corstatet force (33N pour une
molécule de N atomes). Elle est cependant plus convergémeue étre réservée a la
phase finale de minimisation.
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2.1. Les modeles existants

Notons qu'il faut étre vigilant par rapport au résultat deni@imisation qui conduit a un mini-
mum local (et non global car la mécanique moléculaire ne pepas de franchir de barriére)
et parfois a un placement erroné des atomes légers (hydrpgécessitant un second passage.

La mécanique moléculaire présente I'important avantagérel’peu colteuse en temps et
moyens de calcul, et ainsi, d’étre accessible aux grossédcaoiles. L'inconvénient majeur
néanmoins est la dépendance du résultat au champ de forméieé pour une famille de
molécules et non généralisable. La valeur de I'énergiemigt@’a donc aucun sens physique :
c’est la comparaison entre deux valeurs obtenues pour dedgrenations différentes avec un
méme champ de force qui peut étre interprétée.

Depuis les années 1970, de nombreux champs de force ontwetidpiges et commercialisés.
Parmi les plus courants, on peut citer MM2 [59], MM3 [60] et MNB1] pour les petites
molécules, Sybyl [235] pour les molécules organiques, CNWR[155] pour les protéines,
AMBER [248] pour les protéines et les acides nucléiques.

Les méthodes hybrides QM/MM

La mécanique moléculaire ne permet pas de traiter la ré&cties molécules. Quant aux meé-
thodes quantiques, elles sont rapidement limitées paillada systeme étudié.

Le couplage des méthodes de mécanique quantique / mécana@eulaire (QM/MM) utilise
diverses descriptions pour des régions différentes d’usécnle : il est alors possible pour des
systémes de taille conséquente de procéder a I'étude guéaies processus chimiques traités

localement par mécanique quantique, alors que le restentEadtions est traité "physique-
ment" par mécanique moléculaire.

On peut ainsi explorer des systémes complexes comportaftjups centaines, voire quelques
milliers d’atomes [64][116][190][220].

S %

( Site réactionnel
' * petite taille

Environnement  grande précision

« grande taille « difficile a définir

« précision moindre\ .

Interactions

« électrostatique
* induction
« dispersion

* transfert de charge

FIG. 2.2 — Exemple d’application de la méthode hybride QM/MM &ystéme moléculaire.
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Chapitre 2. Modélisation et simulation des biomolécules

2.1.3 Les simulations dynamiques

La mécanique moléculaire permet de calculer I'enthalpie@ dysteme, mais ne peut décrire
I'énergie en fonction du temps et de la température (erdrofmergie libre), ni franchir de
barriére énergétique.

La dynamique moléculaire et la méthode de Monte Carlo saaegtensions de la mécanique
moléculaire. Elles conviennent aux systémes présentambiidreux conformeres séparés par

de faibles barriéres énergétiques, comme c’est le cas nwabhdes biomolécules ou des poly-
meres.

La dynamique moléculaire

Les premiéres simulations de dynamique moléculaire reembidt la fin des années 1950 [58]
et au début des années 1960 pour des systemes plus imp{2idijts

Cette technique a pour but de simuler le mouvement des atamesurs du temps pour une
température supérieure a 0 K a partir de I'intégration desittons de Newton ou de Hamilton
[183][212]. Ce mouvement correspond a des vibrations audoun minimum d’énergie ou au
passage d’un minimum a un autre : la dynamique moléculamagtedonc de s’extraire d’'un
minimum local.

A partir de potentiel®/ (r;) extraits de champs de force, a intervalles de tedtpgguliers et
tres petits, on détermine les forces qui agissent sur chetgueei grace a la relation (2.14) :
F=-0v(n) (2.14)

Puis avec la seconde loi de Newton (2.15), on attribue legellms vitesses et positions :

avi (t d2ri(t
(O _ &0
dt dt

L'intégration numérique fait appel a diverses méthodesitférdnces finies, I'algorithme le

plus utilisé étant celui Verlet [242]. Il suit la procédurgvante :

Fi=ma =m (2.15)

— calcul des positions a l'instant- ot a partir des positions et des vitesséds a
= = 2 =
Fi(t+8t) = Fi(t) + Btv (1) + S F(t) +o(8t)

— calcul des forces aux nouvelles positid{s+ ot)

- : Rt 2 dF(t
— calcul des nouvelles vitesseg (t + 8t) = Vi(t) + 6t% + 2%% + 0(5t3)
Notons qu’a l'instant initial, les vitesses sont attribsiée maniére aléatoire selon une distribu-

tion de Boltzmann pour une température donnée.

La dynamique moléculaire nécessite des ajustements findivkrs parametres induisant une
mise en ceuvre délicate. D’autre part, l'intégration dedaipn de Newton se faisant dans
des intervalles de temps trés petits (généralement dedate la pico a la femtoseconde), la
longueur des calculs ne permet pas alors d’explorer desnggle I'espace conformationnel
trop éloignées de I'arrangement initial.
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La méthode Monte Carlo

Cette autre méthode fait partie des techniques heuristigpar tirages aléatoires, elle permet
d’échantillonner I'espace des conformations.

Son nom fait référence a la ville de Monte Carlo, connue pesrjsux de hasard [168]. Son

développement remonte a la seconde guerre mondiale avieavasx sur la diffusion des neu-

trons dans un matériau fissible (Projet Manhattan) de Nashiletropolis et ses collaborateurs
[188][189]. Le formalisme est publié a la fin des années 1940.

La méthode de Monte Carlo convient particulierement auutales intégrales de grandes di-

mensions : elle permet de traiter des systemes trop volwxipeur que les techniques d’ap-

proximation numeérique puissent conduire a un résultatssuffment précis dans un temps ac-
ceptable. On lui trouve donc de multiples applications dassdomaines ayant recours aux
mathématiques appliquées : physique, chimie, biologmn@uwie, finance, sociologie.

En modélisation moléculaire, I'idée est de partir d’'unefguration donnée et de générer une
nouvelle configuration par des déplacements aléatoireatdeses [219]. La nouvelle confor-
mation est acceptée si la difference d’énefficavec la conformation précédente est négative,
ou encore si elle répond a une probabifitd’étre acceptée, selon la relation (2.16) :

p=e kT (2.16)

La nouvelle conformation sert alors de point de départ pountauveau déplacement aléatoire
des atomes, sinon on repart de la premiergusqu’a obtenir une convergence.

Le Monte Carlo cinétique

Le grand avantage des techniques Monte Carlo est leur p@sgiplication a des calculs longs
sur des systémes complexes. Elles permettent donc de sechppde la réalité physique de
I'observation.

Cependant, elles ne permettent pas de connaitre le cheminppsser d'une conformation
a une autre. La méthode de Monte Carlo cinétique [240] pedmeatécrire I'évolution d’'un
systéme en associant a deux mécanismes successifs une éhacgvation nécessaire pour
franchir la barriere permettant de passer de I'un a I'a@egte énergie d’activatioB,c est liée
au temps de résidence dans un étati-méme relié a la probabilité de transitiprd’'un état a

un autre par la loi d’Arrheniusp = %exp(—%).

Les techniques Monte carlo, requérant peu de temps de catouvent de nombreuses
applications pour des systémes de grande taille et nésesgdiimportantes échelles de temps.
Par un choix judicieux de parameétres et I'implémentatiomemie et compléte des nombreuses
possibilités de mécanismes, le résultat de la simulationtraoun excellent accord avec
I'expérience.
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Chapitre 2. Modélisation et simulation des biomolécules

2.2 Mise en perspective par rapport a la biologie

| would like to emphasize strongly my belief that the era ohgoting chemists,
when hundreds if not thousands of chemists will go to the atingpmachine ins-
tead of the laboratory for increasing many facets of chemitf@rmation, is al-
ready at hand.

Robert S. Mulliken, 1966.

2.2.1 Un développement paralléle aux progres informatique

Au cours de ces dernieres années, le développement impddamoyens informatiques
(puissance des machines, efforts sur le développememgdigimes, infographie) a permis a
la modélisation moléculaire d’étendre son champ d’actiales systemes complexes dont la
biologiein silico est un excellent exemple.

Le développement de la capacité de stockage informatigquieds facon permanente, la puis-
sance des processeurs a doublé tous les 18 mois pendant @6i alesMoore), suivie par la
croissance des banques de données biologiques. Parsailesiméthodes informatiques sont
de plus en plus sophistiquées (réseaux de neurones, higestgénétiques.), de nouvelles
architectures matérielles apparaissent (calcul pagallé), des grilles de ressources informa-
tiques assurent les besoins en stockage et en puissandeuws.ca

L'application des ressources informatiques a la biologéstpas limitée par le manque de
données, mais par la complexité de la sauvegarde, de la utaimgm, du traitement des objets
moléculaires. Ainsi, apres les fantastiques progres dérlamique et de la protéomique qui ont
fourni de considérables quantités de données, restentrgptigcla fonction des biomolécules
et la facon dont elles interagissent entre elles ou aveclauronnement.

Massive computing power, novel modeling approaches, ngarighms and ma-

thematical or statistical techniques, and systematic eegjing approaches will

provide biologists with vital and essential tools for mamapthe heterogeneity and
volume of the data and for extracting meaning from those.data

Committee on Frontiers at the Interface of Computing anddgjig 2005 [94].

Les méthodes de calcul théorique précédemment citées emhanipulant les objets biolo-
giques a des niveaux différents, décrire la structure eptepriétés physico-chimiques des
molécules du vivant. Associées a une représentation iabdgue, elles permettent d’appré-
hender les systemes a un niveau de complexité que I'expérimmpeut souvent pas approcher,
afin d’interpréter et de prédire des mécanismes au niveauige.

En biologie, parmi les nombreux champs d’investigation lgu@odélisation moléculaire vise
a développer, on peut citer :

— I’évaluation de la validité d’'une structure moléculaire

— le calcul d’'un champ de force empirique pour détermineptepriétés et les caractéris-
tiques moléculaires
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la prédiction qualitative et la reproduction des progséles biomolécules

la corrélation entre structure et propriétés molécusaire

I'acquisition d’informations sur la dynamique et les éjies des molécules

la visualisation des données structurales sous formesfndeidimensionnel, la recon-
naissance des biomolécules

la création et I'utilisation de banques de données

2.2.2 Adaptation des outils aux problemes de la biologie

La modélisation moléculaire est devenue un outil incormtahbte pour tout développement
en chimie médicinale et en biologie structurale [154].

La mécanique quantique est bien entendu inapte a décringstanse de la taille d’'une protéine
par exemple. Néanmoins, en se restreignant a de petitsrs3sit@u en ne traitant que certains
atomes directement impliqués, elle apporte des renseigmsnprécieux sur la réactivité chi-
mique, notamment avec des méthodes QM/MM, utilisées panpbeepour le traitement de
réactions enzymatiques. Une telle utilisation, dont lexpee exemple remonte a 1992 [156]
est aujourd’hui courante, et permet d’atteindre des éebelk temps plus longues [176]. L'ap-
proche par mécanique quantique permet également d’oltesiparametres pour les potentiels
de la mécanique moléculaire, par exemple pour les chargesqies partielles ajustées pour
reproduire le potentiel électrostatique [227].

La mécanigue moléculaire classique est employée quard a Blisage des systemes de grande
taille afin de fournir une description structurale optimaleis correspondant a un minimum
local. Ses applications vont des biomolécules jusqu’allaled71]. Le minimum global peut
étre atteint par d’autres méthodes, comme les techniqueseMoarlo [118][121][137][177].
Enfin, les structures biologiques n’étant pas figées, la mjopae moléculaire va fournir les
informations dynamiques et énergétiques. Pour la preniddéseen 1977 [187], un article de
McCammoret al. présente des travaux de dynamique moléculaire sur la BBVir(e pancrea-

tic trypsin inhibitor) et remplace définitivement le modétgde des protéines par des systemes
dynamiques, animés de mouvements internes résultant dgeamants conformationnels au
réle crucial pour leur fonction [157].

Notons qu’un grand nombre de champs ont été développés gmeystémes biologiques. En
dynamigue moléculaire, trois principaux programmes saifisés via une licence payante :
CHARMM [91], AMBER [65], et GROMOS [134] .. Ces champs ont été paramétrés pour étre
appliqués aux macromolécules, particulierement aux pregéet aux acides nucléiques. Depuis
guelques années, des programmes pouvant faire appel anpsipaécédents et distribués sans
licence payante apparaissent sur internet : GROMACS [188MD [197], TINKER [238],
ORAC [203]... D’autre part, il existe des programmes de construction eiglelisation des
biopolyméres comme : INSIGHT ou QUANTA [148], Chem3D [92]JACTVS [86] ou en-
core Rasmol [214], VMD [244], XmMol [253], PyMOL [209] . Certains, VMD par exemple,
permettent de visualiser les trajectoires de dynamiquécnddire.
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2.2.3 Prise en compte du solvant

Le grand défi imposeé par les systemes biologiques reposa somniplexité et la flexibilité
des macromolécules qui ne sont que marginalement stables.

L'autre difficulté est I'intégration dans les modeles detiraction avec I'environnement [135].
La prise en compte du solvant est en effet indispensablengauger au mieux le milieu dans
lequel "baignent” les macromolécules : un bain de solvaias, de métabolites..

En raison de I'agitation thermique, les biomolécules emites permanence en collision avec
les molécules du solvant, provoquant la formation de li@sfaibles. En favorisant la forma-

tion de réseaux, elles participent, par effet hydrophod&reangement conformationnel des
macromolécules.

Le solvant peut étre pris en compte de deux facons dans lesthiges : soit de maniere

explicite, soit de maniéere implicite. Le traitement exjiécs’opére par le positionnement de
molécules d’eau autour du systéme étudié sous forme d’umite"td’eau” polygonale décrite

avec des conditions périodiques pour masquer les effeterdd 169]. Il est également possible
d’ajouter des ions de maniere aléatoire pour assurer laatg@@lectronique du systeme.

Le modele le plus couramment utilisé, car simple et efficasele modéle a trois sites d'inter-
actions correspondant aux trois atomes de la molécule dxsague atome portant une charge
ponctuelle (TIP3P dans AMBER [152]). Il existe des modeles gomplexes, comme le mo-
dele a 4 sites (la charge négative est alors attribuée a omedtotif), ou encore le modele a 5
sites (la charge négative est distribuée sur deux atom#s)fictqui améliore la distribution de
la charge électrostatique autour de la molécule d’eau.

FiG. 2.3 — Dihydrofolate réductase représentée en solvanicéealune boite cubique de 64 A
de c6té créée par AMBER avec le modéle TIP3P.

La difficulté liée a I'utilisation d'un solvant explicite £bien entendu le colt numérique da a
I'ajolt de milliers d’atomes. Une alternative est le resoau solvant implicite, bien plus rapide :
les interactions électrostatiques sont traitées de fagomeer I'effet des molécules d’eau. La
méthode adoptée est souvent le modéle de Born généralis@dralized Born'GB) traitant

le solvant comme un continuum diélectrique [73].
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La contribution électrostatique de I'eau sur les chargesdnfouies, trés accessibles au solvant,
ou dans un état intermédiaire est adaptée selon I'équativarge (2.17) :

1 e_KfGB) Giqj
Eeqly = — = 1_— HiMy
solv 2% < c fGB

€ est la constante diélectrique du solvant.

K est une constante représentant I'effet d’un sel.

gi etq;j sont les charges partielles des atomes i et j.

ri.j est la distance entre les deux atomes i et .

R etR; sont les rayons de Born des atomes i et j.

fee est une fonction qui représente I'énergie d’interactionlembienne entre deux charges et
mime I'écrantage des charges :

(2.17)

—Ti

2
feg = rfj +RiRjexp<4RiRj>

Un tel modele présente I'avantage de limiter le nombre d&t® étudiés par rapport & un
modéle de solvant explicite tout en tenant compte des edfetdrostatiques. Cependant, bien
que de grands progrés aient été réalisés depuis la fin dessah®@0, il demeure moins précis
et fiable.

Outre la question du solvant, I'interaction de la molécwecason environnement fait ressortir
la question de I'interaction avec d’autres moléculestpétiands ou macromolécules.

2.3 Du docking rigide a l'introduction de la flexibilité

La premiere problématique de la biologie structurale estpliement des macromolécules
dans une structure tridimensionnelle biologiqguemenvactia compréhension de la communi-
cation moléculaire pour échanger des informations, ¥actiu s’'inhiber est la seconde problé-
matique, enjeu majeur de la biologie intégrée [62].

Aujourd’hui, bien qu'un grand nombre de techniques expéritales soient employées pour
étudier la formation de complexes macromoléculaires ¢systdu double hybride en levure,
spectroscopie par fluorescence, spectrométrie de massearee des plasmons de surface,
calorimétrie...), peu d’entre elles ont les moyens de donner des informm#dréchelle ato-
mique.

La cristallographie par rayons X fournit un arrangemenaitiétde la structure atomique cristal-
lisée, la spectroscopie RMN donne des informations sur l&ecate en solution. Les deux ont
cependant leurs limites, surtout lorsqu’elles sont apgles aux complexes biomoléculaires. Le
nombre de structures de complexes déposées dans les baeqi@snées est par conséquent
trés inférieur & celui des molécules a I'état libre.

Complémentaires aux approches expérimentales, les dmsticéoriques pour I'étude du do-
cking, ou amarrage des molécules, sont en pleine émergence.
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Chapitre 2. Modélisation et simulation des biomolécules

Depuis quelques années, les algorithmes de docking sepiiaritipour prédire, a partir de la
structure de deux molécules isolées, celle du complexerencésolue par RMN ou rayons
X [83][88][136][230][252]. Tres vite, ces algorithmes oété adoptés pour la conception de
candidats médicaments [63][69][162][167][245].

La plupart des programmes utilisent une approche semblainie molécule est fixe dans I'es-
pace tandis que la seconde est déplacée par un ensemblediativas et de rotations. Chaque
configuration est alors évaluée par une fonction de scorereretde complémentarité de sur-
face, d’interaction électrostatique, de répulsion de v@emaals. . .

De maniéere générale, le protocole de docking peut étre déasénde la facon suivante :
— représentation du systéme
— procédure de recherche (searching)
— criblage par fonction de score (scoring)

2.3.1 Représentation du systeme

Il existe trois facons de représenter le systeme moléeuld@s représentations par atomes,
par surface ou par grille [136] :

— la représentation atomique, trées complexe, est généeateassociée a une fonction
d’énergie potentielle et n’intervient que dans le stadd fileda procédure de recherche
pour affiner le résultat sans trop de dépense informaticfle [8

— de nombreuses approches de docking représentent lesutesi@ar une surface, elle-
méme ramenée a des caractéristiques géométriques : lassyfaposée par Conolly
en 1983 est construite a partir des rayons de van der Waalatoe®s exposés reliés
par un réseau de surfaces concaves ou convexes [96][97@chanche conformationelle
s’opere ensuite par complémentarité de surface jusquivéroes minima et maxima
d’affinité [199] [200]. A cette représentation géométrigileest possible d’ajouter des
termes énergétiques, électrostatiques par exemple, pmpléter le modéle [198][217].

— lareprésentation de la molécule par une grille d’énergiergielle est une autre approche
tres utilisée. Introduite par Goodford en 1985, elle fang@lement appel aux interac-
tions électrostatiques et de van der Waals pour décrire né&ribation énergétique du
récepteur, qui n'a alors qu’'a étre lue durant le scoring.

2.3.2 Procédure de recherche

La procédure de recherche doit permettre de couvrir I'espaaformationnel de maniéere
rapide et efficace. Une difficulté du docking réside dans leiiphes solutions qu’il est possible
de trouver. Deux approches sont possibles : la premieraestgherche couvrant tout I'espace
des solutions par des rotations et des translations systgraa d’'une molécule par rapport a
l'autre ; la seconde consiste en une progression graduétéoae dans I'espace des solutions
(Monte Carlo, algorithmes génétiques) [67], elle peut étre guidée selon certains critéres
(résultats de dynamique moléculaire) [243].
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2.3. Du docking rigide a I'introduction de la flexibilité

Le probléme de la reconnaissance moléculaire

Les méthodes initiales étaient basées sur le madélserrureproposé en 1894 par Emile Fi-
scher [128] : la reconnaissance a lieu lorsque le réceptasmndigand offrent une complémen-
tarité géométrique exacte. Il faut attendre 1958 pour quehkmd [164] propose un nouveau
modele, considérant I'adaptation mutuelle d’'un récepgede son ligand lors d’une interaction.

L'introduction de la flexibilité, mais aussi de parametresmiant lieu a une reconnaissance chi-
mique (interactions électrostatiques, liaisons hydregén ont complexifié le probleme, mais

toujours dans le souci d’établir le cadre d’'un modele rigoxmpour atteindre une grande qualité
de prédiction (voir figure 2.4) [2][89][111].

a) V V

b) V v

o A\ v V:v

FIG. 2.4 — Schéma des 3 niveaux de représentation de la flegitiline protéine. a) modele
clé-serrure. b) modéle induced-fit. ¢) configurations priétantes a I'équilibre.

Une étape déterminante pour le colt du calcul, et bien eatpodr la qualité de la prédic-
tion, est le choix des degrés de liberté pour chaque proeé@lest une étape particulierement
difficile qui définit elle-méme toute la complexité a venirlidggorithme.

Le mécanisme de docking a longtemps été percu comme un simgaanismeclé-serrure
Cette notion introduite par Fisher en 1894 [128] a donnésaaise a une longue lignée d’al-
gorithmes depuis 1975 [174] traitant des probléemes de aigjukes, comme DOCK en 1982
[12] [224]. Ces premiers programmes, pour décrire les press fixaient tous les degrés de
liberté internes, exceptés les 3 degrés de rotation et Zadslation. Les atomes étaient traités
explicitement a I'aide de potentiels.

En 1978, Wodak et Janin tentent de retrouver la structurérerpntale du complexe protéine-
protéine BPTI-trypsine et obtiennent plusieurs configaret possibles énergétiguement non
distinguables de la structure native en introduisant desgenon liés, de surface puis de solvant
[251]. Greer et Bush [123] approfondissent la compléméstde surface et utilisent la notion
de surface accessible au solvant [216].
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Chapitre 2. Modélisation et simulation des biomolécules

Le probléme des modéles rigides est qu'’ils ne tiennent paptde linduced-fit Koshland est
le premier a souligner la capacité d’'une enzyme et de soriratibss’adapter I'un a I'autre en
1958 [164]. Jorgensen [153] étend ce concept aux changsmamiormationnels que subissent
deux molécules durant une interaction. Ce modele suppast&aqeconnaissance est conduite
par des forces a longue ou courte portée (respectivemefiress électrostatiques [115], et
I'entropie de désolvatation et les forces van der Waals)[8@huérant une certaine complé-
mentarité préalable. Expliquer 'ensemble de l'interactpar linduced-fitaboutirait parfois a
une cinétique défavorable [170][185]. Une seconde thébedeée sur I'existence de multiples
conformeres en milieu aqueux, est donc envisagée [2][H&.n’est cependant pas indisso-
ciable de linduced-fit la préselection d’'un conformere peut précéder I'étappidtament [81].
Une combinaison des deux pourrait méme mener a une meillimsiiption des interactions
accompagnées de réarrangements structuraux.

L'introduction de la flexibilité pour prendre en compte urspible réarrangement structural
devient alors un des plus grands enjeux du docking. La flééilai tout d’abord été introduite
en autorisant quelques degrés de liberté au ligand [108, giendue a certaines parties des
protéines. L'exploration de la flexibilité du ligand est ere aujourd’hui largement explorée.
Tres vite, les premieres applications a la conception dagagtents ont été envisagées [103],
un bel exemple est la recherche d’inhibiteurs de la protdasérus de 'immunodéficience
humaine 1 [104].

Outre la complémentarité structurale, I'importance d#itigé des liaisons chimiques est mise
en avant des 1940 par Pauling et Delbriick [206] : ils postujea les complexes sont stabilisés
par des interactions de van der Waals, des interactions@séatiques et des liaisons hydrogene.
Les effets hydrophobes et de I'entropie, indispensables laocompréhension de la désolva-
tation de la surface d’interaction par exemple, sont intitsden 1959 par Kauzmann [158].
On considére actuellement que I'effet hydrophobe est naenéstabilisant pour les complexes
macromoléculaires, et que les interactions coulombieatles liaisons hydrogéne conferent la
spécificité chimique a une interaction.

L'état des lieux que nous allons dresser ici est basé sur &batdes de prise en compte de
la flexibilité dans les algorithmes de docking. C’est un jgote toujours treés difficile, car
contrairement au docking rigide qui ne fait intervenir queegrés de libertés de rotation et de
translation, I'introduction de la flexibilité augmente eehent le nombre de degrés de liberté,
I'espace de recherche et donc le colt de calcul. On peungiggr trois niveaux de docking :

— le docking rigideest bien sdr le plus simple et demeure encore souvent emptmye
I'amarrage protéine-protéine.

— le docking semi-flexibleest "asymétrique" et généralement utilisé pour I'amarrage
protéine-ligand, le ligand étant considéré comme flexibl@rotéine gardée rigide.

— le docking flexiblenfin, traite la flexibilité des deux molécules, mais la fldkébpermise
est limitée, simplifée par des modéles.

La raison pour laquelle la flexibilité est souvent limitéelimand est directement liée a la ca-

pacité informatique nécessaire aux algorithmes. Lestieesad’extension de la flexibilité aux
macromolécules se multiplient aujourd’hui.
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Flexibilité du ligand

Trois méthodes peuvent étre développées : les méthodésmtjues, les méthodes aléatoires
et les méthodes de simulation [83].

Les méthodes de recherche systématiquprennent en compte I'ensemble des degrés
de liberté du ligand. Pour éviter des problemes d’explodiocalcul, le ligand peut étre placé
par fragments sur le site actif et reconstruit par incréatgor, une minimisation étant opérée
a chague pas [249] (c’est le cas par exemple des programm€KpT14] et FlexX [213]).
D’autres algorithmes font appel a des banques de donnéesrdermations ramenant le
probléme a celui d’'un corps rigide (comme FLOG [159]).

Les méthodes de recherche aléatoiranodifient le ligand de maniere stochastique et
I'évaluent selon des probabilités d’existence. Les tampies employées a cet effet sont
le Monte Carlo [202][215] (comme dans AutoDock [202]) et kgorithmes génétiques
[107][151][191] (GOLD [132]). Il existe enfin les méthodedes taboues qui, pour accepter
une nouvelle configuration ou non, considérent les confoama déja explorées et calculent
le rmsd (root mean square deviation) entre nouvelles et ancieno@&®mnations [76][250].
PRO_LEADS [250] est un des algorithmes utilisant ces méthod

Les méthodes de simulationreposent sur la dynamique moléculaire et la minimisation
d’énergie. La dynamique moléculaire est actuellementua pburante, malgré le fait qu’elle
n'atteigne généralement que des minima locaux. Quant ar@misiation d’énergie, elle est
rarement utilisée seule, mais plutét intégrée en complémes techniques précédemment
citées.

Flexibilité du récepteur

Plus complexe, son traitement est moins abouti que celugdnd. D’'importants efforts sont
actuellement menés pour développer des stratégies efif2{&][57][79][101][112][182]. La
flexibilité peut étre traitée de deux facons : implicitemguft docking et cross dockinjou
explicitement. La tache est facilitée par une connaisspraaable des régions flexibles.

La dynamique moléculaire peut apporter des éléments desépoce probleme, mais elle est
limitée en ce qui concerne les mouvements de grande ampktiudionc les systemes de grande
taille en raison de la longueur des calculs [181][256]. Uiteraative est l'utilisation d’homo-
logues pouvant fournir, par comparaison de structuresjrdesmations sur des mouvements
de type charniere par exemple [201]. L'analyse des mouveyalectifs (modes normaux)
est actuellement tres développée pour décrire les mouwsmemgrande amplitude [180][236].
L'algorithmique robotique apporte également sa contidlsytparticulierement pour la planifi-
cation de mouvements de séquences protéiques tres flegdblagne les boucles) ou encore de
chemins d’arrimage entre macromolécules [67][68][98H[D49][221].

Des services sont proposés sur internet pour générer deEsmmations et faciliter I'analyse de
la flexibilité [72][173][234].
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Les traitements implicites comprennent lesoft dockinget le cross docking Le soft do-
cking ramene la structure du récepteur a une grille et donc le @nobla une recherche de
complémentarité de surface. L'algorithme traite des coigisles, mais permet une certaine
flexibilité en autorisant une légére interpénétration desases [150][204]. Cette méthode
est peu colteuse mais ne permet pas toujours d’améliorésldtait, notamment en raison
de I'encombrement stérique [231]. Une flexibilité pargefleut également étre introduite en
ajustant localement certaines chaines latérales de laipeoil39]. La localisation des zones
flexibles peut étre déterminée par dynamique moléculagezbnes rigides étant conservées
dans les diverses conformations calculées [178]. Cettdadét augmente généralement la
gualité de la prédiction.

Le cross dockingou ensemble dockingéalise le docking rigide de nombreuses structures de
départ [11][74][75][146]. Ces structures peuvent étreenbes par RMN [110], dynamique
moléculaire [211][124], simulations Monte Carlo [215],héatillonage thermodynamique
[239], algorithmes génétiques [117][172]. Il existe également des librairies de rotameres
contenant les configurations de chaines latérales les aWasables [13]. Lecross docking
permet de trouver davantage de structures natives, masdeisnauvaises solutions, rendant
le scoring plus long et difficile. Les méthodes de mouvemeoligctifs (modes normaux) ont
également été appliquées a ce probleme pour les mouvengegitarttie amplitude comprenant
les atomes du backbone [257] et améliorent les résultats.

Les traitements explicites nécessitent une représentation explicite des moléculss. |
autorisent la flexibilité des chaines latérales et/ou dkli@we et du fait de leur codt, n’inter-
viennent généralement qu’au stade final de la procédurectienehe lors d’'une optimisation.
Lorsque les changements de conformation sont de faiblei@ma@ une optimisation des
chaines latérales seules peut étre efficace [127][223htrbdluction de la flexibilité du
récepteur et du ligand s’effectue lors d’'une étape de rafferd par dynamique moléculaire
par exemple (c’est le cas du programme HADDOCK [109]), panusation Monte Carlo
(RosettaDock [122][247]), par intégration d’une libraide rotaméres (pour une représentation
réduite des protéines : ATTRACT [255]).

Le traitement des changements conformationnels du baeklmomplexe, présente davantage
de difficultés. Sa prise en compte est pourtant incontolenzdr les mouvements de grande
amplitude sont caractéristiques des systémes macrontalesu Trouver une méthode d’ana-
lyse des mouvements de grande amplitude en conservant tdeaalcul raisonnable limite
I'utilisation de la dynamique moléculaire qui nécessitatas simulations trés longues.

L'approche des modes normaux qui integre les déformatiansdniques selon les compo-
santes principales comme des degrés de liberté supplénmesreat aujourd’hui régulierement
intégrée aux approches de docking [179][180]. De nombrgargles ont en effet montré que
les chemins de transition suivis par les biomolécules pguseuvent étre décrits par un ou
plusieurs modes normaux de basse fréquérjt80][141][236], si bien que cette approche est
aujourd’hui largement développée [70][129]. Un bilan dmproche par modes normaux et de
ses utilisations est dressé par J. Ma dans un article pub@9@5 [186]. Il y pose notamment
la question de la Iégitimité d’utiliser un modéle harmorg@qu

SL’annexe C apporte quelques précisions sur les modes narmau
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2.3.3 Le scoring

La fonction de score est généralement une fonction contelesrtermes d’énergie, capable
de discriminer les solutions générées pour en faire rassestformes natives. Elle doit éga-
lement représenter un codt informatique le plus modéréilplessour évaluer rapidement les
nombreuses solutions de la recherche conformationnéleep&ut étre introduite au sein de la
procédure de recherche ou implémentée a la fin.

L'établissement d’'une bonne fonction de score est un impogrobléme du docking. Il arrive
souvent que la solution évaluée comme étant la plus proledeit pas la forme native atten-
due. Ceci peut étre di au fait que le complexe natif n’est pecment celui qui présente la
plus grande surface d’acces, ou encore le plus grand norebi@sbns hydrogene disponibles
[200]. La solution peut alors étre de procéder en deux étalegremiere retenant des candi-
dats, et la seconde, plus complexe refaisant un tri parntaedidats [143]. Il existe différents
types de fonctions de score selon les criteres sur lesqgiledssent basées [136][232].

De nombreux programmes de docking possédent une fonctieseate basée sur la complé-
mentarité géométrique, la distance intermoléculaireptalbre de liaisons hydrogéne établies...
d’autres tiennent compte des interactions électrostesiqde van der Waals ou encore des
énergie de solvatation.

La complémentarité géométrique est un critere tres utilisé, certains programmes n’uti-
lisent que lui. Cette approche fonctionne bien avecciless docking Avec différentes
approches, ce critere est néanmoins insuffisant [200] etré's.termes plus colteux doivent
étre introduits en vue d’'un second filtrage. A cette étapeedeuvrement intermoléculaire est
souvent introduit et peut permettre une flexibilité paltistil est autorisé [204].

L'affinité chimique peut étre calculée au travers de I'énergie libre de Gibhs a la
températurd [163][226] :

AG = —RTInKeq

ouR est la constante des gaz parfait&g est la constante d’équilibre.

Le calcul de I'énergie libre étant cependant lourd, soniagfon devient impossible lorsqu’il
s’agit d’évaluer un grand nombre de complexes. Lestinmadie I'affinité repose généralement
sur un calcul d’énergie contenant un certain nombre d’apprations :

— les fonctions de score basées sur un champ de fat®ilent, par mécanique molécu-
laire, I'énergie d’interaction du complexe et I'énergi¢eime du ligand. G-Score [165]
par exemple, fait appel au champ de force de Tripos, et Aut&PtO1] a celui d’AM-
BER. Les interactions entre récepteur et ligand comprersmivent des termes de van
der Waals et électrostatiques. L'énergie interne du ligestdyénéralement écrite de ma-
niere similaire. Les principales limitations des fonctate score basées sur des champs
de forces proviennent du fait qu’elles ont été écrites pasrrdodéles en phase gazeuse
et ne contiennent donc pas d’effet de solvatation ni de tel'er@tropie. Des extensions
incluant un terme d’entropie pour le ligand (dans G-Scotepe liaisons hydrogéene
protéine-ligand (dans Gold [241] et Autodock) ont été agesgtrécemment.
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— les fonctions de score empiriquesitent d’ajuster le résultat a des données expérimen-
tales (telles que les énergies de liaison, des informasitnsturales par rayons X) elles-
méme approximées par une somme de termes non corrélés i8¢ id@éthode offre
I'intérét d’'un calcul plus simple, mais dépendant des desngtilisées. D’autres part,
les termes d’interactions non liées peuvent étre traitémderiéres tres différentes :
LUDI [78] par exemple, distingue des termes de liaisons bgéne neutres ou ioniques
alors que d’autres (comme ChemScore [113]) ne font pas tretiice. Certaines fonc-
tions traitent les effets de solvatation et désolvatattomyme la fonction de Fresno par
exemple [147][218][228].

— les fonctions de score "knowledge-basestint implémentées pour reproduire des
structures expérimentales. Les complexes sont ajustésf@ooer des paires d’atomes
connues pour interagir. De telles fonctions incluent leshodes Potential of Mean
Force (ou PMF [193][194][195], selon laquelle I'hypothés®= Boltzmann convertit les
fréquences de trouver I'atonfedu ligand a une distanaede I'atomeB du récepteur en
une énergie d’interaction entre A et B en fonction de la dista), DrugScore [119]...
L'intérét de ces fonctions est leur grande simplicité, dortnacces au criblage d’'un
grand nombre de complexes. Leur inconvénient provient agledeopre implémentation
qui propose un nombre limité de données.

Pour surmonter les limitations de chaque fonction de saw®g fonctions de consensus com-
binent des éléments de diverses fonctions pré-exista®@@®©B][254]. X-CSCORE [246] par
exemple, combine des fonctions de score de GOLD, DOCK, CberasPMF et FlexX. Cette
approche diminue parfois le nombre de faux positifs.

Actuellement, les voies explorées pour améliorer les fonstde score portent sur I'intégration
des effets de solvatation [131][233] et d’entropie de rotaf5].

2.4 Conclusion

Au cours de ce second chapitre, nous avons détaillé lesguagr matiére d’informatique
et de modélisation ayant permis I'application de la simafatux problemes complexes de la
biologie. Les méthodes calculatoires sont désormais raipesfit pour déterminer la structure
et la dynamique des biomolécules, mais aussi les mécantgrigsnarrage moléculaire.

Néanmoins, il est actuellement trés difficile de caractérit de prédire une interaction molé-
culaire sur une base structurale du fait de la grande flééllkes molécules biologiques. Les
tentatives d’introduction de la flexibilité dans les algiones que nous avons recensées dans
cette partie sont a la fois révélatrices des efforts inseiglinaires réalisés au cours de ces der-
nieres années, mais également de la difficulté constantaagler sur des macromolécules.

Les approches de docking développées a I'heure actuellemeeftent pas de sonder la tota-
lité de I'espace conformationnel en raison de la trop haurteedsionnalité des systemes. Une
préoccupation constante étant la conservation d’un teragsltul raisonnable, la simplifica-
tion des modéles est priviliegiée, via une prise en compigde de la flexibilité moléculaire,
surtout en ce qui concerne celle des récepteurs.
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2.4. Conclusion

Face a ce constat, nous avons développé une nouvelle m@iadettant de prendre en compte
la flexibilité totale des macromolécules, la méthode desaddstatiques, que nous détaillons
dans le chapitre suivant.
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Au cours des deux premiers chapitres, nous avons présenpdttance des réarrangements
structuraux des molécules biologiques, par rapport a aotion et a leur activité, mais aussi

les limites actuelles liées a leur étude.

Introduire la flexibilité moléculaire dans les algorithness$ un véritable enjeu pour les équipes
de modélisation, aussi bien pour accéder aux propriétéssatjues des molécules, qu’aux
changements conformationnels induits par des facteugsients (modifications du milieu, ap-

proche d’'un ligand...).

En réponse a ce probleme, nous proposons une alternativepuaches existantes avec une

nouvelle méthode : la méthode des Modes Statiques. Ell@wiasur le conceptinduced-

fit", c’est-a-dire 'accommodement induit, et permet de cadplgier les déformations d’'une

macromolécule induites par une excitation extérieure][266
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Chapitre 3. La méthode des Modes Statiques

3.1 Origine et concept

L'idée d’origine est de pouvoir explorer un grand nombre deformations avec un algo-
rithme simple, ce qui est actuellement impossible avec dihades telles que la dynamique
moléculaire, trop colteuse en temps.

Dans une optique de simplification, nous calculons les d&tibns permanentes d’'une mo-
|écule soumise a une excitation extérieure (C'est-a-dieinteraction), sans tenir compte des
états intermédiaires entre deux conformations a I'équlib

3.1.1 Faire face aux limites actuelles

La méthode des Modes Statiques est une méthode de traiteménflexibilité, proposée
en alternative a l'utilisation de la dynamique moléculatede I'analyse par modes normaux,
jusque-la considérées comme des outils de prédilection.

La dynamique moléculaire (voir paragraphe 2.1.3) est adjbui reconnue comme un outil
puissant, précis et adapté au docking, puisqu’en applidaariois de la mécanique classique
de Newton, elle tient compte de toutes les forces mises erCgpendant, cet atout est aussi
sa principale limite, car son application a des systemeptaxes tels que les biomolécules
recquiert un temps de calcul rédhibitoire pour une expionatompléte de I'espace conforma-
tionnel, ainsi que pour des mécanismes biologiques longsti2 part, la richesse des infor-
mations qu’elle fournit rend son exploitation extrémemdifficile. Ces informations sont par
ailleurs soumises a d’'importantes fluctuations, dues aitetnents statistiques usités par né-
cessité, mais aussi aux oscillations du systeme a temp&ranbiante. Rappelons enfin que le
résultat d’'une dynamique moléculaire est tres sensiblecauxitions initiales. De trés nom-
breux et longs calculs seraient donc nécessaires pourictmwri’'espace conformationnel, ce
qui semble impossible dans la pratique et contribue au tarapartiel de la flexibilité explo-
rée. L'utilisation d’'un modele aussi complet et complexagisa description doit donc peut-étre
laisser place a une approche plus simple, ce que nous pregpasec les modes statiques en
donnant directement les déformations finales, sans caleslescillations transitoires.

L'analyse par modes normaux est également une approchéfg@mpelle ne tient compte que
des vibrations spontanées de la molécule, ce qui, par nadimiee ses domaines d’applica-
tion. Le paragraphe suivant développe les limites des mookesaux et pose la question de la
|égitimité de leur application a la dynamique des biomalésu

3.1.2 Limites et légitimité de I'application des Modes Normaux

L'approche par Modes Normaux, adoptée depuis les annédx[2688], est actuellement
trés utilisée. Elle consiste & modéliser la dynamique djpnoééine ou d’'un complexe macro-
moléculaire comme la somme de mouvements élémenfaires

6'annexe C introduit les fondements des modes normausx.
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3.1. Origine et concept

Il est indiscutable que I'approche par modes normaux egeiement un succes. Elle est d’'ores
et déja utilisée pour le raffinement de structures expériatesmide basse résolution [100][277],
par exemple pour des données obtenues par cryo-microsélggieonique [299][300] et des
structures cristallographiques [297]. Des structuresia@solues ont d'ailleurs été déposées a
la Protein Data Bank [258].

Néanmoins, on peut se questionner au sujet de sa validie latldgitimité de son utilisation
[179][180] :

— pourguoi peut-on utiliser 'approximation harmoniquaipdécrire des changements de
grande amplitude a priori anharmoniques ?

— guel est son domaine de validité ?
— quelle est 'amplitude des mouvements selon les modesawoth

— peut-on utiliser des modes harmoniques pour modélisecatgermations de transition
(loin des positions d’équilibre) lors du docking ?

— guelles énergies sont impliquées ?

— comment identifier les modes pertinents ?

Auregard des ces interrogations, peut-on alors imagirnlesarti’approche des Modes Normaux
a des fins prédictives [305] ?

Difficultés liées au calcul

Le calcul des modes normaux étant basé sur la diagonafisd¢ida matrice des dérivées se-
condes de I'énergie, sa lourdeur a longtemps limité lesiegtpns a des systemes d’assez
petite taille (quelques milliers d’atomes). Aujourd’hdies développements algorithmiques (no-
tamment les modeles "coarse-grained" proposant une egped®n simplifée des protéines ou
"elastic network" [141][236][260][261][270][271][28{887][288][289][298][304]) ont permis
I'application des modes normaux a la déformation des coxeglet des systémes de trés grande
taille [263] [279] [281] [306][307]. La méthode des ModestEjues quant a elle, ne nécessite
pas de calcul lourd, I'opération principale étant I'inversde la matrice Hessienne. Elle n’est
donc pas limitée par le nombre d’atomes, et surtout, ne siegms d’approximation.

Outre la lourdeur de la résolution, se pose le probleme dedammsation préalable de la struc-
ture étudiée. En effet, pour aboutir a des solutions cagegiarticulierement dans le cas de
systemes complexes, la structure correspondant au minid¥émergie doit étre déterminée
avec une grande précision. Si ce n’est pas le cas, cela ¢@nttauver des valeurs propres né-
gatives de la matrice Hessienne, et donc des fréquencemimirag. L'étape de la minimisation
est donc un obstacle en elle-méme en nécessitant un tempdcdéimportant. En revanche,
atteindre I'équilibre n’est pas une condition nécessamesda méthode des Modes Statiques,
puisque ces derniers résultent de I'application de forgg&rieures induites par le mouvement
relatif de deux molécules en évolution et en interactios thr docking.
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Chapitre 3. La méthode des Modes Statiques

Restriction aux modes de basse fréquence

De nombreux travaux se sont attachés a montrer que des medesse fréquence (générale-
ment inférieure & 10 cm') peuvent décrire les mouvements de grande amplitude desmac
molécules [267][268][283][284][285][286][293][294](&][302][303]. Ceci signifierait que la
flexibilité des biomolécules est une propriété intrinsélggeea leur structure, facilitant les chan-
gements conformationnels nécessaires a leur fonctior].[CEte idée est également I'idée de
base de la méthode des Modes Statiques, mais ou l'on tielenégat compte de la présence
des forces extérieures qui induisent ces déformations.

En revanche, outre la comparaison a I'expérience, quetsedits théoriques permettent-ils de
justifier la seule utilisation des modes de basse fréqueAcempérature ambiante, seuls les
modes normaux de fréquence supérieure a enviroh H9 sont bien définis, les autres étants
mélés les uns aux autres, en raison de I'agitation thermi@e les temps de réaction interve-
nant lors des amarrages de macromolécules sont plus lais&n{ intervenir des mouvements
de grande amplitude, et donc incompatibles avec les vdirathermiques.

La méthode des Modes Statiques surmonte cette limite enlaeeny les vibrations induites
par I'agitation thermique par des déformations permarseimeuites par des forces extérieures
appliguées sur la molécule.

Approximation harmonique

De nombreuses expériences ont montré que les mouvementartegmplitude et de basse
fréquence des biomolécules sont hautement anharmonig62§469][282][291][295]. Com-
ment alors peut-on utiliser une approximation harmonidubeenir des résultats cohérents ?

Sur un temps trés court, au début d’'un changement confarmrei par exemple, la déformation
de faible amplitude permet I'approximation des modes nor[89]. On peut cependant se
demander jusqu’a quelle amplitude on peut déformer le l@sgalodes normaux. A quel niveau
apparait I'incohérence entre I'amplitude des vibratidwsiiniques des oscillateurs harmoniques
et celle des biomolécules observées par I'expérimentateur

En théorie, la mécanique statistique prévoit que pour unenmaaimal de basse fréquence cal-
culé selon les méthodes de mécanique moléculaire typiquiartiksées, le carré de I'amplitude
moyenne de la fluctuation thermique soit trés petit & 300K deol’ordre de 14X (selon la re-
lation kg T /k, kg étant la constante de Boltzmah)a température dt la constante de raideur)
[265]. Or il s’avére que les amplitudes observées, par eletops d’une déformation induite
lors du couplage avec un ligand, peuvent étre beaucoup mplosriantes. On sort en effet du
cadre des fluctuations thermiques spontanées de la molgouteaborder les fluctuations in-
duites par une perturbation extérieure, apportant un gainedgie permettant de gagner de
'amplitude.

"Selon la statistique de Bose-Einstein [259], le nombre maje phonons de fréquence de vibration et
présents a I'équilibre thermique a la tempéraflirest donné pan = m (ou apparaisent la constante de

Boltzmann kg = 8.617.10%V.K 1 et la constante de Planck = 4.1357.10 1%V.s.
Sin<< 1 (hv>>kgT), alors les phonons sontindépendants les uns des autresra, sh>> 1 (hv << kgT),
les phonons sont nombreux et interagissent avec des phdiaarises fréquences.
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3.1. Origine et concept

Comment donc inclure les modes normaux dans une procéduieciang ?

Les modes normaux ne peuvent pas, a proprement parler,réodvan calcul d’'interaction,
ils ne sont valides qu’autour de la position d’équilibre.’état libre, une macromolécule vibre
autour de son état d’équilibre avec un mouvement pouvarg étoe décrit par les modes nor-
maux. Son énergie augmente a mesure que la molécule s’éldgoet équilibre en suivant la
direction du mode normal et atteint une conformation qui erais pas stable sans le ligand,
c’est-a-dire que la molécule ne pourrait atteindre seuld][278] (figure 3.1).

Un argument actuellement avancé pour utiliser malgré tantlyse vibratoire serait que les
mouvements de grande amplitude suivent des trajectoiresoméques décrites par les modes
normaux. En revanche, I'anharmonicité, en majeure padie dux nombreuses faibles bar-
rieres d’énergie rencontrées lors des transitions cordgtomnelles (dues notamment aux mou-
vements rapides des chaines latérales), n’est pas déariespmodes normaux.

Sur ce point encore, le probleme ne se pose pas dans la méthsddodes Statiques, qui
permet de décrire tous les mouvements sans restrictiodéggscements atomiques, aux grands
changements conformationnels.

a)

/

b)

c)

|

t, 1 +dt

FiG. 3.1 — Profils énergétiques d’une molécule passant de liBtata I'état lié. a) équilibre de
la molécule libre. b) modification de I'énergie durant I'apghe du ligand. c) nouvelle énergie
de la molécule a I'état lié&Source Structurgl80].

Signification et pertinence des Modes Normaux

L'information attribuée aux modes normaux porte surtoutlgulirection des mouvements de

grande amplitude et non sur leur durée. Ces mouvementsé&o@tajement beaucoup plus lents
gue I'estimation faite par les valeurs propres des modaesawx. Les utilisateurs attribuent ceci

au fait que les calculs sont souvent effectués dans le vide qlie la présence du solvant ralentit
les mouvements [276], ou encore au fait que les changememsadde amplitude suivent des

trajectoires harmoniques, mais pas les temps d’'un osailldtarmonique libre.
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Chapitre 3. La méthode des Modes Statiques

Actuellement, seuls les vecteurs propres sont considéreslé I'analyse vibrationnelle, ce qui
pose probleme : comment la diagonalisation peut-elle dote® vecteurs propres corrects et
des valeurs propres ne leur correspondant pas ?

Pour avoir les bonnes fréquences, il faut inclure les mdéSadieau dans la matrice Hessienne.
Ceci est impossible, car les fréquences vibrationnellas tes milieux liquides, observées par
spectroscopies Raman et infrarouge, ne peuvent pas é&reiéées par la diagonalisation de la
matrice Hessienne, mais par la transformée de Fourier datzién de corrélation des vitesses,
calculées par la dynamique moléculaire.

Enfin, parmi les modes calculés, encore faut-il savoir fl@ri et identifier ceux qui peuvent
avoir un sens et une existence biologique. La seule cegtidgtique les mouvements fonction-
nels peuvent étre décrits a I'aide d’'un ou quelques modesassehfréquence demandant peu
d’énergie. La solution réside alors dans la comparaisoa legedonnées expérimentales. Dans
cette hypothese, on ne peut plus parler de modélisationgikéd

3.1.3 Apports de la méthode des Modes Statiques

En alternative a la dynamique moléculaire et a son colt bidite pour une exploration
complete de la flexibilité, nous proposons de ne calculerl'gtet final des déformations, et
non les états de transition. En alternative aux limites pligption des modes normaux, nous
suggérons de remplacer les vibrations spontanées (thegs)igpar des déformations induites
par des excitations extérieures.

La méthode des Modes Statiques nous permet ainsi de sotadie de la dynamique intra-

moléculaire pour considérer celle des interactions intéoulaires. Cette caractéristique fait
d’elle une approche convenant parfaitement a une procéudocking. Les modes statiques
sont congus pour que la molécule puisse étre soumise a @nadgtion ultérieure. Les déforma-

tions possibles sont calculées en fonction de parametpessentant chacun un site particulier
d’interaction.

L'objectif est de pouvoir réaliser le docking, avec un temgaimum de calcul, le gain étant
réalisé par un stockage préalable, dans une banque de dpdeéanodes statiques correspon-
dant & chaque molécule. Ainsi, au moment de l'interacties, @onnées seront utilisées pour
minimiser I'énergie. En fonction des sites d’amarrage mulgre, toujours en nombre réduit,
I'énergie d’interaction ne dépendra que de quelques parame

Nous pouvons en plus envisager, moyennant une augmentatiemps de calcul, d’utiliser

des potentiels anharmoniques dans I'expression de I'ndlg’agit d’'un autre avantage des
modes statiques par rapport aux modes normaux qui sontrfzeralement des oscillateurs
harmoniques.
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3.2. La méthode des Modes Statiques

3.2 La méthode des Modes Statiques

3.2.1 Meéthodologie

Le calcul des modes statiques est basé sur la matrice Heesjeim contient les dérivées
secondes de I'énergie par rapport aux coordonnées atosnifjas éléments de cette matrice
peuvent étre déterminés par un calcul, quantique ou classde I'énergie, en fonction de la
taille du systeme a traiter, ou encore de la précision vollaecalcul préalable d’énergie totale
est donc nécessaire pour fournir les deux €léments de bagésolution des modes statiques :
la matrice Hessienne et les coordonnées atomiques de laumktudiée.

Afin d’éliminer les trois translations et les trois rotatsogui laissent la molécule invariante,
trois atomestg;, nj, nk) sont fixés respectivement en translation, en azimut etragitiocde. On
obtient alors une matrice de taille (3N>§BN-6), N étant le nombre d’atomes de la molécule.

L'énergie totaleE peut étre développée en série entiere, comme dans I'éguaticante (3.1) :

E = Eo+ Hi jXiXj 4 Ki j kXiXjX 4 Li j 11 XiXj XX - .. (3.2)

ou lesH; j sont les éléments de la matrice Hessienne. Les matcés ... représentent les
dérivées d’ordres supérieurs de I'énergie, soit |la coutidn anharmonique, et les coordon-
nées Cartésiennes des déplacements atomiques pour urgucatidn a I'équilibre d’énergie
Eo. Notons que la matricél contenant les dérivées secondes de I'énergie peut étreidour
par des logiciels des calcul d’énergie (tels que GAUSSIAMDAMBERS). La matrice des
dérivées troisiemeK (qui traduit I'asymétrie du potentiel anharmonique et hjess utilisée
actuellement) peut étre calculée a I'aide de la méthodeiffésahces finies.

Le vecteur force, gradient de I'énergie, peut alors s'éaif'aide des termes de la matridé:

oE ,

La version actuelle du code se place dans I'approximatiombaique. Dans ce cabl = H’
est la matrice Hessienne. Cependant, la théorie des Modtgusgts permet d’inclure les effets
non linéaires. En prenant en compte les termes non linékdfegest plus la matrice Hessienne,
mais contienK, L, .... Elle dépend des coordonnées atomiques. Le systeme d@ugi€8.2) est
toujours correct, mais n’est plus linéaire. L'algorithmescnous avons utilisé jusqu’ici et que
nous présentons dans la suite, peut également étre utilisdgrésolution, dans la mesure ou
la partie anharmonique reste dans le cadre d'une pertubgitioe constitue pas la contribution
majeure a I'énergie. |l faut alors envisager un temps dautalas long selon I'importance des
perturbations, mais aussi une importante augmentatiopajexcités de stockage.

A ce stade, deux approches peuvent étre envisagées poudrése probleme. A I'équilibre et
en 'absence de forces extérieures, tous les déplacemestait nuls. En appliquant une force
sur un seul atome dans une directiqn, z donnée, c’'est-a-dire, en faisant disparaitre toutes
les forcesk; exceptée une, on peut alors trouver les déplacemgrea resolvant le systeme
d’équations (3.2). Les déplacements sont alors normésaaida appliquée.
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Chapitre 3. La méthode des Modes Statiques

Une autre fagon d’aborder le probléme est de considérer plackment donng, résultant de
I'application de la force associég, les déplacements sont alors normés au déplacement

Les deux approches sont équivalentes. La seconde préseantenains certains avantages :
d’une part, elle peut se transposer plus aisément en cooédsrinternes, associées aux coor-
données généralisées dans le formalisme Lagrangien.|RRarsielle permet d’éviter le calcul
direct des forces de répulsion entre atomes proches, ldiffiaiestimer.

Les forces répulsives présentent en effet des variatiopsri@ntes et rapides sur de tres petits
déplacements atomiques. L'anharmonicité est poussérteébee : il suffit d'une Iégére défor-
mation pour quasiment annuler, ou méme inverser, les fodmdsives. En d’autres termes,
le potentiel répulsif, en Ar'?, diverge rapidement pour les petites distances. Il peus #e
remplacé par une droite verticale : c’est I'approximaties dphéres dures, qu'il est alors préfe-
rable d’utiliser pour éviter les itérations multiples [2[&3]. On peut alors supprimer la notion
de force pour ne tenir compte que des déplacements; mas alome peut plus normer la
déformation par rapport a la force.

Nous choisissons donc d’adopter la seconde approglest associé a la contrainte de Lagrange
[272][296], / agit comme une force de réaction dont la connaissance rassig¢ressaire dans
le formalisme Lagrangien.

Dans un premier temps, l&me ligne de la matrice Hessienne associée a la contrigiretst
éliminée du systéme d’équations (3.2). Il en va de méme pdigrhe colonne, contenant tous
les termes en;. En nommant cette colonr® et A le reste de la matrice (3N-%)(3N-7), il
nous reste alors a résoudre le systé&né+ B = 0, ou le vecteuX contient les déplacements
atomiques imposeés par la contrainte.

Nous avons choisi la méthode de Gauss-Seidel (voir annexei@®) adaptée au traitement
de ce probléme. En effet, outre une convergence rapide, weithode présente I'avantage de
nécessiter peu de stockage, et donc d’engendrer peu dedpieftemation et d’accumulation
d’erreur [290]. Elle convient donc particulierement biencalcul des déformations et de leur
propagation, méme faible, loin de la source d’excitation.

La solution X du systeme, c’est-a-dire la déformation moléculaire spoedant a une
contrainte spécifique, est appelée un "mode statique".i Aalsulé, le mode statique déter-
miné est normé au déplacementPar conséquent, en faisant appel au systeme (3.2¢nhe
éguation peut étre utilisée pour déterminer la force detigrag;, a laquelle le mode peut étre
également normé par la suite.

Enfin, I'énergieE associée a la déformation peut étre facilement déduite :

E=%NMM

Par élimination successive des lignes de la matrice Hassj¢ensemble des modes statiques,
ou bien seulement des modes choisis, peuvent étre détern@es modes, caractéristiques
d’'une molécule unique, peuvent ensuite étre stockés danbamgue de donnée pour un usage
ultérieur tel que le docking, et ainsi simplifier la procéglen maintenant des temps de calcul
modestes.
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3.2. La méthode des Modes Statiques

3.2.2 Lelogiciel FLEXIBLE

Dans ce paragraphe, nous détaillons les principales éfapesie logiciel FLEXIBLE que nous
avons développé. Ces étapes sont résumées dans I'organmigrarésenté sur la figure 3.2.

— La premiéere partie est consacrée a la lecture d’un fichieode issu d’un calcul d’éner-
gie totale. Nous avons jusque-la utilisé les logiciels GAUENO3 pour un modeéle quan-
tique et AMBERS pour un champ de force classique. Cette éajienous permettre de
récupérer la matrice Hessienne et les coordonnées de laut®iudiée.

— (1) Lutilisateur choisit trois atomes a fixer en transati(n;(0,0,0)), en azimuth
(nj(x,0,0)) et en longitudergk(x,y,0)). Nous operons alors un changement de base en
nous placant par rapport aux atomes fixés. Pour cela, nosglénons les vecteurs et
V> qui relient respectivement les poimisetn;, etn; etny ; ces vecteurs sont alors normeés,
puis nous calculongs = v x V» afin d’obtenir une base orthonorm@a, v, V).

— (2) Le premier sous-programr®MAT intervient alors et permet :
— avecNewMat:
— dansRotateX: de calculer les coordonnées dans le nouveau repére
— dansRotate: de calculer les éléments de la nouvelle matrice HessiBndans la
basdJ = (V1,V2,V3), en agissant bloc par bloc (sur des blocs &8 &léments) avec
la relation :
D—-U1DU

— avecNewline: d’échanger les lignes et les colonnes dans la ma¥iaén de séparer
les élements fixés de ceux que nous allons déformer.

— (3) La fonctionLCMOD permet de choisir et de recenser les modes a traiter.

— (4) La fonctionLINMODE permet de résoudre le systemieX +B = 0 en suivant la
méthode de Gauss-Seidel. Il s’agit d’'une méthode itéramgee sur la construction d’'une
suite de vecteurg, = (x‘{ ...XX) qui converge vers la solution du systéme (voir annexe D).
Nous calculonsy_ 1 a partir dex avec la relation :

gl (Bt 3 4 A X

' Aji

Puis nous optimisons la solution en réutilisafit! a la place degk dés qu'ils sont cal-

culés : B — iflAi.Xl_(—O—l_ n Ai.XI_(
X=(+1 _ I Zj:l I ZJ=I+1 J2
Aii
Nous arrétons le calcul dés qug et x1 sont tres proches, c'est-a-dire, awefixé,
lorsque :

max)x}‘ - x!‘“) <€

Enfin, on stocke les déformations obtenues avant de caltéteargie correspondante
avec I'équation :

E= ZAinin
1]
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Chapitre 3. La méthode des Modes Statiques

Calcul d'energie totale
¢ matice Hessienne D
® coordonnées atomigques

Flexible ¢

(1) Définition de 3 atomes
® Nouveau repére

e fixation de la molécule
(EI‘I rranslation et rotat on)

RMAT (2)

NewMat e RotateX : calcul des coordonnées dans le nouveau repére
» Rotate : calcul des éléments de D dans le nouveau repere

NewLine e réarrangementdes lignes et les colonnes de D pour isoler
les éléments fixés

LCMOD (3) ¢

e Exch : choix et stockage des modes a calculer

LinMode 4) ¢

o Calcul des modes statiques
® Energy : calcul de I'énergie de déformaltion associée

e Stockage dans la matrice de déformation

'

Matrice des déformations
(3N-6 modes statiques)

FiG. 3.2 - Organigramme présentant la procédure actuelle dufdedible. Un calcul d’énergie
totale réalisé au préalable est requis pour fournir la mwatHdessienne et les coordonnées de
la molécule en entrée. Flexible fait alors intervenir ungase nombre de sous-programmes
dont les principaux sont indiqués ici (RMAT, LCMOD et LinMegd Une fois la résolution
achevée, I'ensemble des modes calculés est stocké danatlicades déformations” pour une
exploitation ultérieure.
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3.3. Conclusion

3.2.3 Discussion

Une des forces de la méthode des Modes Statiques est de ppremire en compte I'an-
harmonicité. Ceci est particulierement important danstedes molécules biologiques puisque
les termes non linéaires sont a I'origine de nombreuse®ooaitions existantes [275][292]. La
version actuelle du code se place dans I'approximation bargue. Cependant, nous avons vu
que la théorie des modes statiques permet d’inclure letsaftm linéaires. L'extension de la
méthode des Modes Statiques a des modes non linéaires sstgg®/dans de futurs dévelop-
pements.

Le second atout de notre approche est de ne nécessiter cuilioagcul pour I'ensemble des
déformations, et ce dans un temps tres raisonnable. Laipaircopération a laquelle I'algo-
rithme fait appel est en effet une inversion de matrice, ¢eend le calcul beaucoup plus aisé
que la diagonalisation nécessaire a la détermination deesnwormaux. De fait, la résolution
des modes statiques ne fait pas intervenir d’approxima@@mme nous le montrons dans le
dernier chapitre de cette these, I'algorithme actuelsgitinoins d’'une seconde CPU pour un
systéme de quelques dizaines d’atomes a 8 heures CPU poompiexe protéine/ligand de
2616 atomes (avec deux processeurs double coeur Intel Xe60 &Hz). Une seconde version
du logiciel, accélérée par un tri préalable des voisins &raction, est en cours.

Le stockage des modes statiques au fur et a mesure de leulrpralisente un double avantage :
le gain de temps et la simplification des procédures ultgggeu

Jusqu’a présent, nous n'avons utilisé la méthode des ModisBs que pour I'étude d’'une
molécule unique dans le cadre de validations préliminagest-a-dire lors de I'exploration
des changements conformationnels.

Le but ultime des modes statiques demeure bien entendu liéepre du docking. Dans une
procédure adaptée, les modes statiques stockés sont@ppel@pport a des sites spécifiques
d’interaction. Au fil de I'’évolution des positions relatevdes deux molécules I'une par rapport
a l'autre, les forces intermoléculaires s’exercent susites d'interaction et induisent ainsi des
déformations en faisant appel aux modes statiques pr&éstoburant la procédure de docking,
les seules variables dynamiques sont donc les coordoneéegames impliqués dans l'inter-
action. Les parametres concernant les autres atomes saahos dans les modes statiques. En
effet, les deux molécules sont approchées pas a pas, dansld’'sne minimisation de I'énergie
totale. Seules I'énergie et les forces d’interaction emtodécules sont exprimées explicitement
pour toutes les connexions inter-atomiques. En revaneb@riergies et forces internes des mo-
lécules elles-mémes sont traitées au travers des modiegistatle temps ainsi gagné permet
I'exploration d’un grand nombre de situations et le test ifféents sites d’interaction.

3.3 Conclusion

Dans ce troisieme chapitre, nous avons présenté la métlesddades Statiques, une pro-
cédure que nous pensons simple et efficace pour traiter lhifieéxdans les interactions entre
biomolécules. Cette nouvelle approche permet la détetiamdu champ de déformation d’une
molécule soumise a une excitation extérieure.
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Chapitre 3. La méthode des Modes Statiques

De part la simplicité de 'algorithme, la méthode des Modegi§ues s’avére étre une alterna-
tive tres compétitive par rapport aux méthodes utiliséésstute actuelle. D’une part, la flexibi-
lité totale peut étre explorée dans un temps de calcul tessaible et sans approximation, mais
en plus, le concept permet tout-a-fait d’'introduire deses anharmoniques. Des développe-
ments sont prévus afin d’améliorer le code actuel. Une ogétiin du code est en cours ; par
ailleurs, certaines extensions sont a venir, notammarmtdduction d’effets anharmoniques,
ou encore le passage aux modes généralisés qui permett@odér des parties flexibles de
la molécule, par rapport a des parties plus rigides, endotsant des coordonnées internes ou
leurs combinaisons.

Une fois les modes statiques calculés, ils peuvent étisagitlirectement pour sonder une mo-
lécule unique, ou encore dans une procédure de dockingditda de 'ambition finale de la
méthode. Le dernier chapitre présente les premiers résujtee nous avons obtenus sur des
molécules uniques au travers d’exemples variés. Des pobsyaix protéines, en passant par
I’ADN, nous utilisons les modes statiques pour exploreritmactif, les mécanismes d’activa-
tion et d’inhibition, I'allostérie et bien d’autres compements des systémes choisis.
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Résultats
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Dans ce dernier chapitre, nous présentons diverses ajpplisales modes statiques. Les
systemes étudiés sont tres variés, des polymeéres auxrmast&n passant par les acides nu-
cléiques. Leur exploration nous a permis de valider I'athbare Flexible d’une part, et par
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ailleurs de porter un nouveau regard sur leurs propriésine approche tres différente de
celles adoptées jusque-la.

Au cours des paragraphes suivants, nous nous intéresstamment au comportement d’'un
polymére thermosensible, a la flexibilité des sucres de NABI'apport de nucléotides modifiés
pour la stabilité d’acides nucléiques et au mécanisme @duke de la protéase du VIH-1.

4.1 Quelques outils pour I'étude de la flexibilité

Nous commencons par présenter, dans ce premier paraglepbetils de calcul qui nous
ont permis d’explorer la flexibilité des molécules.

4.1.1 Localisation des modes

Ce critere nous permet de déterminer si les modes sont $ésalc’est-a-dire si les
contraintes appliquées aux atomes entrainent le déplatethm grand nombre d’atomes ou
non. Pour cela, nous partons d’'un calcul des moman¢4.1) :

o=y {gma)ﬂn (4.1)

ou lesx; sont les déplacements des atorndans la directior (X, y, z). La localisatiorl est
ensuite déduite a partir g et par la relation (4.2) [313][367] :

—h
Ho
Si les déplacemenig, sont nuls sauf pour un atome# 0, on déduit, a partir de la relation (4.1),

(4.2)

n
quepn, = {Z(XOG)Z] . Lalocalisation vaut alors 1, comme le montrent les éqnatsuivantes :
o

M1 = Z(XOO()z

: 2 =1 4.3)
Ho = |:2(X0(X)2:| =g

Enrevanche, siles déplacements sont équivalents pOLIBE)ﬂB)meSZ(Xm)Z estindépendant
o}

n
dei, et larelation (4.1) devient, = N {Z(xoa)z] . Dans ce cas, la localisation vaut N :
[of
M1 = N z(Xch)z
a
Y =N (4.4)
=N 3 0a)?| =1

a

On trouve donc, pour la localisation d'un mode, un nombranaltde 1 a N, c’est-a-dire un
indicateur de la propagation de la déformation.
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4.1. Quelques outils pour I'étude de la flexibilité

4.1.2 Optimisation des forces

Il s’agit d’'un outil dont nous nous sommes servis tout au Idagette these. On cherche a
optimiser la direction de la force a appliquer sur chaqumatde fagcon a maximiser en réponse
les variations d’une distance ou d'un angle par exemple.

Maximisation d'une distance

Nous nous trouvons face a un probleme d’optimisation song@ate, puisque nous voulons
ajuster I'orientation de la force tout en conservant sa eorm

Nous nous plagons ici dans le cas simple ou I'on veut maxintasgistance entre deux atomes
N; et No. On extrait de la matrice des modes statiques deux matf®es3), my, et my,,
contenant les déformations associées aux atdipesN, par I'application de trois forces dans
les trois directions de I'espace, sur un atasge

La variation de la distanddi Ny, dr, est associée a la matrioe= my, — my,.La direction op-
timisée est alors donnée par la plus grande valeur propi@ matricemtm, que I'on détermine
par la méthode de la puissance itérée [342].

— La variation maximaledryax est reliée a la force optimalgymax > par la relation :
|drmax>= M|Wmax>.

— Afin de déterminefWmax >, on définit tout d’abord un vecteur quelcondyg > norme.
Une premiére approximation de la valeur propre assogjé@st donnée par la relation :

)\Ozwouh:n{m

< Wol|Wo >

— Chaque nouvelle force est calculée par la reldtign, >= h"|W, >. Le critére d’arrét est
défini a I'aide de la valeur propig, calculée a chaque itération par I'équation suivante :

A — < Wnlh"yn >
G= Sl B~
< Yn|Pn >

— On continue jusqu’a ce qtfbg:—l converge. Lorsqu’on atteint la convergence, on garde
|Wmax > comme force optimale.

— Cette forcelWmax > est alors appliquée au systéme et I'on peut mesurer la iaride
notre distanc®iNy : |drmax>= M|Wmax>. On en déduit enfin I'ouverture de la liaison :

leNZ =< u‘drmax >

|u> étant un vecteur unitaire selon la liaisNpNy.
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Maximisation d’un angle diédre

Nous venons de voir que pour maximiser une distahtale qued? =< r|r >, nous devions
trouver la plus grande valeur propre de la matrite.

Nous nous placons ici dans de cas de la maximisation d’ureatigtire. Nous cherchons alors

@ tel que|d¢?| est associé a la plus grande valeur propre de la marieen]t.[Jm, o1 [] est

I'opérateur Nabla ] = <§X > a%) Or le déterminant de cette matrice est nul : A possedé

valeurs propres nulles et une valeur propre non nulle teie:q

Ao=>A=Tr(A)=% (g_)(:)z

La variation maximale de I'angle est donc directement derpg les modes.

Chaque atome possede trois mokle&y, k;, qui, une fois appliqués, permettent d’obtenir des
déformations de I'angle observe égaledg, dg, et dg, respectivement. Dans notre cas, cha-
cune de ces valeurs correspond a une composante du veaiptg pherché, c’est-a-dire de la
force optimale a appliquer. D’autre part, la variation dage correspondant a I'application du
vecteur propre est directement donnée ghgr+ dcp§ +d@@. Afin de rester cohérent avec I'ap-
proximation harmonique, I'évaluation des angles, qui n& pas des fonctions linéaires des
déplacements en coordonnées cartésiennes, a éteé lieéarisé

Ce calcul a été appliqué dans le cas particulier des chamgsme phase du sucre (voir para-
graphe 4.3).

4.1.3 Pincements des couples d’atomes

Le procédé présenté ici consiste a pincer un couple d’atemésur appliquant un torseur
nul, afin d’observer la réponse induite, sur une variatiodid&nce par exemple. L'intérét d'un
tel procédé réside dans le fait qu'’il annule toutes les e réaction. Ces forces s’exercent
normalement sur les atomes fixes, empéchant la translatiamaation de la molécule. La si-
tuation du torseur nul, en annulant les forces de réactimm, la réponse tout a fait indépendante
du choix des atomes fixes. Nous remarquons que dans le pbdi¢aocking, toutes les forces
d’interactions intramoléculaires sont par couples et gppe deux a deux. Par conséquent, le
choix des atomes fixes n’a aucun effet sur le procédeé de dpckin

_» _’ "‘"I"I"“."‘“"\j
o F-F
F=-F

] i

FiG. 4.1 — Pincement d’un couple d’atomes par application de émwesF: et If,-.
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4.2. Application des modes statiques a un polymere themsdse : le PNIPAM

. . . N — — . . .
Pour pincer deux atomest j, on considere deux forcds et Fj a appliquer respectivement sur

les atomeset j. Comme le montre la figure 4.1, ces forces sont teIIesﬁiueﬁ> etfj> = —_.>,
pour satisfaire la condition du torseur nul.

On extrait tout d’abord de la matrice des déformations unis-goatricem de taille (S3Nx 6),
contenant les 3 modes statiques correspondant a chacutodessaet j. Les forces sont par
ailleurs calculées de la maniere suivante :

cosa = — —
= X F-& ij-9
F= COSOy | avec Co®l| = —5— = ——

COSOl, IRl i) |

On peut enfin appliquera les forcesf.> etfj) pour obtenir la déformation engendr((z‘Te;c ;

m mi Fix
! l Fiy

% - Lo I:|z

Une fois la déformation engendrée par le pincement calcol@é@eut immédiatement déduire
la variation induite d’'une distance ou d’'un angle par exempl

4.2 Application des modes statiqgues a un polymere thermo-
sensible : le PNIPAM

4.2.1 Présentation du polymere

Le poly(N-isopropylacrylamide), ou PNIPAM, est un polyrméhermosensible présentant
une transition de phase hydrophile/hydrophobe réversilblee température caractéristique de
32°C (nommééow critical solution temperatureu LCST) [327][361][363].

Lorsque T< LCST, c’est-a-dire lorsque le PNIPAM se trouve dans sa phgdeophile, il est
observé sous une forme de "pelote”, gonflé par I'eau quiéraentre monomeres adjacents en
formant des liaisons hydrogéene. En revanche, siOCST, le PNIPAM devient hydrophobe et
précipite : il expulse I'eau et s’effondre sous une formeglellule" [325][337].

Ces propriétés font du PNIPAM un polymeére "intelligent” abjet d’étude particulierement in-
téressant, a I'heure ou les efforts se concentrent suofeles nanobiotechnologies. Il présente
donc un fort potentiel d’applications dans les milieux agqugar exemple :

— en microfluidique pour la fabrication de vannes et d’acteurs [347]

— pour des applications biopuces : pour adsorber et désddsemolécules biologiques
[329], pour délivrer des médicaments [366]...

— pour la conception de dispositifs optiques [350]
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4.2.2 Premieres observations sur la flexibilité du polymére

Nous nous attachons dans un premier temps a I'étude d’urrelideeNIPAM. Cette struc-
ture a tout d’abord été minimisée avec le logiciel de chimiargique GAUSSIAN 03 [324] (a
I'aide de la fonctionnelle B3LYP [312] et de |la base 6-31++(323]).

La molécule résultant de la minimisation est représenteadigure 4.2.

FIG. 4.2 — Représentation atomique d’'un dimére de NIPAM obtgrasaminimisation avec
GAUSSIANO3 (-2,128.10° kJ/mol). Le backbone est notb et les deux monoméres et

b. La liaison hydrogéne inter-monomeéres considérée danstia de ce travail est également
située. A droite, numeérotation des atomes du dimére de NIBAMié.

Les modes statiques sont ensuite calculés, cette opératma moins d’'une seconde CPU.
Ce premier exemple d’application étant de petite taillegttBnes), nous avons pu explorer la
flexibilité de la molécule en détails, au niveau atomique.

Localisation

Nous avons appliqué le calcul de la localisation (voir peapge 4.1.1) au dimére de NIPAM
(le calcul utilise moins d’une seconde CPU) et présentomisdsultats dans la figure 4.3. Ce
graphe nous permet de conclure qu'assez peu de modes socald#s. Il s’agit des atomes
de la liaison C=0 des monomeéres, mais aussi des atomes ameaitués au pied des mono-
meres, avec des valeurs ldsupérieures a 20. Le reste des atomes, particulieremestiolees
d’hydrogene, donne des valeurs plus faibles de la localisautour de 5.

La figure 4.3 présente également I'exemple de deux modes élacalisé (correspondant a
une contrainte sur I'atome 22 en direction y, soit 'atomexggene d’'un monomere) et un
localisé (contrainte sur I'atome 12 en direction x, soit yadegene du backbone). Grace a
cette représentation, les atomes impliqués dans la défiomeont facilement repérables.
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FIG. 4.3 — Représentation graphique du calcul de localisatesnrdodes. A droite, nous re-
présentons la déformation de la molécule relative a deuxesad graphe, un délocalisé et
un localisé. Ces déformations correspondent respectiveindes contraintes appliquées sur
I'atome 22 en direction y et I'atome 12 en direction x, sitt@ss deux sur la molécule a droite.

4.2.3 Etude du site actif d’'un dimere de NIPAM : la liaison hydogene
inter-monomeres

Dans cette étude, notre point de départ est I'exploratiola diexibilité du polymére pour
apporter des éléments de compréhension des modificatioictustiles subies lors de 'arrivée
de I'eau. En considérant le site de fixation de 'eau commeitenastif, nous nous sommes
donc particulierement intéressés a la liaison hydrogemade au niveau de ce site ainsi qu'a
sa stabilité [266].

Méthode et procédure : comment casser la liaison hydrogene ?

Nous avons tout d’abord considéré un dimére. La méthodsésilci est celle de I'optimisation
des forces pour maximiser une variation de distance (cagraphe 4.1.2). Les directions des
contraintes sont optimisées pour obtenir la plus grandernbure possible de la liaison hydro-
géne, ce qui nécessite moins d'une seconde CPU. Les défonmabnt normées a la force.

Nous avons calculé les variations de la distance OH interem@res en fonction de I'éloigne-
ment entre les atomes contraints et le site actif (ramenéileurdu segment OH).

Ces variations sont représentées sur les graphes 4.4ctigepeent pour des forces appliquées
sur les atomes des monoméeed et du backbonéb.
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FIG. 4.4 — Variations de la distance interatomique OH en fonmctle I'éloignement entre le
site actif (ramené au milieu du segment OH) et les atomesaiotg des monomeéresb et du
backbonebb respectivement (enZeV).

On constate tout d’abord, d’'aprés les deux premiers gragbda figure 4.4, que les deux
monomeres induisent des réponses tres différentes ducsite l@ monomerea est beaucoup
plus rigide que lé, avec des amplitudes maximales respectives d’environdl.008 X/eV.
Cette asymétrie de la réponse peut s’expliquer par I'asyenétbimique du site actif (C=0 ...
H-N). Par ailleurs, selon les résultats présentés sur laetagraphe de la figure 4.4, les atomes
du backbone n’ont pas de réle sur I'activité du site actif.

D’autre part, les amplitudes d’ouverture maximales somémbes pour des contraintes appli-
quées sur des atomes éloignés du site actif (4.8 et 3.8 A)jicarpctérise 'allostérie des sites
sollicités. On remarque également que des contraintegjagpl sur des atomes situés a égale
distance du site actif n’induisent pas nécessairement tagméponse.
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Une analyse atomique fine est donc essentielle pour commerendprévoir une modification
structurale donnée. Les contraintes a appliquer pour ohiee réponse optimale sont trés
localisées. La figure 4.5 représente également les vargadie la distance OH, mais par rapport
aux numéros des atomes et permet donc de localiser les atosasciter. Les principaux
pics correspondent a des contraintes appliquées sur leeat627, H28, C31, C33 et C37,
c’est-a-dire des atomes appartenant aux terminaisonsyps.
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FIG. 4.5 — A gauche, numérotation des atomes du dimére de NIPAMEA droite, les varia-
tions de la distance interatomique OH pour chaque atomieigdllen A2/eV).

a) b) @) B)

bb)

) N

FIG. 4.6 — A gauche, représentation des forces de directiomggge et normée pour induire
une ouverture maximale de la distance OH. A droite, reptasen des mémes forces avec la
norme proportionnelle a I'ouverture engendreée.

Par ailleurs, la figure 4.6 permet I'observation directefdeses normées aprés optimisation des
directions. Ces mémes forces, mais avec une norme propoelie a I'ouverture de la liaison
OH, sont également représentées.

Cette derniere représentation permet de localiser ragdel@s zones de la molécule a solliciter
pour obtenir une ouverture optimale des monomeres : plgiest la fleche, plus il est facile
d’ouvrir le site actif.
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Il apparait que les modes les plus favorables correspoademd force appliquée sur les atomes
de carbone de la terminaison isopryle du mononhei@e groupe hydrophobe est donc essen-
tiel lors de I'hydrolyse du polymére. On peut en conclureume contrainte appliquée sur les
terminaisons peut entraver, ou au contraire activer, testtian de phase naturelle du PNIPAM.

Conclusion

Ces premiers résultats peuvent s’avérer trés utiles psuedpérimentateurs, en révélant une
zone particuliére du monomere ayant une réelle influencle site actif, et non connue jusque-

la. Ce type d’étude peut donc permettre d’identifier de nauxenécanismes d’activation ou

d’inhibition.

4.2.4 Extension au cas d'un tétramere de NIPAM

Afin d’étudier la cassure d’'une telle liaison hydrogénerm®nomeéres dans un brin plus
long, c’est-a-dire dans un systéme moins isolé, nous avamsidéré un tétraméere de NIPAM.
Aprés une minimisation semblable avec GAUSSIANO3, nousisialculé les modes statiques
en moins d'une seconde CPU. La molécule étudiée est préseatda figure 4.7. Nous y
localisons le backbonab, les quatre monomeresb, ¢, d, ainsi que les trois liaisons hydrogene
inter-monomeres.

FIG. 4.7 — Représentation atomique d’'un tétramére de NIPAMsapigimisation avec GAUS-
SIANO3 (-4,045.10° kJ/mol). Le backbone est nobb et les quatre monoméresb, ¢ etd.
Les trois liaisons hydrogene inter-monomeres sont siteeestées 1, 2 et 3.

Nous nous intéressons dans un premier temps a la liaisortr2, lee monomereb etc. La
figure 4.8 présente les résutats de la méme procédure dieption des forces déja appliquée
au dimére. Ici encore, un calcul d’'optimisation de I'ensentes forces nécessite moins d’'une
seconde CPU. Les variations d’ouverture de la liaison 2 sgpreésentées pour chaque atome
contraint ainsi que les forces appliquées sur la moléc@edrme de ces forces est représentée
comme proportionnelle a 'ouverture induite.
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4.2. Application des modes statiques a un polymere themsdse : le PNIPAM

Contrairement au cas du dimere, I'atome d’oxygéne de ladrasemble ici jouer un réle pré-
pondérant. En revanche, si nous ne considérons que lessatwmredu site actif, nous retrou-
vons bien la disymétrie des monomeres : le monorogdenneur de I'atome d’hydrogene dans
la liaison, est essentiel pour casser la liaison 2, coetraént au monomeére. D’autre part,

la zone a solliciter pour une ouverture optimale se rédoityroe dans le cas du dimére, a la
terminaison isopropyle.

Le méme travail a été fait pour les liaisons 1 et 3. Les résuttant présentés respectivement
sur les figures 4.9 et 4.10. Il est remarquable et extrémeimtnéssant de trouver exactement
le méme comportement du polymeére pour ces liaisons : ce gojuurs les terminaisons iso-

propyles des monomeéres portant I’hydrogéne de la liaisosidérée qui permettent de casser
cette derniere le plus facilement.
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0.1— —

Ouverture de la liaison OH
o
=)
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o JHJ‘HI ! lnc one H-L'L“J-Lm.h L
0 20

40 60
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FIG. 4.8 — A gauche sont représentées les variations de |'awreatt la liaison OH établie entre
les groupes CO et NH des monomébest c. A droite, sur le tétramere de NIPAM étudié, les

forces de direction optimisée et de norme proportionnellewverture de la liaison OH sont
reportées.
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FIG. 4.9 — A gauche sont représentées les variations de I'awreede la liaison OH établie
entre les groupes CO et NH des monomeretb du tétrameére. A droite, les forces de direction
optimisée et de norme proportionnelle a I'ouverture ded&sdin OH sont reportées.
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FIG. 4.10 — A gauche sont représentées les variations de I'nureede la liaison OH établie
entre les groupes CO et NH des monomeretd du tétrameére. A droite, les forces de direction
optimisée et de norme proportionnelle a 'ouverture dedesdin OH sont reportées.

4.2.5 Conclusion

Ce premier exemple, portant sur deux systémes de petities t@espectivement 46 et 84
atomes pour le dimeére et le tétramére), nous a permis d’'seralg flexibilité au niveau ato-
mique. L'étude du mécanisme d’ouverture des liaisons ly@hie inter-monomeres a apporté
des éléments de réponse sur de possibles modification®léastide la transition de phase du
PNIPAM.

Dans une optigue de prédiction ou d’assistance a I'expégiere premier exemple illustre bien
le potentiel des Modes Statiques a explorer la flexibilité dlécules, a trouver comment
la modifier & des fins définies, a localiser de possibles si@stériques et a comprendre des
relations complexes mais directes entre des sites.

4.3 Etude de la flexibilité des sucres dans les acides nu-
cléigues

Comme nous l'avons vu dans la section 1.2.4, et plus en détails I'annexe B, le sucre
joue un réle de pivot entre les bases azotées et les groupsplpte. Il est donc essentiel
lors des changements conformationnels des acides nuetige furanose est connu pour étre
extrémement flexible [346]. En raison des modificationslksau a grande échelle qu’il peut
entrainer, le furanose est un systeme trés étudié, aussekprimentalement [311] que par
le calcul [309][349]. Nous avons appliqué la méthode des dddstatiques au traitement de la
flexibilité du sucre dans différents types d’'acides nuclég)
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4.3. Etude de la flexibilité des sucres dans les acides ruasi

4.3.1 Les plissements du sucre : concept de pseudorotation

Le sucre des acides nucléiques contient un cycle composaaleecatomes de carbone et
d’'un atome d’oxygene (voir figure 4.11). Ce cycle, dit fura@on’est jamais parfaitement plan
et peut adopter de multiples conformations, dites "pliss@si’ ou "puckerings”. Ces confor-
mations peuvent étre schématisées sur un cycle, le cyclsadrlprotation (figure 4.12).

groupe
phosphate

base
azotée

C4

C3 c2

FIG. 4.11 — Représentation du cycle d’'un sucre entrant dansrigasition des acides nu-
cléiques. Il s’agit d’'un furanose, contenant 4 atomes dbarar et 1 atome d’oxygene. La
numérotation utilisée est celle de la nomenclature sta@32][333][335].

FIG. 4.12 — Cycle de pseudorotation du su@eurce J. Chem. Inf. Comput. Sci. 2(Q885].

Le concept de pseudorotation a été introduit par Sundgeaiet al. [308][358]. Il établit une
relation entre les quatre angles de torsion endocycligge C4’-04’-C1’-C2’; vq : O4’-C1-

C2'-C3’; vo : C1'-C2’-C3-C4’; v3 : C2-C3-C4’-04’; v4 : C3-C4’-04’-C1’ (voir figure
4.11).
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Chaque mode de plissement est alors défini par deux angéegyid’ de phask et I'amplitude
maximalevmnax (traduisant la sortie du plan des atomes), décrits par lestiéms (4.5) et (4.6).
P etvmax peuvent alors étre représentés sur un graphe polaire :lie dg@seudorotation.

_ (V4a—Vo)(vV3—V1)
P= arCtan(z.vz.(sin 36 +sin 72)) (45)

V2

=|—— 4.6
Vmax ‘COSP (4.6)

Dans un simple brin d’acide nucléique, le furanose peutrthg@ement étre trouvé dans
différentes conformations. Pourtant, comme le montreatdguctures expérimentales, on
trouve deux conformations préférentielles, énergeétiqereénfavorables et équivalentes :
C3’-endo (appeléaord par les spectroscopistes cat® < P < 34°) et C2'-endo (appelésud
car 137 <P <19#). Ces conformations sont schématisées sur la figure 4.18oRte, dans
un duplex, le sucre est fixé dans une conformation : nord darduplex de forme A, et sud
dans un duplex de forme B [358][360].

Comme nous I'avons précisé dans I'annexe B, les duplex d’ARMN exclusivement trouves en
forme A et possédent donc des sucres nord. LADN, quand adtigénéralement en forme B,
mais peut passer en forme A dans un hétéro duplex ADN:ARN xample (le désoxyribose
peut donc effectuer des transitions nord/sud).

\.75/'3 S CE'\Zﬁ;’OSl N

2 .
o3 C*-erdo C% endo

FIG. 4.13 — Représentation des conformations préférentigllesicre : C3’-endo et C2’-endo,
respectivement nommees nord et stdurce Springer-Verlag 194360].

4.3.2 Cas d'un nucléotide : la désoxythymidine monophospla

Nous considérons dans un premier temps une désoxythymam®phosphate (dTMP),
étudiée seule et dans un duplex (c’est-a-dire assembléesuagedésoxyadénosine monophos-
phate (dAAMP)).

Les structures que nous présentons dans ce travail ont Bidisges au préalable a I'aide du
logiciel AMBER 8 [65], en solvant implicite et avec le chamg fibrce ff94 [316]. A partir de

ces structures et de leur matrice Hessienne, nous avongé&lds modes statiques, en moins
d’'une seconde CPU, et optimisé, pour chaque atome, la idineges forces a appliquer pour
maximiser les changements de phdBalu sucre. Cette étape nécessite également moins d’une
seconde CPU [266].
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4.3. Etude de la flexibilité des sucres dans les acides ruasi

Les structures obtenues aprés minimisation sont présestéda figure 4.14. Les valeurs des
angles caractéristiques du sucre sont données dans lauable On remarque que le sucre est
en conformation sud dans les deux systenies-:15086° etvnax= 35.29° dans le nucléotide
seul,P = 15152 etvmax= 35.21° dans le double brin. Ces valeurs correspondent aux valeurs
habituellement observées [344][360].

FIG. 4.14 — Représentation des deux systemes étudiés aprénisation avec AMBERS : a
gauche, la désoxythymidine monophosphate (dTMP) seu/é563L0 1 kJ/mol), et & droite
appariée avec une désoxyadénosine monophosphate (dAM®)&-101 kd/mol).

sucre Vo V1 Vo V3 Vg P Vmax type
dTMP simple brin| -26.59| 35.08| -30.82| 15.66| 6.87 | 150.86| 35.29| C2’-endo
dTMP double brin| -26.24| 34.96| -30.95| 15.97| 6.46| 151.52| 35.21| C2’-endo

TAB. 4.1 — Angles du sucre d’'une désoxythymidine monosphoseatlie et en duplex.

La figure 4.15 montre les changements conformationnels che sle la dTMP seule et dans un
double brin d’ADN, aprés optimisation des forces. Chaqueatpmrrespond donc a la défor-
mation induite par I'application d’'une force normée et dediion optimisée, sur un atome.

On observe une différence au niveau des nuages de pointsr ags points d’équilibre. En
effet, le nuage du nucléotide seul est nettement plus étaté, dans des directions specifiques.
En revanche, le méme sucre étudié dans un double brin madarebup moins de flexibilité :
son nuage, compact et anisotrope, témoigne de la difficalthdnger de conformation.

La méthode des Modes Statiques peut donc mettre en avaniffiaemntes de flexibilité du
sucre : flexible et capable de changer de conformation sedsrdatections spécifiques dans
le cas d’'un simple brin, et rigidifié dans une conformatiod,slans le cas d’un double brin
d’ADN de forme B.

Outre ces conclusions préliminaires, une étude plus peuhs§raphe de la dTMP seule peut
permettre d’approfondir I'exploration de la flexibilité dwcre par rapport aux changements
structuraux globaux de I’ADN.
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P=270" P=270":

P=130° P=10°

FiG. 4.15 — Représentation des variations de phase du sucre dTMP seule a gauche, et
appariée avec une dAMP a droite. Chaque point correspone anaximisation de la phase
apres optimisation des forces.

L'observation directe de la figure 4.15 donne tout d’aborsliddications sur les tendances du
sucre a subir des changements conformationnels. On distipgncipalement deux axes, soit
deux chemins de transition : un axe est/ouest et un axe ookd/s

En ce qui concerne le passage est-ouest, la figure 4.17 endiggl I'atome contraint qui pro-
voque le plus important changement de phase est I'atomerder@adu groupe méthyle de la
thymine (c’est-a-dire I'atome 18, selon la numérotationmiee sur la figure 4.16). Sa sollici-
tation permet de passer d’'une conformati&a une conformatio%T. Par ailleurs, la plupart
des atomes impliqués dans les plus grands changementssieggpartiennent a la base azotée
(C18, H19, H20, 023, H25...).

Or, dans un double brin, cette base est appariée , contgaEnttes liaisons hydrogene établies
avec la base complémentaire (dans le cas d'un brin plus Ellgest également maintenue
par des forces de "stacking" par les bases voisines). Ldaadpents de ses atomes sont alors
restreints, et par conséquent, ne peuvent plus induireaestions de phase observées. Ceci
peut expliquer 'absence de grands changements confannmatis dans le cas du double brin.

L'étude du passage nord-sud présente quant a elle un férétntcomprendre le réle du sucre
dans la transition d’'une forme B vers une forme A de I’ADN. 8nlconsidére le point le
plus au nord de cet axe, c'est-a-dire celui qui permet unesitian optimale, on trouve qu'il
correspond a une excitation de I'atome O3’, puis de son lggire.

Dans un brin plus long d’ADN, I'atome O3’ appartiendrait ajuslette sucre-phosphate. On
peut donc envisager une relation directe entre le réarmegeglobal du backbone et les mo-
difications locales du sucre.

Ainsi, pour une transition donnée, on peut déterminer legramtes a appliquer, et laisser un
expert choisir la plus pertinente. La figure 4.18 permet séotser directement les directions des
forces obtenues aprés optimisation.
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FiG. 4.16 — Numérotation des atomes de la dTMP.
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FIG. 4.17 — A gauche, variations de la phase du sucre de la dTM®, sguies optimisation des
forces. A droite, deux configurations du sucre, corresporaliiétat d’équilibre {E) et au plus
grand changement de phag&)

FIG. 4.18 — Représentation des forces optimisées pour maxieishangement de phase du
sucre de la dTMP.
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Conclusion

Nous retrouvons dans ces résultats préliminaires cegammactéristiques essentielles du fura-
nose. D’une part, il présente des différences de flexiboitgu’il est dans un simple ou double
brin. D’autre part, sa capacité a passer d’'une conformatimha une conformation nord pour
accompagner les modifications struturales a grande écthelllADN. Les modes statiques
peuvent indiquer des chemins de transition, et ainsi aideriae, pas a pas, le chemin vers
une déformation voulue. Cette méthode peut donc propo&ex@érimentateur des contraintes
adéquates a appliquer sur la molécule pour obtenir une ségaysique donnée.

Le paragraphe suivant donne un exemple concret de I'apiplicdes modes statiques a des fins
prédictives sur les acides nucléiques.

4.3.3 Etude de I'apport de nucléotides modifiés sur la stabié de duplex
d’acides nucléiques

Pour illustrer I'application des modes statiques aux aciugcléiques, nous avons choisi
I'étude de dinucléotides contraints. La synthese de cdemsys contraints a pour but d’obtenir
des duplex plus stables : selon le concept de préorgamsati@ molécule rigidifiée dans une
conformation acquise dans un complexe, facilite la foramatiu complexe en raison d’'une
entropie favorable [317][340]. Les acides nucléiques som illustration intéressante de la
préorganisation, leur flexibilité intrinséque leur pertaet de s’adapter pour mieux interagir
avec diverses molécules.

Les nucléotides contraints, préorganisés pour s’inségs des duplex standards d’ADN ou
d’ARN, ont été particulierement étudiés ces derniéresesyradin de mesurer leurs effets sur la
stabilité des duplex [310][314][345][370].

Rappelons tout d’abord qu’en solution aqueuse, I'’ADN deutlin est la plupart du temps
trouvé en forme B, mais peut également étre isolé en formetanment lorsque les conditions
d’hydratation changent, ou par exemple, dans un complegs)duplex d’ARN adoptent quant
a eux toujours la forme A [360].

Une maniére de préorganiser les acides nucléiques politefata formation de duplex, peut
donc consister a restreindre le furanose en conformatidogmord [345], ou encore d’agir sur
la torsion du backbone.

Description du systéme étudié

Dans cet exemple, nous considérons un dinucléotide thythimaine monophosphate (TpT)
naturel et son homologue contraint, et comparons leurssesi@r la stabilité de duplex dans
lesquels ils sont insérés.

Nous nous référons ici a un travail réalisé par C. Dupets. [319][320][321] sur une famille
d’acides nucléiques contraints, les D-CNA, dans lesqeslahgles diedras et 3 du backbone
sont fermés dans une structure dioxaphosphorinane. Gegusts sont décrites sur la figure
4.19.
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FIG. 4.19 — Structure chimique d’un dinucléotide thymine-tlityermonophosphate (TpT) na-
turel a gauche et de son homologue contraint a dr8iberce Angew. Cherj820].

Nous nous intéressons dans cette étude a la forme canonigge=(60+30° ; B=t=180+30"),
généralement trouvée dans les formes A et B. C. Dumb@y. I'ont synthétisée et insérée dans
des duplex pour évaluer ses effets sur la stabilité thereiqu

Le travall cité a permis de mettre en évidence, par absorpfid.V. a 260 nm, que de tels di-
nucléotides augmentent la stabilité des duplex, et ce @mfalpis nette dans un duplex d’ADN
(forme B) que dans un hétéroduplex d’ADN:ARN (forme A). Lésom identifiée serait la rigi-
dification du sucre du nucléotide contraint (sucre 5’) dames eonformation sud.

Stabilité des duplex

Nous avons utilisé quatre structures :
— un homoduplex d’ADN naturel
— un homoduplex d’ADN contenant le dinucléotide constréirtg- ; B=t)
— un hétéroduplex ADN:ARN naturel
un hétéroduplex ADN:ARN contenant le dinucléotide cantréo=g- ; B=t)

Ces structures ont été minimisées avec AMBERS, en solvariidite et a I'aide du champ de
force ff94. Les structures résultantes sont présentédestigures 4.20 et 4.21.

Les modes statiques sont ensuite calculés pour chacunes dgrgetures, en moins d’'une se-
conde CPU. A partir des modes obtenus, nous évaluons lditétalei chaque duplex en mesu-
rant I'’élongation possible des liaisons hydrogene entiepale bases.

Pour cela, nous pin¢gons chaque couple d’atomes (voir grhgrd.1.3) et mesurons en réponse
la variation de longueur des liaisons hydrogéne.

Pour chaque duplex, nous avons quatre liaisons hydrogeng,mhr paire de bases : entre les
atomes O4 et H6, et H3 et N1 des thymines et des adénines tigepent (selon la nomencla-
ture standard [334]) (voir figure 4.22).
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FIG. 4.20 — Structures des deux duplex d’ADN apres minimisatéopgauche le duplex naturel
(-1,691.102 kJ/mol) et & droite le duplex contenant un dinucléotide fié@do=g-, B=t) (-
1,481.102 kJ/mol).

FiG. 4.21 — Structures des deux hétéroduplex ADN:ARN aprésmigation : a gauche le
duplex naturel (-1,348.1¢ kJ/mol), a droite le duplex contenant un dinucléotide médifi=g-
, B=t) (-1,009.102 kJ/mol).

FIG. 4.22 — Numérotation des quatre liaisons hydrogéne étsidiée
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Dans les tableaux 4.2 et 4.3, nous donnons, pour chaquaniaygirogene, la moyenne d’ouver-
ture sur 'ensemble des couples pincés (en pourcentagemaont a la longueur a I'équilibre).

Dans le tableau 4.2, nous commencons par comparer I'ougeatés liaisons dans les deux du-
plex d’ADN (naturel a gauche, et contenant I'analogue @ntra droite). Puis dans le tableau

4.3, nous faisons la méme comparaison, mais avec les hapdeadADN:ARN (demnaturel a
gauche, et contenant I'analogue contraint a droite).

Al (%) Al (%)
ADN/ADN | ADN/ADN(g-)
liaison rf 1 2.81 2.57
liaison 1t 2 5.97 5.73
liaison 1t 3 2.68 2.62
liaison 1t 4 5.19 5.27

TAB. 4.2 — Moyennes de 'ouverture des quatre liaisons hydre@genl’ensemble des couples
pincés : a gauche pour le duplex d’ADN naturel, a droite peutuplex d’ADN contenant le

dinucléotide contraint (g-).

Aly (%) Aly (%)
ARN/ADN | ARN/ADN(g-)
liaison i 1 2.80 2.69
liaison 1t 2 6.04 5.57
liaison ' 3 1.62 1.69
liaison 1t 4 3.78 3.46

TAB. 4.3 — Moyennes de l'ouverture des quatre liaisons hydegamr I'ensemble des
couples pincés : a gauche pour I'hétéroduplex ADN/ARN retar droite pour I’hétéroduplex
ADN/ARN contenant le dinucléotide contraint (g-).

Dans les deux cas, trois des quatre ouvertures sont plusdallans le duplex contenant le
dinucléotide modifié que dans le duplex "naturel”. Cela iigmue trois liaisons sur quatre
sont plus difficiles a ouvrir quand un CNA est inséré dansiie dsADN.

Nous pouvons donc prédire, grace aux modes statiques, guédance de CNA augmente la
stabilité des duplex d’acides nucléiques. A premiere vymriait cependant difficile d’assurer
que le gain de stabilité est plus important dans le cas d’'whedld’ADN que dans celui d’'un
hétéroduplex ADN:ARN. Linformation serait peut-étre datage visible sur une séquence plus
longue.

Néanmoins, on peut s’intéresser a la liaison la plus diffiailouvrir dans les duplex : on peut
ainsi considérer que lorsque celle-ci s’ouvre, les autves aussi ouvertes et la fusion est opé-
rée. Dans le cas d’un duplex d’ADN naturel, la liaison la plifficile a ouvrir est la liaison 3
(2.68 %) ; par ailleurs, elle I'est encore plus avec le CNA226). En revanche, dans un duplex
ADN:ARN sans modification, la liaison la plus stable, qui @sssi la liaison 3 (1.62 %), perd
de sa stabilité en présence du CNA (1.69 %).
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Cet élément nous permet donc de conclure que l'effet stabilides CNA insérés est moins
important dans des duplex de forme A que dans des duplex oheBr

Dans leur travail, C. Dupougt al. émettent une hypothése pour expliquer les différences de
stabilisation apportées par les CNA aux duplex de formesB\ ke fait que la stabilisation soit
moindre dans les duplex ADN:ARN pourrait s’expliquer paeuigidification du sucre 5’ du
dinucléotide modifié dans une conformation sud, interdikapassage vers le nord nécessaire
a I’ADN pour transiter d’'une forme B vers une forme A lors dwptage avec I'’ARN [320].
Dans le paragraphe suivant, nous tentons de vérifier ceftatinyse en explorant la flexibilité
du sucre 5’ par I'approche des Modes Statiques.

Flexibilité du sucre 5’

Dans cette étude, nous considérons un dinucléotide thythymeine monophosphate (TpT)
naturel et son analogue contraint. Ces deux structuressioitisées avec le logiciel de chi-
mie quantigue GAUSSIAN 03, en utilisant la fonctionnellelB® et la base 6-31++G**. Les
structures résultantes sont présentées sur la figure 4.23.

FIG. 4.23 — Structures des deux dinucléotides TpT aprés miatinisavec GAUSSIANO3 : a
gauche, le dinucléotide naturel (-5,883#&J/mol), & droite, le dinucléotide modifié£g-,
B=t) (-6,086.10°° kJ/mol).

Aprés avoir calculé les modes statiques de ces moléculas,awmns optimisé les forces a ap-
pliquer sur leurs atomes pour maximiser le changement deefhgorisant le passage nord/sud
(c’est-a-dire la grandeWinaxCosP).

La figure 4.24 présente les changements conformationnetiche 5 dans le dinucléotide
non modifié et modifié. A I'équilibre (point rouge), les dewcees sont en conformation sud :
P=169.0T etvmna= 30.9T pour le dinucléotide non modifi®=167.38 etvma= 30.45 pour
le dinucléotide modifié.

Nous utilisons la méme représentation qu’en section 4¢haque point des graphes représente
un possible changement de conformation du sucre aprésatpfi, sur un atome donné, d’une
force normée et de direction optimisée.
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P=270°

P=90° P=90°

P=180" P=180°

FIG. 4.24 — Représentation des variations de phase du sucrau®’dihucléotide TpT non
modifié a gauche, et modifié a droite. Chaque point correspamk maximisation de la phase
aprées optimisation des forces.

Les graphes de la figure 4.24 présentent tous deux des nuagesnds tres compacts autour
de leur conformation d’équilibre. En revanche, pour le diéatide non modifie, on observe

nettement quelques conformations éloignées, voire todgrédes, montrant que le sucre 5’ peut
passer en forme nord.

Les deux points permettant le plus facilement un passageleenord correspondent a des
contraintes appliquées sur les atomes C5’ et O5’ (voir figut®). C’est le déplacement de ces
atomes, et donc le réarrangement du backbone, qui permeteaidopérer son changement
conformationnel.

Par ailleurs, comme le montre la figure 4.19, les atomes GB5&appartiennent au cycle dioxa-
phosphorinane formé pour contraindre les angles3 des D-CNA. En figeant ces atomes dans
le cycle et en interdisant ainsi leur déplacement, on lileBehangements conformationnels du
sucre 5'. Il est rigidifié dans sa conformation d’origine,cquee I'on retrouve bien sur le cercle
de pseudorotation du dinucléotide modifié.

4.3.4 Conclusion

Cette premiere application aux acides nucléiques a perati®atier d’'une facon originale
les changements conformationnels du sucre et ses implisagur la structure a grande échelle
des duplex. Nous avons ici retrouvé certaines caractfuissi connues de la flexibilité du fura-
nose. En comparant nos résultats a ceux d’'un travail expétahabouti, nous avons surtout
fourni une premiere illustration du caractére prédicts deodes statiques.
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4.4 Etude du site actif de la protéase du VIH-1

La protéase du virus de 'immunodéficience humaine de typRI\(IH-1) est une enzyme
intervenant dans le cycle viral. Elle participe & la matioratles protéines virales en clivant les
produits polypeptidiques des gérgasgyetgag-polen protéines effectives [322][339][354]. Son
inactivation par mutation ou mécanisme inhibiteur condu#é production de particules virales
immatures et non infectieuses.

Elle a donc été considérée comme cible potentielle des letdids thérapies antivirales dans
les années 1990 [330][336][338] et constitue le premiengte de réussite de conception de
médicament par une approche rationnelle [343][371][373].

4.4.1 Description de la molécule : structure et mécanismes

La structure de la protéase est aujourd’hui bien connuenmoient grace a la cristallogra-
phie par rayons X [352][369][372]. Il s’agit d’'un homodingede symétrie C2 [368] composeé
de deux monomeéres identiques de 99 résidus. La résolutistraigtures de la protéase com-
plexée avec un substrat [351] a permis d'identifier le sité,ammposé de 6 acides aminés et
caractéristique de la famille des protéases aspartiquesitecactif est composé de deux triades
Asp25-Thr26-Gly27 situées a I'interface des monomere8][348][355].

D’autre part, I'exploration expérimentale et la simulatioformatique ont permis de proposer
un mécanisme catalytique dés 1987 [364], aujourd’hui tréxs Bécrit [315].

Depuis une vingtaine d’années, l'intérét pharmaceutiquéédude de la protéase a permis de
recueillir de trés nombreuses données structurales, msss@e données relatives a la fonction,
a l'activité ainsi qu’a la flexibilité de cette protéine.

C’est la raison pour laguelle nous I'avons choisie commenpgee validation d’'une macro-
molécule. Nous avons confronté les résultats issus dessaidgques a ceux issus d’autres
méthodes, expérimentales et calculatoires.

La "géographie” de la protéase du VIH-1 peut étre décritdgsaB domaines présentés sur la
figure 4.25:

— les "volets"
— le domaine de coeur
— le domaine interfacial

Voici quelques propriétés de la protéase que nous avoratestde la littérature :

— le ligand adopte une orientation spécifique au niveau @uasitif, la protéase s’accom-
modant de maniere a optimiser les liaisons pour obtenir uxirnan d’affinité [351].

— la protéase possede un site actif enfoui, inaccessibtel'saverture des volets. Il existe
donc deux conformations, ouverte et fermée comme le mamfrgure 4.26 [328], I'am-
plitude de I'ouverture peut atteindre 7 A.
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4.4. Etude du site actif de la protéase du VIH-1

— le site actif est clairement identifié, notamment grace sxgieulations de mécanique
moléculaire [348]: Asp 25/25’ participent directement &#alyse, Thr 26/26’ se lient
par des liaisons hydrogéne pour stabiliser I'état confoionael du site actif, Gly 27/27
maintiennent le ligand dans une orientation favorable adation.

— les résidus des "poches de liaison" (81-84) contribuengiatenir le ligand. Leur modi-
fication (par mutations par exemple) induit des changensnisveau du site actif et une
perte d’affinité avec le ligand [353][356][362].

— de nombreuses liaisons se créent a l'interface pour nmainés monomeres, y compris
au niveau des extrémités C et N-terminales. Dans la formedfede la protéase, de telles
liaisons (hydrogéne en particulier) se forment égalemetredes volets, au niveau des
résidus lle 50 et Gly 51 [353].

— les formes ouverte et fermée de la protéase présententfifgerttes de flexibilité : la
dynamique moléculaire et la RMN ont montré des fluctuatiesrésidus de I'interface
chez la protéase fermée n’existant pas dans la forme oyyedbablement pour per-
mettre 'accommodation avec le ligand [331].

— il existe des corrélations entre domaines, particuli@mrentre le site actif et les poches
de liaison d’'une part, ainsi qu’avec I'interface [326][359

— un site allostérique a été mis en évidence, notamment pemnaigue moléculaire sous
contrainte : les leviers (résidu 68 et ses voisins) permettagir sur la fermeture de la
protéine [357].

— la fermeture de la protéase peut étre modélisée par desfdiiateraction entre protéine
et ligand lors de I'arrimage du ligand [149].

Battants

Poche de
liaisan

I1e50" 11e50
Triade

Domaine
de coeur

terminal

Interface
FIG. 4.25 — Représentation de la protéase du VIH et de ses dosna@revert les volets, en

rouge le coeur et en orange l'interface. Sont égalemenqirddi : le site catalytique, les poches
de liaison, les leviers et le domaine terminal.
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FIG. 4.26 — Deux configurations de la protéase : fermée a gaucbavette a droite. Ces
structures correspondent respectivement aux fichiers 1#{HPW7 de laProtein Data Bank

Avec I'objectif de valider notre approche, nous nous somateghés a retrouver certaines de
ces propriétés a partir des modes statiques. Dans nosscatiug nous sommes particulierement
intéressés au mécanisme d’ouverture et fermeture de légsefi) ainsi qu’a la stabilité du site
actif (if) en observant les distances suivantes, respectivement :

() la distance entre les résidus 1le50 (appartenant au valagpE25
(i) la distance séparant les résidus Asp25 et Asp25’

La réponse de ces distances aux contraintes extérieuseEnpeéen effet un fort intérét dans la
recherche de mécanismes d’inhibition.

4.4.2 Evaluation de la stabilité du site actif
Optimisation des forces pour maximiser la variation des ditances

Nous avons tout d’abord étudié la protéine fermée (L1HHP @ePmotein Data Bank) : aprés une
minimisation avec le champ de force ff03 de AMBERS, nous awxirait la matrice hessienne
et calculé les modes statiques (cette étape nécessite eseRU).

Dans ce paragraphe, nous présentons les résultats delisgtion des forces permettant d’agir
sur les distances Asp25-Asp25’. L'optimisation utilise thr@6 sec CPU.

Le graphe 4.27 représente, pour chaque atome sollicitéuaveforce optimisée et normée a
1eV/A, la variation de distand@,-Cq des résidus Asp25/25’ en A.

Ce diagramme révele des zones induisant une réponse dutiiteien localisées. Ces zones
sont représentées en rouge, orange et jaune sur la pragspectivement pour des ouvertures
supérieures & 0.5 A, comprises entre 0.05 et 0.5 A, et inficg$ea 0.05 A.

Il est alors facilement observable que les zones les pluseintiés correspondent aux résidus
Asp25 et Asp25’ eux-mémes, ainsi qu’a leurs voisins (résiflia 27 et symétriques). Viennent
ensuite les poches de liaisons (résidus 81 a 84), puisrfate (résidus 4 a 9) et les extrémités
C-terminales (résidus 95 a 99).
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On peut tout d’abord remarquer que ces zones sont localisées étendues a plusieurs acides
aminés. La protéine peut donc étre découpée en "domair@sime nous I'avons décrite : le
site actif, les poches de liaison, l'interface et les exitésterminales. D’autre part, ce premier
calcul nous permet de retrouver des propriétés de la pmtéases et déja identifiées par RMN,
mutations, dynamique moléculaire ..., a savoir :

— la communication des domaines [326][359]

— la modification de stabilité du site actif par une actionlesirésidus des poches de liaison
[353][356][362]

— linterface [326][359] ainsi que les extrémités C-teralas [331][353], impliqués dans
I'interaction inter-monomeres, contribuent égalemerat stabilité du site actif

Par ailleurs, l'utilisateur peut pousser I'exploration @iveau atomique, en recherchant par
exemple I'atome appartenant aux poches de liaisons (eg@yamduisant la plus grande dé-

formation. Il s’agit dans ce cas d’'un atome d’hydrogéne eppant au groupe méthyle du

résidu lle84 ( et de son homologue dans I'autre monomere).

0.6 —

0.5— —

0.4 —

0.3 —

0.2— —

Variation de la distance Ca-Ca des residus Asp25-Asp25’

0.1 -
07 L " }n“ - J L llﬁlx . ]

|
(0] 1000 2000 3000 4000
Atomes

FIG. 4.27 — Variations maximaled de la distance séparant I8g des résidus Asp25 et Asp25’
apres optimisation des forces sur chaque atome de la peotasoite, les zones de la protéase
induisant une réponse du site actif sont représentées ge (bu>= 0.5 A), en orange/(| >=
0.05 A) et en jaune/{] < 0.05 A).

Pincement des couples d’atomes et réponse des distances

En travaillant toujours sur la protéase fermée et sur lesemathtiques déja calculés, nous
avons simulé les pincements de tous les couples d’atomesrdelécule et a nouveau mesuré
les variations de distance séparant les résidus Asp25 @&BAdpe graphe 4.28 présente pour
tous les couples d’atomes pincés, indiqués en abscisse @tdennée, les variations de la
distance séparant €% des aspartates 25 et 25'. Lamplitude de ces variationséfstie par

la légende, de -0.8 A a 1.4 A du rouge vers le bleu. Pour facili lisibilité, nous n’avons pas
représenté les amplitudes comprises entre -0.1 et 0.1 A.
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Variations de la distance Asp25-Azp2s’
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FIG. 4.28 — Représentation graphique des variations de landstséparant |65, des résidus
Asp25 et Asp25’ en réponse au pincement de tous les coupisnus de la molécule. La
légende a droite indique des variations allant de -0.8 A d\1dd rouge vers le bleu.

Notons tout d’abord qu’il apparait quatre bandes pleinesérotées de 1 a 4. Cela signifie
que les résidus de ces quatre séquences de la protéines puszen’importe quel autre résidu,
provoguent une variation de la distar@g As@25) — Cy (As25).

Ces séquences sont représentées sur la premiére molétafegdes 4.29, et correspondent aux
aspartates 25 et 25’ eux-mémes ainsi qu’a leur prochesweqi8R-27 et 22’-27’) et aux poches
de liaison (82-85 et 82’-85’). L'optimisation des forcesré@demment permis d’identifier ces
séquences influant sur la stabilité des résidus du site ket donc probable que, quel que soit
le pincement, le simple fait de les solliciter entraine d&gslacements des résidus Asp25/25'.

On peut alors s'intéresser a des couples plus spécifiquestéasés par quelques lignes "en
pointillés”, dont les principales sont notées a, b, c. Cexlba permettent d’identifier trois

séquences d’acides aminés qui, pincées avec des résidigsilpas, induisent également une
réponse des résidus Asp25/25’.

Le détail des couples est illustré par la figure 4.30. On petgrnque dans ces couples, les
trois séquences sollicitées récurrentes appartiennefttraaine interfacial (séquences 109-111,
188-190, 195-198 et leurs symétriques). Le réle d’'une sgzpien particulier, correspondant
a I'hélice a, n’intervenait pas dans I'optimisation des forces, majisaagit dans le calcul des
pincements.

86



4.4. Etude du site actif de la protéase du VIH-1

FIG. 4.29 — Représentation des couples induisant une réporstedctif, évaluée par la varia-
tion de la distance Asp25-Asp25’. Sont représentées ererl@sgséquences correspondant aux
guatre bandes de la figure 4.28 numérotées de 1 a 4.

bandes ¢

FiG. 4.30 — Représentation des couples induisant une réporseedctif, évaluée par la varia-
tion de la distance Asp25-Asp25’. Les trois molécules, fifiées par la notation a, b, c, corres-
pondent aux bandes respectives du graphe 4.28. La séqugmésantée en rouge indique les
résidus de la bande a pincer avec les séquences bleues.
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Comparaison des réponses de la protéase en configuration feée et ouverte

La méme procédure de minimisation avec AMBERS, puis de tdesi modes statiques avec
Flexible, a été appliquée sur la protéase fermée (1TW7 @aPsotein Data Bank). Nous avons
ensuite recalculé pour 'ensemble des pincements, leati@rs de distance Asp25/Asp25’ et
Asp25/11e50, ce qui nécessite 14 heures CPU.

La figure 4.31 permet de comparer les variations de dist@pd®, des résidus Asp25/25’, en
réponse aux pincements de tous les couples d’atomes, ppraténe en conformation fermée
(a gauche) et ouverte (a droite).

Bien que les deux graphes paraissent tres semblablesugsealidférences apparaissent au ni-
veau des bandes que nous avions notées a, b, ¢ sur la figuret4j@Bdisparaissent pour la
forme ouverte. Ces bandes correspondant a des séquentetedate, on peut conclure que le
role de l'interface, prépondérant en conformation ferns&gténue lorsque la protéine s’ouvre.

Il a en effet été montré, notamment par des études de RMN [§8&]les séquences de I'inter-
face présentent des fluctuations en conformation fermés|, @une retrouve pas en conforma-
tion ouverte, probablement pour conférer au site actif unetfilité propice a 'accommodation
au ligand.

Variatians de la distance Asp2s-Asp2s’ Wariations de la distance Aspes-Asp2s (forme ouvarte)
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FIG. 4.31 — Comparaison des variations de distance entre lekisé8sp25 et Asp25’ de la
protéase fermée (a gauche) et ouverte (a droite) apreshpamteles couples d’atomes.

4.4.3 Exploration du mécanisme d’ouverture

Cette section se décompose exactement comme la précédenteavons utilisé les mémes
systemes et les mémes procédures pour calculer les vasatida distance séparant les résidus
Asp25 et 11e50, c’est-a-dire I'optimisation des forcesestpincements des couples d’atomes sur
protéase fermée puis ouverte.
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Optimisation des forces pour maximiser la variations des ditances

Le graphe 4.32 permet d’évaluer quels acides aminés de tégs® apres sollicitation, in-
duisent une augmentation de la distance séparafijlees résidus lle50 et Asp25. Ce calcul
peut ainsi donner des informations sur le mécanisme d’tureset de fermeture, mais aussi sur
des possibilités de contrdler I'accessibilité au sitefaGdmme dans le paragraphe précédent,
nous avons cartographié sur la molécule les zones auxguelieespondent les pics visibles sur
le graphe, pour une meilleure lisibilité.

A nouveau, des domaines apparaissent : les plus fortestadgsj supérieures a 1 A, sont ob-
tenues apres sollicitation des résidus Asp25 et lle 50 ginside leurs voisins (respectivement
22 a 27 et 47 a 53), représentés en rouge sur la molécule. Bgegrapparait le second vo-
let (résidus 47’ & 53’) avec une amplitude atteignant 0.4uls pn jaune, avec une amplitude
inférieure & 0.2 A, les poches de liaison, l'interface etdrsémités C-terminales. Enfin, on
peut noter qu’une contrainte sur I'extrémité du levier (@tlle66) cause également une ou-
verture du volet de 0.1 A. Les poches de liaison et I'intezfé@mnt fortement impliqués dans les
mouvements du résidu Asp25, nous n’en tenons pas comptd’ @aoailyse de I'ouverture de la
distance Asp25-11e50 : en effet, dans ce cas, nous obseweavantage les déplacements du

Cq de Asp25 que I'ouverture du volet.
En revanche, on peut déduire les comportements suivants :

— une contrainte sur le volet opposé entraine le mouvemevildtobservé (résidus 47’ a
53’), ce qui peut s’expliquer par les interactions étabdéiese ces deux boucles et parti-
cipant a la cohésion inter-monomeres [353]

— il existe un site allostérique au niveau des résidus GluGte@6, permettant, par un
mouvement de levier, d’agir sur 'ouverture du volet [33&]]]

0.5— _

o | JL1L4JL e |0L Mo

I
0 1000 2000 3000 4000
Atomes

Variations de la distance Ca-Ca des residus Asp25-1le50

FIG. 4.32 — Variations maximales de la distance séparantjedes résidus lle50 et Asp25
aprés optimisation des forces pour chaque atome. A dretezdnes de la protéase induisant
une ouverture du volet sont représentées en rafige£ 1 A), en orange/fl >= 0.2 A) et en
jaune A\l < 0.2 A).
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Pincement des couples d’atomes et réponse des distances

La procédure de pincement de tous les couples d’atomes esivéau appliquée en évaluant
cette fois les fluctuations de la distarGg-Cy des résidus lle50-Asp25. Les résultats sont re-
portés sur le graphe 4.33, présentant des variations aléart.5 A & 2.5 A du rouge vers le
bleu. Les amplitudes comprises entre -0.1 et 0.1 A ne songpadésentées.

Comme dans le cas précédent, nous obtenons quatre bandiesiesnnumérotées de 1 a 4,
présentant quatre séquences déja identifiées lors dentiigation des forces. La premiére mo-
lécule de la figure 4.34 permet de représenter ces séquelesesesidus voisins du site actif
(22 a 27), les deux volets (47-53 et 47°-53’), ainsi que Fértité C-terminale du monomere
considéré.

En revanche, un grand nombre d’autres couples, référemcaésidh sur les figures 4.33 et 4.34
apparaissent. Chaque molécule de la figure 4.34 correspond de ces bandes : nous avons
représenté en rouge la séquence a pincer avec les résidaégesces bleues pour obtenir une
ouverture du volet.

Cet outil pourra peut-étre servir un jour a créer des "pinnekculaires” si la technologie le
permet. Pour l'instant, on peut conclure ici que I'étude ele @ouples n’apporte pas d’informa-
tion supplémentaire par rapport a I'optimisation des ferden revanche, la comparaison des
résultats obtenus sur protéine fermée et ouverte fournibdeelles conclusions : c’est I'objet
du paragraphe suivant.

Wariationz de la distance lles50-Asp2s
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FIG. 4.33 — Représentation des variations de la distance ségdasC, des résidus lle50 et
Asp25 en réponse au pincement de tous les couples d’atomlasndelécule. La lIégende a
droite indique des variations allant de -1.5 A & 2.5 A du rougys le bleu.
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bande g bande h

FIG. 4.34 — Représentation des couples induisant une varidéida distance lle50-Asp25. Sur
la premiere molécule, représentation des couples induisanvariation de la distance 1le50-
Asp25. En rouge : les séquences correspondant aux quattesdde la figure 4.33 numérotées
de 1 & 4. Les molécules, notées de a a h, correspondent avesr@sgectives du graphe 4.33.
La séquence rouge indique les résidus de la bande a pinceleav@quences bleues.
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Comparaison des réponses de la protéase en configuration feée et ouverte

Nous comparons les résultats avec la protéase ouverte, €araos I'avons fait dans la sec-
tion précédente. La figure 4.35 nous permet d’évaluer leseségs jouant un réle dans les
mouvements du volet en conformation fermée (a gauche) etrteu(a droite).

On observe nettement qu’une grande partie des couplespséseforme fermée disparaissent
en forme ouverte : principalement les bandes notées f, gr ladigure 4.33 appartenant au
monomere opposé a celui que nous observons, ainsi que Mbdtsalu "quart nord-est” du
graphe, c’est-a-dire les pincements intra-monomere deéceeammonomere Oppose.

Ainsi, dans la forme ouverte, nous perdons l'influence d'wnomere sur I'autre, ce qui peut
s’expliquer par une perte d’affinité au niveau de I'intedagotamment au niveau de I'interac-
tion des volets.

Warigtions de la distance lleS0-Azp2s Wariations de la distance leS50-Asp25 (forme ouverbz)
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FIG. 4.35 — Comparaison des variations de distance entre lielsisd$e50 et Asp25 de la pro-
téase fermée (a gauche) et ouverte (a droite) aprés pinteleenouples d’atomes.

4.4.4 Simulation des effets de I'arrimage d’un ligand

Pour ce travail, nous nous sommes appuyeés sur un exempée yidr d’autres modélisa-
teurs. Pour valider leur algorithme de mouvements de grang®itude des protéines (basé sur
une approche mécanique et robotique du backbone), Jag&deiral. ont simulé la fermeture
de la protéase lors de I'arrimage d’un ligand [149].

En partant de la conformation ouverte 1TW?7 et des modes dé&jalés, nous avons appliqué 4
forces sur le€y des résidus lle50, 11e50°, Asp25 et Asp25’ en direction desnes d’oxygéne
d’un possible ligand a urée cyclique, comme le montre la &§guB6.
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FIG. 4.36 — A gauche, représentation de la protéase complegéaiaunhibiteur potentiel type,

contenant une urée cyclique (1HVR dans la Protein Data Ban#joite est présenté un zoom
sur le site actif ainsi que les quatre forces considérées knligand et les résidus Ile50, 1le50’,
Asp25 et Asp25’.

Bien entendu, de nombreuses autres forces interviennsndlodocking, mais il a été montré
que ces 4 forces peuvent suffire a décrire I'interaction danmmodele simplifié [149][341].

A l'aide des coordonnées de notre protéase en conformatieerte et du ligand correctement
orienté, les forces s’écrivent :

1.954 — 5821 —-10.273 — 6.263
Fr=| — 1958 |;R=| — 0362 |;R=| — 0936 yFa=| — 3.482
7.041 3.164 6.624 — 3.106

Ces forces sont appliquées respectivement s@Jekes résidus lle50, 11e50’, Asp25 et Asp25’

par I'opération suivante :

3 . 3 . 3 . 3 .
M{ = Z}mlijFlj + ijziszj + ijsistj + ij4ij|:4j
= I= I= I=

my, My, Mg etmy étant les matricesNBx 3 contenant les trois modes statiques correspondant a
chacun de€y.

On obtient ainsi le vecteur déformation corresponddftque I'on applique aux anciennes
coordonnées pour calculer la nouvelle conformation.

Le résultat est visible sur la figure 4.37 : nous obtenons emadture des volets de 2.6 A.

Cette application simple et directe des modes statiqussdairésager des applications cohé-
rentes au docking. Elle met en évidence le fait que les chmeges conformationnels, méme
de grande amplitude, peuvent étre décrits a I'aide des numldéformations spécifiques.
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FiG. 4.37 — Fermeture des volets obtenue par I'application adreuforces sur les £des
résidus lle50, 1le50’, Asp25 et Asp25’, en direction d’uthiiniteur potentiel a urée cyclique
(voir figure 4.36).

Notons que la figure 4.36 présente une déformation, unenerdapasser d’'une conformation
ouverte a une conformation fermée. Nous n’atteignons earacas une conformation fermée
a I'équilible. Le passage définitif vers un état stable ngitemit une seconde étape de mini-
misation de I'énergie. Dans cette optique, par itératiooealtype de procédure, il pourrait étre
envisagé d’explorer des chemins réactionnels.

4.4.5 Conclusion

Ce premier exemple macromoléculaire permet de valider h&memce et la puissance des
modes statiques. Grace a un calcul principal, nous avonsukgt un nombre important de
propriétés connues, obtenues au cours de ces 20 derniéxessgrar I'expérimentation ou le
calcul :

— l'existence de domaines principaux : les volets, le sitd,dinterface, les poches de

liaisons, qui communigquent entre eux

— l'influence des poches de liaison et de l'interface, notaminau niveau des extrémités
C-terminales, sur la stabilité du site actif

— I'existence d’un site allostérique au niveau du leviesagnt sur I'ouverture des volets
— limportance des interactions inter-monomeres au nivEswolets

— les différences de flexibilité au niveau de l'interfacerenés conformations ouverte et
fermée pour favoriser I'arrimage du ligand

— l'affaiblissement des réles mutuels d’'un monomeére surtt&en conformation ouverte

— la fermeture des volets provoquée par I'arrimage d’'umiiga
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4.5 Conclusions

Au cours de ce quatrieme chapitre, nous avons présentélesgres applications de la mé-
thode des Modes Statiques au cas de I'étude des propriétasimees de molécules uniques.

Nous avons montré qu’une fois les modes statiques calctigisakés, leur exploitation peut
étre facilement adaptée par I'utilisateur, a I'aide d’taytlus ou moins complexes, selon les pro-
priétés qu’il souhaite explorer. L'excitation optimisdesgstématique des atomes par exemple,
pour mesurer une réponse donnée, s’avere étre un moyee etefficace pour cartographier
des régions ayant une action a courte ou longue portée sarépbnse.

La variété des exemples que nous avons traités dans ceteertigntre tout d’abord I'étendue
et la diversité des applications potentielles de la métliedeModes Statiques. Par ailleurs, elle
nous a permis d’aborder différentes échelles et donc diftés problématiques des biomolé-
cules, d’'un point de vue neuf et original.

En premier lieu, le cas de la transition de phase du PNIPAM |'gtude des liaisons hydro-
géne inter-monomeres, a apporté de nouveaux élémentsrspottance des groupes isopro-
pyles dans le mécanisme d’ouverture des monoméres. Qésagiar I'identification des modes
les plus pertinents permettant I'activation ou I'inactiva du site actif, cet exemple peut étre
abordé comme celui d’un site allostérique, et trouver desicions expérimentales.

L'exploration des changements conformationnels des sudes acides nucléiques a tout
d’abord permis de retrouver des caractéristiqgues conmti@nc de valider la pertinence de
I'approche par Modes Statiques pour ce type d’étude. Erepl&trcas plus poussé des acides
nucléigues contraints a nécessité une confrontationtdickzs Modes Statiques a I'expérience.
Les résultats de notre travail ont non seulement converggles conclusions de travaux an-
térieurs sur la stabilité de duplex contenant des D-CNA smsartout apporté des éléments
d’explication sur le lien entre la structure atomique de€INA, la rigidification des sucres, et
son effet sur la stabilité des duplex. Nous avons ainsi pligaxgr dans quelle mesure les chan-
gements conformationnels peuvent étre décrits en termemdes de déformation spécifiques,
et apporter un éclairage nouveau sur la relation entre deginations locales des nucléotides
et des réarrangement globaux de duplex d’acides nucléiques

Enfin, le traitement de la protéase du VIH-1 a permis de prepos premier exemple de ma-
cromolécule : celui d’'une enzyme allostérique. Toujounsyree application optimisée et sys-
tématigue des contraintes, nous avons évalué quellesrsgggide la protéine peuvent avoir
une influence sur le mécanisme d’ouverture des volets, aurefhe stabilité du site actif. Cette
étape nous a permis de retrouver un nombre important dei@t@pconnues recensees par I'ex-
périence et le calcul. Nous avons également pu identifiésiosrsites allostériques comme des
cibles potentiellement accessibles. La méthode des Mdd#aquges, en caractérisant certains
comportements moléculaires, peut donc offrir la possébiie localiser de nouvelles régions
actives dans une optique de conception de médicaments.
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La compréhension et le traitement des interactions intamtet-moléculaires en biologie
représentent un enjeu majeur pour I'exploration et I'séition des biomolécules a des fins thé-
rapeutiques ou technologiques.

Ces derniéres années, nous faisons face a une masse deslexpé&ementales toujours plus
abondante qui vient nourrir des bases de données dontstidn par les chercheurs et in-
dustriels du monde entier est devenue quotidienne. Cepentkss données "statistiques" ne
permettent pas aujourd’hui de comprendre les mécanismeafioentaux d’interaction ou de
repliement des biomolécules, passage obligé de la misewameod’'une modélisation prédic-

tive.

Parallélement a I'essor des moyens de calcul, nous avoistéeas développement de multiples
algorithmes de modélisation des macromolécules. Néargnlaidifficulté de modéliser de tels
systémes est importante (notamment en raison de leurdaile la complexité des interactions
nécessaires pour les définir), si bien que ces mémes algasthrésentent certaines limites :

— soit ils tentent de tenir compte avec précision de la coxitgleles biomolécules et ne
peuvent étre utilisés pour un traitement a haut débit (ééesas par exemple de la dyna-
mique moléculaire qui apportent des informations au niv@amique, mais moyennant
des temps de calcul inaccessibles pour certains processdogiques)

— soitils comportent au contraire trop d’approximationsepeuvent refléter la réalité des
systemes dans son intégralité (c’est le cas des modes nomupadécrivent des mou-
vements collectifs d’atomes, et sont inadaptés au calcoi@es/ements anharmoniques)

Alors que la communauté s’accorde aujourd’hui sur I'impode d’intégrer la flexibilité bio-
moléculaire dans les algorithmes de calculs, les podgibiiemeurent actuellement limitées,
surtout lorsqu’il s’agit de macromolécules.

La méthode des Modes Statiques que nous avons développée etogs présentons dans
cette thése offre une alternative compétitive aux appmocitiisées jusqu’ici. Son originalté
est double :

— au niveau conceptuel, sa force réside dans le fait qu'edidutt par le calcul les ef-
fets "induced-fit" ou "main et gant" qui ont été proposés papliquer les interactions
entre biomolécules, au-dela du modéele "clé-serrure" poté la base des premiers algo-
rithmes de calcul. Ainsi, cette méthode peut étre adapti®ageusement a I'exploration
des propriétés mécaniques et biochimiques d’'une moléeulle,sou bien a une procé-
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dure de docking. Elle permettra certainement de mieux &egmder les interactions au
sens mécanistique.

— au niveau du calcul, les modes statiques sont pré-caletit#ganisés au sein d’'une base
de données qui peut étre ensuite utilisée pour générer dasraddions sur les édifices
moléculaires avec une grande efficacité.

Plus précisément, la méthode des Modes Statiques permetuidre en compte la flexibilité
totale du systeme, d’étudier les changements conforntaglerau travers des déplacements
atomiques. L'objectif est d’obtenir, en un calcul, 'end#endes déformations d’'une molécule
en réponse a l'excitation systématique de tous les atonmestdates les directions.

Pour ce faire, on s’appuie sur la matrice Hessienne d’unmdliécule, son calcul renferme
'ensemble des informations relatives aux interactionsamoléculaires. Par ailleurs, chaque
mode statique calculé traduit I'effet d’'une excitationesrie, c’est-a-dire d’'une interaction
inter-moléculaire, et représente un champ de déformatisocé a la molécule. Notre méthode
convient donc parfaitement a un calcul ultérieur de docking

L'algorithme qui sous-tend le calcul des Modes Statiquesteposant sur I'inversion de la
matrice Hessienne, reste simple et efficace. Il offre un daitemps important, en fournissant
et en stockant dans la matrice des déformations, I'ensetielslenodes statiques de la molécule
en un seul calcul. Cette matrice peut alors étre réutilisédanté, pour explorer la flexibilité et
les propriétés de la molécule unique, ou pour étre intégrgemocessus de docking.

Cette thése a permis de développer un code : Flexible, eappliquer a des calculs préli-
minaires ou plus aboutis sur diverses molécules d’intécdbgique.

Les premiers calculs ont porté sur de courtes séquencedythegye : un dimére et un tétramere

de NIPAM. L'intérét de traiter cette molécule était d'unetpsa taille, permettant de nombreux

calculs "tests" et I'exploration de mécanismes au niveamaiue. D’autre part, elle présentait

un certain nombre de propriétés connues et utilisées paedbsiologies actuelles, relatives

notamment a des changements de conformation et d’hyanatdbus avons considéré le site

d’hydratation comme un site actif, et optimisé les contesra appliquer a la molécule pour

explorer les mécanismes d’activation/inactivation deitge Blous avons ainsi pu mettre en évi-

dence le réle prépondérant des terminaisons isopropylesrti&ins monomeres des molécules
considérées. Nous voyons ici, un premier exemple de I'dges modes statiques a la compreé-
hension de mécanismes moléculaires fins et pensons popyairtar de nouvelles orientations

a I'expérimentateur, comme ici, une nouvelle voie pourrivgair dans la transition de phase

naturelle du PNIPAM.

Notre travail s’est ensuite axé sur la flexibilité du sucre deides nucléiques. Dans une pre-
miére partie, nous nous sommes intéresseés aux modificatiorgurales du sucre d’un nu-
cléotide en simple et double brin afin d’'identifier les diégces de flexibilité et d’émettre des
hypothéses sur leurs origines. Cette étape nous a permésrdaver des propriétés de base du
sucre, telles que sa rigidification en conformation sud dardgouble brin d’ADN B, mais aussi
d’établir un lien entre le réarrangement du "backbone" A®N et les changements confor-
mationnels du sucre. Dans ce méme axe d’étude, nous avolesnéga appliqué la méthode
des Modes Statiques au cas de nucléotides modifiés. Nous puaonfronter directement nos
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résultats a des mesures récentes de la stabilité thermégihepdiex comportant des CNA. Nous
avons effectivement retrouvé que des modificatiarmsgf ; f=t) entrainent un gain de stabi-
lité des duplex, et ce davantage dans le cas de duplex d’ABNdgus celui d’hétéroduplex
ADN:ARN, ce qui confirme les capacités prédictives des matiasques. Nous avons égale-
ment pu confirmer I'hypothése selon laquelle la rigidifioatdu sucre 5’ en conformation sud
expliquerait le faible gain de stabilité dans les hétéréebupDN:ARN. En effet, I'exploitation
des modes statiques calculés a montré que les sites salfi@itorisant la transition nord/sud du
sucre se trouvent immobilisés dans le cycle dioxaphospane créé lors de la synthése des D-
CNA. De tels calculs peuvent éclairer le lien entre les modifons locales et a grande échelle
des acides nucléiques. Par ailleurs, on peut imaginer eablagrobleme a I'envers : les modes
statiques auraient pu indiquer ou modifier chimiquemenatkbone pour rigidifier le sucre.

Enfin, nous sommes passés a un premier cas de macromoléeugléé&ude de la protéase
du VIH-1. Déja largement traitée comme cible thérapeutioqueis avons recueilli un grand
nombre de ses propriétés établies par le calcul ou I'expégiees 20 dernieres années. Par le
méme type de calculs que précédemment, nous avons retrengérhble de ces propriétés,
portant notamment sur les mécanismes d’accessibilitétaicatalytique, I'existence de sites
allostériques, la corrélation inter-monomeres, ou enlzoséabilité du site actif et la réponse de
la molécule a I'arrivée d’un ligand. Ces derniers calculsp@senté I'avantage de fournir des
éléments de validation solides pour l'utilisation de I'apghe des Modes Statiques. En outre,
avec le calcul des pincements, nous avons pu fournir desgg&smovateurs de cartographie
de la molécule a des fins de conception de médicaments naumitaithes, qui commencent a
trouver leurs premieres applications.

Les Modes Statiques ont été proposés a des fins d’intégmdide flexibilité dans les pro-
cédures de docking. Une premiere perspective de dévelappesst donc un algorithme de
docking faisant appel aux modes statiques. Cette étapa esties. Par ailleurs, des efforts res-
tent & mener sur I'optimisation du code, ce qui est en cowseétent. Enfin, nous prévoyons
d’inclure les effets des termes non-linéaires dans la®eractuelle du code, qui se place pour
le moment dans I'approximation harmonique.

Nous avons décrit une nouvelle méthode que nous pensongfeaise pour de multiples et di-
verses applications, de la biologie structurale a la caimmede médicaments, en passant par des
technologies émergentes de pointe, telles que les naechimlogies. Nous avons présenté des
exemples préliminaires qui, sur la base de validationstoaus permis d’apporter des éléments
nouveaux de compréhension des mécanismes moléculairesll®ars, ils nous ont permis de
démontrer les capacités prédictives des modes statigieaplditation des modes statiques a
nécessité la mise en place d’un certain nombre d’outils eeitoptimisation des forces ou les
pincements d’atomes. Ce type d’outils peut bien entendudgveloppé et adapté par I'utilisa-
teur selon les mécanismes qu'’il cherche a observer. Lateatés outils possiblement existants
refléte la diversité des mécanismes moléculaires d’int&€bbjets biologiques.
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Annexe A

Structure des peptides et des proteines

A.1 Introduction

Les peptides sont des chaines d’acides aminés reliés entneae liaison peptidique. On
parle de protéine lorsque la taille d’'un telle chaine dépas®e centaine d’acides aminés.
Leur découverte remonte a 1835, lorsque le chimiste Gerkatder identifie dans le blanc
d’oeuf une substance constituée essentiellement d’atdmearbone, d’oxygéne, d’hydrogene
et d’azote, mais aussi de phosphore et de soufre. || monaierdgnt que cette substance se
retrouve dans tous les tissus vivants, propriété qui lufe@nson nom, tiré du gregprotos:
premier, essentiel.

Depuis, I'étude des protéines a largement montré leur gafin dans tous les processus cellu-
laires (structure, transport, communication, métabadisimmunité...). On sait également que
leur fonction est étroitement liée a leur conformation quitient les informations nécessaires
pour initier, mener et réguler I'activité protéique. Panséquent, un repliement anormal de la
protéine peut avoir des conséquences néfastes, telles daégdloppement de maladies confor-
mationnelles (Creutzfeld-Jacob...).

A.2 Différents niveaux de description

La structure des protéines, bien que constituées de bréesgentaires répétées, nécessite
plusieurs niveaux de description en raison de la compleegéinteractions qui interviennent.

A.2.1 Structure primaire

La structure primaire est la structure chimique, c’esira-th séquence d’acides aminés,
unités de base des protéines. Chaque acide aminé estweémtib carbon€, asymétrique (a
I'exception de la glycine) portant deux groupes fonctidanen groupe carboxyle et un groupe
amine (dont I'état d’'ionisation dépend du pH du milieu),saiqu’un radical propre a I'acide
aminé €f Fig.A.1).
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La nature de ce radical permet de classer les acides aminifaeants groupes qui influencent
le repliement de la séquence : on peut citer les acides amorépolaires (hydrophobes), po-
laires (hydrophiles), chargés positivement, chargéstivegaent.

Groupe Groupe

Amine Carboxyle
“TH! H 0 )
S |
'H—N-+—Co.— C—OH
e | ) |\ _____

\
\B/\Radlcal

(chaine latérale)

FIG. A.1 — Composition chimique d’'un acide aminé.

L'assemblage des acides aminés se fait par une liaisonestealite peptidique entre le groupe
carboxyle d’'un acide aminé et le groupe amine du suivantneetillustre la figure Fig.A.2.
Par convention, la chaine commence du c6té de I'extrémdatayn groupe amine libre, dite
N-terminale, et se termine a I'extrémité ayant un groupb@ayle libre, dite C-terminale.

®o y®
: © 7 o—pHNlé—E—C—CO*'HO
4 c !

RJ R
H
N—C—C + N—C—C
|
ATR@ T T T e

FIG. A.2 — Formation d’une liaison peptidique entre deux acetemes.

A.2.2 Structure secondaire

Une protéine ne se présente pas sous la simple forme dépdayee séquence. Elle est
au contraire compacte, reployée dans une structure natisaaionnelle, imposée par des in-
teractions intramoléculaires (facilitées par la strugfotimaire) et environnementales (solvant,
pH...).

La structure secondaire a été décrite en 1951 par Linusri@a[8i75][376]. Elle résulte de
I'organisation spatiale d’'une séquence d’acides aminémtpragissent entre eux, provoquant
des repliements locaux caractéristiques et énergétiquifamrables.

De tels repliements sont a la fois rendus possibles et knps# les capacités de torsion de
la chaine principale autour de deux axds - Cy et Cy — C. Ces torsions sont décrites par
deux anglesp et Y tels que le montre la figure Fig.A.3. En excluant les configgong non
permises du fait de I'encombrement stérique, un grand nemdconformations reste possible
par des rotations libres autour des liaisons covalentes @ddine du squelette ; cependant,
seules quelques unes ont une signification biologique.
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H/ H/

S o / C\é . SO
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ey

FIG. A.3 — Angles de torsio et W, caractéristiques d’'une liaison peptidique.

Il en existe principalement deux structures secondairespaformations locales du squelette
[368]: les héliceslphaet les feuilletsbeta conséquences de différents échaffaudages de liai-
sons hydrogéne se créant entre les groupements amide (tNB)b®nyle (-CO) du squelette
peptidique.

— I'hélice a est un repliement hélicoidal périodique di a des liaisorsdgene établies
entre le groupement carbonyle d’un résidet le groupement amide d’un résidu- 4.
En moyenne, un tour d’hélice contient 3,6 résidus et mesbeerim. Le coeur de I'hélice
est trés compact, et renforcé par des interactions de vawalals a travers I'hélice, les
résidus sont rejetés a I'extérieur.

N—oH ] H
R, ! ¥ 7
= N
0 -'Hc
1
H—N / C’"""_ﬁ _]
Nt L
Wi X
o e
i ]
/ o =

FIG. A.4 — Représentation d’'un hélice

— le feuillet 3 est stabilisé par le plus grand nombre de liaisons hydrogéssible entre
les atomes d’hydrogene de 'azote et les atomes d’oxygamenges des séquences de
polypeptides adjacents les uns aux autres. lIs sont digdl@las ou antiparalléles selon la
direction des chaines.

Le reste des acides aminés se trouve dans des régions descdadmucles ou de structures
irrégulieres.
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FIG. A.5 — Représentation d’'un feuill@t

A.2.3 Structure tertiaire

La structure tertiaire décrit le repliement dans I'espagdadchaine polypeptidique [374].
Elle est stabilisée par :

— des liaisons hydrogéne, notamment entre les groupemaaisgs et les molécules d’eau,
mais aussi entre les résidus aminoacyls entre eux

— des interactions hydrophobes mettant en jeu des chai@eslés non polaires

— des interactions électrostatiques (ponts salins) quirsesnt entre des groupes de charges
opposées

— des interactions des van der Waals
A.2.4 Structure quaternaire
La structure quaternaire résulte de plusieurs séquencgsques sous forme d’'un ensemble

de sous-unités (monomeres), associées entre elles paaidess non covalentes, les liaisons
hydrophobes étant prépondérantes.

A.3 Acides aminés

On peut classer les acides aminés, en fonction de leur cleérale, par groupes polaires,
non polaires, chargés et non chargés. Le tableau A.1 ré@as®d acides aminés les plus répan-
dus.
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Sérine Thréonine Asparagine Glutamine
(S. Ser} (T, Thr) (N, Asn) (Q Gln)
coo™ coo Coo” coo"
1 1 I I
*Hy,n-;t;_n *Hs"-;lg-u +H3N-|;l;-H "I'I;;N—?—H
CH30H !I:HOH CHp CH3
I I
CHy Fa CHy
HaN O {l:
Pl
HaN L=
Hydroxyl- Amido-
Acide glutamique Acide aspartique Lysine Arginine Histidine
(€, Glu) (8, Asp) (K, Lys) (R, Arg) (H. His)
1
"Hgﬂ.—(T:—H 'H:;H—CI:—H *Ht,u—:i:—H “Iﬁu—(l:—H *ﬁsu—?—t-t
CHa CHz CHy CHz CHa
I 1 1 | I
CH2 coor CHz CHg C-NH
I 1 [ T
COoor CHz CHy ”
1 J C-N*
CHa MNH H H
[ 1 &
Hah + € = NHy
Négativement ,.I,Hi, Positiverment
Méthionine Cystéine Tryptophane Phénylalanine Tyrosine
(M, Met) {C, Cys) (W, Trp) (F, Phe) (Y, Tyr)
1
*HaN—=C—H *HaN—=C—H '|.|5Na..é__|-| *HaN=C —H ’H:M—é-ﬁ
! ! [ [ 1
‘-F'v"‘z ‘:I:Hz CHz CHyp CHg
1
?“2 SH C=CH
? \NH
CHa OH
Contenant du soufre Aromatiques
Alanine Valine Leucine Isoleucine Proline
(A, Ala) (v, val) (L, Leu) (1, lie) (P, Pro)
‘]300' {I:'-DO" '?OQ' ?DD’ ?OO'
.HSN"":?"“H .HGN""? -H ‘|-_|3N.._¢I;,_..H ‘Haﬂ...:c..u }w....;l;..ﬂ
CH» CH CHg HC « CH3 HaC CHa
P i ~ cf-é
CHy CHa CH CEHQ
Aliphatiques CHy CH3 CH3

Polaires
et non-chargés

Polaires
et chargés

Non-polaires

Non-polaires

TAB. A.1 — Tableau récapitulatif des 20 acides aminés.
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Annexe B

Structure des acides nucléiques

B.1 Historique

En 1866, les travaux du moine et botaniste Gregor Mendelstridation des végétaux lui
permettent d’établir les premieres considérations suralasmission héréditaire de caracteres
physiques dans un article qui passe alors inapercu [384]c&eclusions selon lesquelles les
caracteéristiques héréditaires sont contenues en doutdectiaque étre vivant (alléles) et qu'une
seule des deux est transmise au descendant par chaqueseaoehtependant reprises au début
du XXeme siéecle sous le nom des "lois de Mendel", constitigaritases de la génétique.

Mais quel est donc le support de I'hérédité ?

Sa découverte remonte en 1869, lorsque Friedrish Miesharant alors des travaux sur le
noyau des cellules, isole pour la premiére fois une substégs riche en phosphore qu'il
baptise "nucléine" sans pour autant déterminer son rélg][&ans le savoir, F. Miesher vient
de découvrir le support de I'information génétique.

En 1889, Richard Altmann parvient, a partir de la nucléinggarer des protéines d’'une sub-
stance acide qu'il baptise "acide nucléique" [377]. Paulges Albrecht Kossel, avec l'aide de
Levene et Jacobs [383] décrit I'acide nucléique comme uite sé@quentielle d’'unités compo-
sées chacune d’'un phosphate, d’'un sucre et d'une base atidéatifie cinq bases azotées :
la guanine (notée G par la suite) en 1882, 'adénine (A) er61B8thymine (T) en 1893, la
cytosine (C) en 1894 et 'uracile (U) en 1900. D’autre pdrdécrit deux types d’acides nu-
cléiques se distinguant par leurs oses, identifiés par leegedacobs : le ribose en 1908 et le
désoxyribose en 1929, qui conferent respectivement leor &adlacide ribonucléique (ARN)
et I'acide désoxyribonucléique (ADN). Il obtient le prix Nel de physiologie ou médecine en
1910 pour "sa contribution a la connaissance de la chimia dellule et en particulier pour ses
travaux sur les protéines et les substances nucléiques".

Il faudra attendre 1944 pour que Oswald T. Avery, Colin Maud.et Maclyn McCarty [378]
suggerent que I’ADN puisse fonctionner comme support duér@tgénétique, une théorie
confirmée en 1952 par Alfred Hershey et Martha Chase gracera teavaux sur l'infection
d’une cellule par un virus [382].
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Annexe B. Structure des acides nucléiques

Quant a la structure de I'ADN, une premiere hypothése esse&m 1943 par William Ast-
burry qui la décrit, grace a ses expériences par diffraafi®mayons X, comme réguliére et
périodique, "like a pile of pennies". En 1953, Rosalind kfsnet Maurice Wilkins réalisent
le cliché d’'une molécule d’ADN par diffraction de rayons Xg(fB.1) qui permet d’établir la
structure hélicoidale de I’ADN [388]. C’est en se basantstire découverte, ainsi que sur celle
de Erwin Ghargaff sur la complémentarité des bases (il re@ntrl 950 que le rapport A+T/C+G
est variable selon les especes, mais constant entre medibnesméme espéce et que les rap-
ports C/G et A/T sont toujours égaux a 1 [379]) que James WadsErancis Crick présentent
le modele en double hélice de 'ADN en 1953 [386]. lIs recetren 1962 le prix Nobel de
médecine pour cette découverte qui est a la base de la coemgiéh du code génétique, des
mécanismes de traduction, de réplication...

FiG. B.1 — Cliché d’une molécule d’ADN par diffraction de rayoKsréalisé par Rosalind
Franklin au King's College de Londres en 1953. Il confirmeum& molécule d’ADN forme
une hélice d’'un diameétre de 2 nm et d’'un pas de 3.4 nm.

B.2 Structure

Les acides nucléiques sont donc des polymeres de nucle@@ié@][387]. Il en existe deux
types : 'ADN, support de I'information génétique, et '’ARNecteur de I'expression de cette
information jusqu’a la synthése des protéines.

Chaque nucléotide est constitué d’un groupe phosphate sticre et d’'une base azotée :

— le groupement phosphagst entierement ionisé au pH physiologique

— le sucreest un pentose, plus précisément un furanose, cycle condgogg@atre atomes
de carbone et d’'un atome d’oxygene. Il n’est pas plan et paoptar des conforma-
tions particulieres impliquant des modifications a grandeele dans la structure des
acides nucléiques. Le sucre est une des deux différenaasgelgs existant entre ’ADN
et 'ARN : le premier contient un désoxyribose et le secondibase, comportant res-
pectivement un hydrogéne (H) ou un groupe hydroxyle (OH) @sitijpn 2’ comme le
montre la figure Fig.B.2.
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B.2. Structure

5' o 5 o
HOCH HOCH
1' OH 1' OH
4'C C/ 4'C C/
I—‘| \H | \H

FIG. B.2 — Structures du ribose et du désoxyribose.

— les bases azotées ou nucléiqaent de deux types comme le montre la figure Fig.B.3: les
bases puriques (adénine et guanine ) et les bases pyriregdjgytosine et thymine). No-
tons que dans I'ARN, l'uracile se substitue a la thyminestla seconde différence chi-
migue entre ADN et ARN. Complémentaires, elles peuvenisapr deux a deux : 'adé-
nine avec la thymine (dans I’ADN) ou l'uracile (dans 'ARN)I'aide de deux liaisons
hydrogene et la guanine avec la cytosine a l'aide de trasolies hydrogéne (Fig.B.4).

3

]
1N/ N? 5 /j 3
I Cy
N ﬁa 6 HN’Jz
1

Purines
— A — Pwnes

H;N o —
NH, 0 o)

N \\N) N '}H\

P = P S B B

N N N/&O N/&O N/J*o
H H H

Adénine (A) Guanine (G) Cytosine (C)  Thymine (T)  Uracile (U)

FiG. B.3 — Composition chimique des bases puriques et pyrimetq

3 squelette sucre phosphate 5'

Y N (
T H (o]
S Gy \H \N/k

N~ o 0
HIN ,N" 5 H N\H
e T s
NN S
L Ny
N NN
5 3

squelette sucre phosphate

FIG. B.4 — Appariement des bases par liaisons hydrogene.
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Annexe B. Structure des acides nucléiques

Un sucre et une base, liés par une liaison covalente N-ghligoe impliquant le carbone C1’
de l'ose et 'azote N1 de la pyrimidine ou N9 de la purine, ferun nucléoside. Ce nucléoside
lui-méme lié par liaison covalente phosphoester avec unpgrghosphate sur le carbone C5’
du pentose constitue un nucléotide, ou nucléoside monpphates.

Ainsi, 'enchainement des nucléosides liés les uns aueswtar liaison phosphodiester - le
groupe phosphate se liant au carbone C5’ du sucre du prentkfaside et au carbone C3’ du
sucre du nucléoside suivant - confere aux acides nucléignestructure séquentielle dont la
brique unitaire est un 3',5’-nucléotide (Fig.B.5).

C4 lpurines)
C2(pyrimidines)

Nucléotide

FiG. B.5 — Structure d’une chaine d’acide nucléique. A drogealisation des angles de torsion
du backbone da a{. Source Springer-Verlafg60].

B.3 Configuration

ADN et ARN ne difféerent donc chimiquement que par leur sudrare base azotée. On
trouve cependant ’ADN sous la forme d’'une hélice doubla & '’ARN généralement en
simple brin. Si une double hélice d’ARN se forme, c’est saugr le repliement d’'un simple
brin sur lui-méme. Néanmoins, les singularités chimigquesARN ne lui 6tent pas sa faculté
de former une double hélice. On le trouve d’ailleurs danteocainfiguration en formant une
hélice complémentaire avec une hélice d’ADN.

La structure en double hélice se forme par I'appariementedx déquences complémentaires
et antiparalléles via des liaisons hydrogene se formang &g bases. La stabilité thermodyna-
migue de I'hélice est due a ces liaisons hydrogéne, mais aussnteractions de stacking (ou
empilement) entre les bases. Ces forces sont développéetadzartie 1.3.

Il existe principalement trois formes de doubles hélicess:formes B et A dans lesquelles
I’hélice tourne a droite et la forme Z dans laquelle I'hélioarne a gauche [381], [44]. Leurs
caractéristiques sont résumées dans le tableau B.1.
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B.3. Configuration

— la forme Best la forme la plus répandue de ’ADN. L'axe de I'hélice estgendiculaire
au plan des bases et centré sur celles-ci. En moyenne, chagj@st de 3.4 nm, soit 10,4
paires de bases (pb) avec une rotation de 34.6° entre chacuse Elle présente un petit
sillon et un grand sillon avec lequel peuvent s’opérer dessactions avec les protéines
qui se lient a des séquences spécifiques d’ADN.

— la forme Aest celle de 'ARN double brin et des duplex ADN-ARN appasai#t lors de
la transcription (’ADN passe alors de la forme B vers la ferf pour se lier a 'ARN
qui est de type A, les groupes 2’-hydroxyles empéchant péida de la forme B). Le
type A est plus compact que le B (11 paires de bases par tearhdses sont inclinées
par rapport a 'axe de I'hélice. Le grand sillon est peu asit#s, plus profond, avec des
bases enfouies sous les groupements phosphate. Le petitesit superficiel.

— laforme Ztire son nom de la disposition ergzagdu squelette sucre-phosphate. LADN-
Z serait une forme transitoire de I’ADN B vivo, favorisée par I'alternance de purines et
de pyrimidines. L'hélice présente 12 paires de bases paritmlinées par rapport a I'axe
de I'hélice. Elle posséde un seul sillon profond.

Quelques caractéristiques de I’ADN-B ainsi que les stmestuespectives des formes A, B et Z
sont représentées sur la figure Fig.B.6. Un récapitulasiiiférences structurales des ADN-A,
B et Z est présenté dans le tableau B.1.

Grand sillon

Petit sillon

FIG. B.6 — A gauche : représentation schématique d’'une doubteldBADN. A droite : struc-
tures des formes A, B et Z respectivement.
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Annexe B. Structure des acides nucléiques

A B Z
pb/tour 11 10 12
rotation/pb 33.6° | 35.9° | -30°
inclinaison des pb| +19° | -1.2° -9°
paspartour |24.6A[43.2A]356A
diametre de I'hélicg 25.5A | 13.7A| 18.4 A

TAB. B.1 — Comparaison de quelques caractéristiques striesudas formes A, B et Source

Sciencd380].

B.4 Reécapitulatif des bases, nucléosides et nucléotides

B.4.1 Purines

Le tableau B.2 présente les bases puriques et leurs dérivés.

Base nucléique  Nucléoside Désoxynucléoside Nucléotide Désoxynucléotide
H,N H,N HN H,N
N =N N =N . =N N <N
N 1§ ) N/> 1§ ) N/) i q \ N/> 0 { \ N/)
N =N HO ° N HO ° N HO —FJ'i—O . N HO—FI’_—O o N
oY o) o o
H OHOH OH OH OH OH

Adénine

Adénosine A

Désoxyadénosine dA

Adénosine monophosphate AMP

Désoxyadénosine monophosphate dA

0]
N_X%TNH
QN \ N/)\NH2
H

Guanine

HO

0
N‘ﬁ\NH
QN \ N/)\NH2

6

OHOH

Guanosine G

HO

0
N{\r}H\
\ 7/ ~NH,
L
o

OH

Désoxyguanosine dG

HO—ﬁ’—O
o

0
N‘Q\N)H\

0 1\ /N,

QN
0

OHOH

Guanosine monophosphate GMP

0
N NH

ﬁ 4 \ N/)\NH2

|

HO-P-0 N
o 0

OH

Désoxyguanosine monophosphate dG

TAB. B.2 — Tableau récapitulatif des bases puriques et de lemnpasés.
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B.4. Récapitulatif des bases, nucléosides et nucléotides

B.4.2 Pyrimidines

Le tableau B.3 présente les bases pyrimidiques et leungddéri

p

Base nucléique  Nucléoside Désoxynucléosidé  Nucléotide Désoxynucléotide
O o 0 0
\fk NH \fj\ NH o B o o
O
1] 1]
HO NAO HO NAO HO—I?—O N’&o HO—ﬁ’—O N/&O
| /ILH EO? ;OJ 5 Lo & %o;
N (e}
H OHOH OH OHOH OH
Thymine Ribothymidine T Désoxythymidine dT Thymidine monophosphate TMP | Désoxythymidine monophosphate dTM
(@] O o] 0
fk NH fk NH o | NH 0 | NH
O
1] 1]
HO NAO HO‘l NAO HO—I?—O N’&o HO—I|°—O N/&O
N (6]
H OHOH OH OHOH OH
Uracile Uridine U Désoxyuridine dU Uridine monophosphate UMP Désoxyuridine monophosphate dUMP
NH, NH, NH, NH,
» » ¥ )
NH, 0 o]
1] ||
Q HO N/&O HO NAO HO-P-0 NAO HO—P-0 N/&O
| /L o Eo; o 0 o 0
N o
H OHOH OH OHOH OH
Cytosine Cytidine C Désoxycythidine dC Cytidine monophosphate CMP Désoxycythidine monophosphate dCM

TAB. B.3 — Tableau récapitulatif des bases pyrimidiques et aies leomposés.
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Annexe C

L es modes normaux

C.1 Principe

Il est possible de décomposer le mouvement compliqué etrampaent désordonné d’un
systeme de points matériels en mouvements plus simplesipgosant que ces mouvements
sont de petite amplitude. A chaque instant, la position diiesye de points est donnée par
la somme géométrique des positions qu’aurait le systerétsit seulement soumis a des
mouvements élémentaires.

Ces mouvements élémentaires sont nommés modes normaubrdiori, ou modes propres.
lIs sont indépendants les uns des autres et traduisentbestions spontanées du systéme.
Dans le cas d’'une molécule, si elle arrive a vibrer dans uredermdes (ce qui est impossible
pendant longtemps en raison des collisions moléculaigs)ree autre vibration n’est excitée
sans perturbation extérieure et elle continue a vibrer damsode. Dans chaque mode normal,
les atomes vibrent en phase et avec la méme fréquence. dgiénetale du systeme peut
s’écrire comme la somme de I'énergie de chacun des modesangrexcités. Chaque mode
normal a sa fréquence d’excitation propre.

L'analyse des modes normaux est actuellement un outil ddileeéon pour étudier les
mouvements collectifs des atomes d’'un systéme placé danapproximation harmonique :
chaque atome est soumis a des vibrations de faible amphiutder de sa position d’équilibre.
Si les oscillateurs sont en interaction assez importdstepnt animés de mouvements collectifs
caractérisés comme un couplage d’oscillateurs harmosiqdépendants.

Dans le cas d’une molécule polyatomique non linéairéldgomes, chaque atome a 3 degrés
de liberté car il peut se déplacer indépendamment selomnldEs trois axes. La molécule dans
son ensemble compte dond 8egrés de liberté. Parmi ceN 8egrés de liberté, 3 correspondent
aune translation de la molécule entiere le long des trois eixieois correspondent a une rotation
de la molécule autour de chacun des axes. Ceci laldse@degrés de liberté de vibration et
autant de modes normaux de vibration. Une molécule liné&ére possede queNB—5 car elle

a seulement 2 degrés de liberté de rotation (on ne tient papteale la rotation autour de I'axe
internucléaire).
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Annexe C. Les modes normaux

FiG. C.1 — Schéma d'un systeme de points matériels représamfgsséeion d’équilibrerg et
déplacés vers une positionLeur mouvement est associé a celui d’un oscillateur hargouen
représenté par un ressort de constante de raldeur

C.2 Calcul des modes propres

Considérons une molécule Neatomes. Dans ce cas, ses équations de mouvements dans un
potentiel harmonique sont données par :

M.i"'= —K.(r —ro) (C.1)

ou M est une matrice diagonal®&3< 3N contenant les masses des atorkesst la matrice des
constantes de raideur|a position etrg la position a I'équilibre. Ces équations sont caractéris-
tiques d’un oscillateur harmonique tridimensionnel. 8nlintroduit des grandeurs normées par
rapport aux masses :

P =+v/M.r
o =+v/M.rg
K =M “KJM

les équations du mouvements C.1 peuvent s’écrire :
F=K.(F—r) (C.2)
Les solutions du systéeme d’équations C.2 sont de la forme :
f(t)=ro+Acodwt+¢&) i=1,...3N

ou ; est un facteur de phase arbitraireugtet A; sont les solutions de I'équation aux valeurs
propres :
KA = WA

w est la fréequence de vibratioA;, son amplitude, indique jusqu’ou on peut déformer dans la
direction du mode normal correspondant, cette grandeuelkesive a I'énergie nécessaire pour
déformer.

Lors de l'analyse par modes normaux, les six premiéres kaleopres (correspondant aux
6 mouvements de corps rigide de transalation et de rotason) nulles : ces mouvements
ne requierent pas d’énergies. Les modes dits de plus bassgierutilisés lors de I'analyse
vibrationnelle des biomolécules sont les premiers mod&setgie non nulle.
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Annexe D

Résolution de systemes linéaires : méthode
de Gauss-Seidel

D.1 Position du probleme

La résolution de systemes linéaires par des méthodeseahrdépend en particulier de la
capacité du calculateur. Au dela d’'un certain nombre d’&8gna a un certain nombre d’incon-
nues, les méthodes directes deviennent inappropriées@malors avoir recours aux méthodes
itératives qui permettent de converger vers la solutionydtesne, a une erreur donnée pres.

Nous décrivons dans cette annexe la méthode de Gauss;$gidébut comme la méthode de
Jacobi [290], est basée sur une décomposition additive tlécaa

Pour ce faire, nous résolvons le systéneX = B, ouA est une matrice inversible, en construi-
sant une suite de vecteufse R, ol X = [xl...xn]T. Le vecteur optimal est généralement
obtenu aprés un certain nombre d’itérations lorsqu’onrdttene précision souhaité&eappelée
€également critéere d’arrét.

D.2 Principe

D.2.1 Ecriture du systeme

Les méthodes itératives consistent a utiliser un vectatialix® = [x9...x¢] " afin de produire
une suite de vecteurs du type :

K+l _ gk (k=1 k-1
X =F (xl - Xn )

Le systemeA- X = B ou A est une matrice carrée d’ordngpeut s’écrire sous une autre forme
identique(M —N) - X = B en décomposam{ =M — N.
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Annexe D. Résolution de systemes linéaires : méthode desamidel

A l'aide d’un vecteur initialX° et de cette décomposition, on peut donc générer une suite de |
facon suivante :

Xt=M"1.N-X°+M~1.B

X?=M"1.N-Xxt+mM-1.B

xk+1:Mfl.N_xk+M71_B

Cette suite est représentée par la relation itérative stéva
Xkl —1xkt1v

ouT=M1.Netv=M"1.B.

Cependant, nous ne pouvons pas savoir si le vecteur estidigdgevers la solution optimale
si un critere de convergence n’est pas défini. Pour cela, atewed’erreur est établi par la
relation :

ek yk _ye —T.gk1

Autrement dit, la convergence existe si I'erreur tend vdos€u’on se rapproche de la solution
optimale :
X* ~ XKsi lime<=0
k—1

Remarque : La convergence se produit lorsque le résidu ou la précisiaeste inférieur a
k—1
et

D.2.2 Décomposition de la matriceA

La décomposition de la matriok est nécessaire pour assurer la convergence de la méthode.
Nous créons trois matricés, L,U, telles queA=D — L —U.

D est une matrice diagonale :

[ ai1 0 0
o . . 0
D= A
o . - 0
| 0 0 ann
L est une matrice inférieure :
[0 0 0]
a1 0

L= : 0

| an1 .- ann-1 0
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D.3. Méthode de Gauss-Seidel

U est une matrice supérieure :

e a2 ... ... ain
U= 0o -

0 . " &n1in

0 o 0 |

D.3 Meéthode de Gauss-Seidel

D.3.1 Description de la méthode

La méthode de Gauss-Seidel est une des méthodes itéragivestfant de résoudre ce type de
systeme.

OnposeA=M —NouM =D —L etN =U. Dans ces conditions :
T=D-L) tu.x**=Tmp-L)tux+D-L)tB
On peut donc écrire le systeme X = B sous la forme itérative suivante :
(D—L)- XK1=y .xXk4+Bsoitxk*=(D-L)t.U-xk+D-L)!.B

Remarque : Les pivotsg; j doivent étre non nuls. Dans le cas contraire il suffit d'inégtir les
lignes pour remplir la condition nécessaire.

D.3.2 Condition d’arrét

On noter un vecteur résidu tel qu& = b— A- XK, de sorte que le critére d’arrét soit :

k
H < € avece choisi petit (D.1)

Une autre technique consiste a utiliser un autre test d’lba®e sur :

X=X
— o <

> (D2)
X4

Lorsque I'optimum est voisin de 0, on se contente du critéag @ suivant :

Hx"—xHH <t (D.3)
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Annexe D. Résolution de systemes linéaires : méthode desamidel

D.3.3 Algorithme

On choisit un vecteur initiak® et un critére d’arré¢, et on crée :

— Davecd; j = a; |

— Lavec: o
lij = —a; pouri>j
lij=0 pouri < |

— U avec:

Uij = —aj pouri<]j
Ui j=0 pouri > |
Enfin, tant que les conditions (D.1), (D.2) et (D.3) sontfé&s, on calculek =B —A- XK et

Xkl -y t.u-xk+D-L)t-B

Remarque : Cette méthode présente deux avantages : une convergeide tag d’abord, et
par ailleurs, une économie de stockage. En effet, elle nessée pas l'introduction de valeurs
additionnelles poukK, puisque chaque nouvelle valexf+! trouvée remplace directemexk
dans la suite de l'itération.
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Nouvelle approche méthodologique pour la prise en compte da flexibilité dans les inter-
actions entre molécules biologiques : Les Modes Statiques

Résumeé

La connaissance des propriétés structurales et physiotegres des biomolécules passe par
une compréhension fine des interactions intra et inter-catd@es. L'abondance des données
et les enjeux socio-économiques nécessitent la mise ea géamoyens d’analyse a haut débit,
tels que la recherchia silico. Les algorithmes développés demeurent cependant petasatis
sants pour le traitement de la flexibilité conformationaelés macromolécules.

Nous proposons dans cette thése une nouvelle méthode, tssNitatiques, afin d’obtenir un
algorithme prenant en compte la flexibilité totale du syste@ette approche, fondée sur le
concept de déformations induites entre deux macromolg@umenteraction, vise a déterminer
tous les modes de déformation possibles d’une moléculegquehdéformation, appelé Mode
Statique, résulte d’une excitation extérieure sur un atdené& biomolécule. Ces modes sont
calculés en fonction des constantes de force contenuededamiele énergétique. Ils sont en-
suite stockés pour des utilisations futures, du dockingagtiqulier. Le probléme du docking
se réduit alors a des interaction entre sites, les défoomsatnoléculaires émanant des Modes
Statiques pré-calculés. Ce travail a donné lieu au développt d’'un code, Flexible, dont nous
présentons les premiéres applications aux propriétésvaesds molécules uniques : des poly-
meres thermosensibles aux enzymes allostériques, empasasdes acides nucléiques.

Mots-clés :biomolécules, interactions moléculaires, flexibilité fmmationnelle, modélisation
a I'échelle atomique

New methodological approach for the treatment of flexibility in the interactions between
biological molecules: The Static Modes

Abstract

Knowledge of structural and physical-chemical propertebiomolecules requires a precise
understanding of intra and inter-molecular interactigisindance of data and socio-economic
issues require the development of powerfull analyticalsgoguch asn silico research. Develo-
ped algorithms remain unsatisfactory, particularly f@& tleatment of conformational flexibility
of macromolecules.

We propose in this thesis a new method, the Static Modes,tarnan algorithm taking into
account the flexibility of the entire system. This approdidsed on the "induced-fit" concept,
aims to identify all possible modes of deformation of a malecEach deformation, called a
Static Mode, results from an external excitation on one atbthe biomolecule. These modes
are calculated according to force constants in the energlem®dhey are then stored for future
uses, docking in particular. The problem of docking is theduced to interactions between
sites, molecular deformations arising from pre-calculei¢atic Modes. This work has led to
the development of a code: Flexible. We present here theafiygications to the properties of
various unique molecules : thermosensitive polymer, edlisenzymes, nucleic acids.

Keywords: biomolecules, molecular interactions, conformationalifigity,atomic scale mo-
deling
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