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Abstract

L’étude d’une structure de protéine issue d’'un gdaefonction inconnue est une
maniere d’appréhender les mécanismes biochimiquwes desquels elle est impliquée.
L’amélioration des méthodes de résolution des &tras de macromolécules a contribué a
'augmentation quadratique du nombre de structdigsonibles. La fonction d’'une protéine
se définit par ces interactions avec des partenagmécifigues qui sont la base des
mécanismes biologiques majeurs. La détection ebraparaison de surfaces d’interaction
sont ainsi des étapes essentielles pour annotetidanellement les protéines, et surtout dans
le cadre de I'élaboration de nouveaux médicaments.

Le logiciel SuMo et son produit dérivé a vocationdustrielle MED-SuMo
représentent une des premiéres approches utillaapbsition relative des groupements
chimiques fonctionnels élémentaires disponibles sufface des protéines, pour comparer les
surfaces d’interaction. Mon travail de these ali&éé sur trois points: (1) Optimisation du
logiciel MED-SuMo et mise en évidence de son int@@ur I'annotation fonctionnelle de
protéines hypothétiques aux travers de deux apalis (protéines TM1012 et YBLO36C).
(2) Développement et implémentation d’'une nouvelkthode de classification des surfaces
d’interaction des protéines: MED-SMA. Deux appliocat ont été realisées et pour chacune
d’elle, MED-SMA rassemble dans les mémes groupsssiles détectés pour fixer des types
équivalents de molécules. (3) Participation au ké@peEment d’'une nouvelle méthode de
conception de molécules activede novocombinant la détection MED-SuMo de similitudes
locales des surfaces des protéines avec une agpiragimentale.

Resolved three-dimensional protein structuresaareajor source of information for
understanding protein functional properties. Theremt explosive growth of publicly
available protein structures is producing largeuwtds of data for computational modelling
and drug design methods. A protein function is roefi by its interactions with specific
partners which are the basis of major biologicalcpsses. Comparison and detection of
protein binding sites are key steps for annotagingctures with functional predictions and are
extremely valuable steps in a drug design process.

MED-SuMo is a powerful technology to detect andrelaterise similar local regions
on protein surfaces. Each amino acid residue'snpatehemical interactions are represented
by specific Surface Chemical Features (SCFs). TieDMuMo heuristic is based on the
representation of binding sites by a graph strectuitable for exploration by an efficient
comparison algorithm. My PHD work was divided irrgé points. (1) Optimisations and
extensions of MED-SuMo software which led to thelenining of its interest for structural
functional annotation. (2) Implementation and depetent of a new automated functional
binding site classification method: MED-SMA. Twopdipations on different datasets were
made and for each, MED-SMA gathers in the samedarsidinding sites known to bind the
same kind of ligands. (3) At last, | participatedthe implementation of a new fragment-
basedde novoligand design protocol based on the combinatioM&D-SuMo technology
with a hybridization procedure.
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3D: tri-Dimensionnel
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Introduction générale

L’amélioration des techniques de séquencage addditt est une conséquence directe et
un des succes des projets Génome. Depuis I'an 2@08emble du génome humain, ainsi
gue de nombreux autres genomes sont disponiblekdIjombre de séquences accessibles a
augmenté de maniére exponentielle [2] mais la d@ante séquences n'ayant aucune
annotation fonctionnelle grandit aussi trés rapigetnA titre d’exemple, 57% des génes du
vecteur du paludism@lasmodium falciparunsont non annotés. La fonction d'un geéne
s’exprime au travers de son produit, la protéirmmtde réle est directement lié a sa structure
tridimensionnelle (3D). La résolution d’'une struetwe protéine issue d’'un gene de fonction
inconnue est un moyen de comprendre les mécanibioeimiques dans lesquels elle est
impliquée. De ce fait et dans le but d’'augmenterdmbre de structures de protéines résolues,
des travaux ont permis une amélioration nette déthodes de résolution des structures 3D
des protéines, notamment grace au rayonnement reyraohn [3]. Les trois méthodes les plus
communément utilisées sont la cristallographie yoma X, la spectroscopie a résonance
magnétique nucléaire et la microscopie électrongtransmission.

Les effets positifs des projets Génome ont incit@ aise en place de la « Protein
Structure Initiative » (PSI) [4] qui favorise laéation de consortiums de génomique
structurale a travers le monde. Leurs objectifsnpees sont de résoudre le plus grand nombre
de structures de protéines, le plus rapidementiges®t si possible des structures ayant des
repliements inconnus. Ces structures résoluesrégatierement mises a la disposition de la
communauté scientifique. Les consortiums ont ailasgement contribué a I'évolution
quadratique de la taille de la banque de donnéa&jpe Protein Data Bank (PDB) [5].

Le type des structures résolues ces derniéres anéassi évolué. Leur qualité s’est
affinée avec des résolutions toujours plus préoetede nouveaux types de structures sont
apparus. En effet, de plus en plus de gros compléxs les virus ou les ribosomes sont
décrits précisément, alors que des structures @ fine résolution co-cristallisées avec
différents petits ligands sont déterminées [6].t&les d’entre eux sont naturels tel I'ATP,
alors que d’autres sont des molécules activesgifmisynthétique. La PDB est devenue une
source majeure d’informations structurales expémiales sur les interactions entre les
ligands et les protéines. Toutefois, elle conti@mssi de nombreuses protéines purifiées et
séquencées, mais dont la fonction biochimique restennue. Aujourd’hui plus de 3000

structures ne sont pas fonctionnellement annotées.
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La fonction d’une protéine ne s’exprime qu’a padr moment ou elle interagit avec un
(ou plusieurs) partenaire(s) spécifique(s). Cemrattions sont la base de tous les mécanismes
biologiques. Les interactions protéine-ligand oet ddles capitaux par exemple dans les
fonctions de transport et de transmission de signeellulaires. La détection et la
comparaison de surfaces d’interaction sont aing d&pes essentielles pour annoter
fonctionnellement les protéines, et pour I'élabioratie nouveaux médicaments.

Le logiciel SuMo et son produit dérivé a vocatiadustrielle MED-SuMo représentent
une des premieres approches utilisant la positielative des groupements chimiques
fonctionnels élémentaires disponibles a la surfdes protéines, pour comparer les surfaces
d’interaction [7, 8, 9, 10]. Elle possede des agi@s avec d’autres methodes [11,12].
Toutefois, son approche est particulierement inntevaet son originalité réside dans ses
descripteurs, les Surface Chemical Features(SCFs) qui, rassemblés en triplets, forment un
graphe constituant la clé des performances élegiéeéeuristique de comparaison. Cette
procédure se base sur la détection de sous-grapgiresuns. Particulierement rapide,
'approche permet la comparaison d’un site dediaia tous les sites de liaisons de la PDB en
guelques minutes. SuMo/MED-SuMo intégre égalemerdagtie, une étape de superposition
3D basée sur la complémentarité des surfaces wiotten identifiees. Cette superposition
s’appliqgue non seulement a la protéine identifi@gesdla PDB mais aussi a 'ensemble de ses
ligands co-cristallisés. La comparaison des susfapmtéiques offre un grand nombre
d’applications nouvelles ddrug designbasées sur I'hypothése selon laquelle les surfaces

similaires interagissent avec des molécules de nigpee

Mon travail de thése repose sur trois points:

Tout d’abord, j'ai pu participer activement a l'opisation du logiciel MED-SuMo,
notamment dans le cadre de la mise en place deswgnitations avec la nouvelle interface
graphique dédiée, MED-SuMo GUI. J'ai également icbné a I'amélioration de la méthode
de détection des ligands ou encore mis en évidént&aét de MED-SuMo pour I'annotation
fonctionnelle de protéines hypothétiques a tradersx applications. La premiére porte sur la
protéine Tm1012 [13] et la seconde sur la prot&¥Be036C [14].

En second lieu, le développement et I'implémentattbune nouvelle méthode de
classification des sites de liaison protéique MBDAS ainsi que son adaptation a I'analyse
de grands jeux de données ont constitué la pastentielle de mon travail de recherche.

Cette approche a été validée sur la famille SCORpecenant les HSP90; le repliement
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Bergerat [15], puis sur 'ensemble des sites dinpuane ([16] en révision). Une classification
de tous les sites de la PDB (> 90000 sites) esbars.

Enfin, jai participé au développement d’'une noleiéthode de conception de
molécules activesle novocombinant la détection MED-SuMo de similitudesales des

surfaces des protéines avec une approche fragra¢hval 8].
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. Les structures des protéines

A.  Structures protéiques (3D)

1. Etatde l'art

L’ensemble du génome humain est accessible a lancoauté scientifique depuis
plusieurs années [19]. De nombreux autres projetséfjuencage de génomes concernant
divers organismes tel qudelicobacter pyloriont aussi abouti, et d’autres sont en cours
comme celui du chien,dbis canig1]. La banque de données GOLD en répertorie 461B a
mars 2009 [1]. Ces différents projets ont généeeaurantité considérable d’'informations trop
souvent difficilement exploitables. En effet, apsExjuencage et localisation d’'un gene, il
reste a déterminer sa fonction, premiére étape pararctériser son rdle dans un processus
biologique [20]. Sans cette information, l'utilitBune séquence est négligeable. La maniere
la plus commune d’attribuer une fonction a un nauvgéne est d’identifier des séquences
proches. En fonction du degré d’identité des sécgmnl est possible d’'inférer ou non une
fonction au nouveau géne. La méthode de recher@hesétjuences proches la plus
couramment utilisée est PSI-BLAST [21] ; d’autrepmches performantes sont basées sur
les chaines de Markov cachées (HMM) [22]. Ces nuhaosont rapides et utilisées dés le
séquencage d’'un gene. Malgré l'efficacité de cethoukes, de plus en plus de génes orphelins
sont répertoriés: les séquenge®RFans» [23]. Ces genes putatifs ne sont associés a aucun
information structurale et fonctionnelle. L'étude th fonction des génes se fait par des
approches biologiques qui se basent sur le pratluigéene: la protéine. Au niveau sub-
cellullaire, la protéine va participer aux difféteréquilibres biochimiques en exercant une
fonction particuliere. Des techniques de biologi@éuulaire et de biochimie (northern blot,
hybridation in situ et western blot, immunofluorescence ...) permetteidbserver
I'expression d'un gene (ARN) ou d’étudier son pribdjprotéine). Il est aussi possible
d’identifier expérimentalement ses partenaires oies (double hybride, immuno-
précipitation ...), résultats pouvant donner desrimgttions importantes sur la fonction du
géne étudié. D’autres stratégies basées sur dedicatidns du niveau d’expression d’un
gene (les puces a ADN...) ou sur une modificatior’agivité de la protéine, permettent
d’approfondir les différentes études engagées. t€esniques expérimentales sont parfois
difficiles & mettre en ceuvre et colteuses.

In vivo la chaine polypeptidique des protéines se replig pdopter une architecture

tridimensionnelle (3D). Leur fonction est directethéée a ce repliement (en angldisld).
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Les interactions mises en jeu sont des interactimmscovalentes de faible énergie: liaisons
hydrogenes, interactions électrostatiques, contdats der Waals et effets hydrophobes. Le
gain d'énergie libre de ces types d'interactioreasiron dix a cent fois plus faible que celui
d’une liaison covalente. La stabilité structural® &8st aussi assurée par la complémentarité
des interactions avec le solvant (molécules d'¢aons). La structure d'une protéine repose
donc sur des interactions faibles. Sa conformaéisnstable dans des conditions physico-
chimiques données mais s’adapte a I'environnemnlargrptéine n’est pas une macromolécule
rigide. Cette propriété est a la base de nombrazsastéristiques fonctionnelles essentielles.
Les modifications de conformation peuvent résulpar, exemple, d'un changement de pH,
d'une interaction avec une petite molécule ou enavec d'autres macromolécules (protéines,
membranes, ADN...). Cette flexibilité conformatiieeest capitale pour appréhender les
fonctions biologiques.

La biologie structurale joue un rdle majeur dar&tulle des macromolécules et des
complexes associés (protéines, acides nucléiqipgded et petits ligands). Son but est de
déterminer leurs structures, de comprendre lesrigtép dynamiques de ces assemblages, de
suivre les changements de conformations proprésxpldération de I'espace réactionnel et
d’associer ces informations a des données fonatitemafin de comprendre les mécanismes
moléculaires. La détermination des mécanismes Moghes contribue a élucider le
fonctionnement de la machinerie cellulaire. Ellegaussi un réle majeur dans le cadre de la
conception de nouveaux composés spécifiques deairmest cibles pharmaceutiques. La
détermination de la structure des protéines camstiionc un pas essentiel dans la création
rationnelle de nouveaux médicaments [24]. La biel@jructurale se situe a l'interface de la
biologie, de la chimie et de la physique, alors dgigrobléeme a résoudre concerne la
biologie, et que les mécanismes réactionnels dalysat enzymatique sont des processus
chimiques. La physique, quant a elle, contribue fdgon importante aux méthodes
expérimentales de résolution de structures, auxoapps de modélisation moléculaire, et
aussi a la compréhension de certains processugXparple la contraction musculaire ou le
fonctionnement de moteurs moléculaires).

La Protein Data Bank [5] (PDB) est le dép6t pulgitvilégié des structures 3D de
macromolécules biologiques; elle contient prin@pa¢nt des protéines (~50000 structures)
mais aussi des acides nucléiques (ADN, ARN) (~2800Qctures). Ces structures sont
essentiellement déterminées par 3 méthodes : Istalbographie aux rayons X, la
spectroscopie a Résonance Magnétique Nucléaire (RMNsi que la cryo microscopie

électronique a transmission (cryoMET). Ces donreg®rimentales sont déposées dans la
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PDB par des biophysiciens du monde entier. Leuswalbation est gratuite et peut se faire
directement depuis le site web de la banquesv(.rcsb.org. La PDB est la principale source
de données expérimentales de biologie structuraléigure 1 montre I'évolution quadratique

du nombre de structures dans la PDB depuis 1988 #onrs.

40000
Nombre de

structures
30000

1988 1992 1996 ; 2000 2004 2008
Année

Figure 1 : Evolution du nombre de structures stockés dans la PDB
En vert foncé, le nombre de structures déposéestiliannée, en vert clair, le nombre cumulé decstres
dans la PDB.

2. Meéthodes de résolution

Une protéine est composée de plusieurs milliergodias qui, engagés dans des
fonctions chimiques, vont interagir entre eux pgémérer son repliement 3D, qui sera aussi le
siege de son interaction avec d’autres molécules.biblogie structurale, la notion de
structure d’'une protéine concerne son repliemens tead surtout a sa résolution a I'échelle
atomique. La structure nous révele alors I'arrarg@ndétaillé de chaque atome dans chaque
partie de la protéine. La résolution d’'une struetest un processus complexe, colteux et
long. Les trois méthodes les plus utilisées powbténtion de structures sont la

cristallographie aux rayons X, la RMN et la cryoermiscopie électronique a transmission.

I. La cristallographie aux rayons X

La cristallogenése nécessite de disposer d'une titgiaimportante et purifiée du

complexe macromoléculaire. Il est donc nécessardadsur-exprimer dans des cellules
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transfectées avec un plasmide contenant sa séqueEmznte. L’'obtention de cristaux
homogénes ou monocristaux est un processus arduestiipas toujours couronné de succes.

Ensuite, pour étudier la structure des macromodScavec un systeme optique, il
convient de disposer d’'une source de rayonnemenpatble avec la résolution a atteindre.
Afin de visualiser la maniere dont les atomes oaupes d’atomes sont arrangés dans
I'espace, le rayonnement doit avoir une longueondé du méme ordre de grandeur que les
distances inter atomiques (~ de l'ordre de I'Angst). Les rayons X conviennent pour
étudier I'arrangement des atomes dans les protéerekeurs longueurs d’onde varient entre
0,01 Aet 10 A. Comme toutes les ondes électronmtagres, les rayons X provoquent un
déplacement du nuage électronique par rapport gaungdes atomes. Les oscillations induites
provoguent une réémission d’ondes électromagnétiqaenéme fréquence. Les interférences
des rayons diffusés vont étre alternativement cocistes ou destructives. Selon la direction
de l'espace, le flux de photons X sera importaotaa contraire trés faible. Les variations
ainsi créées constituent le phénomeéne de diffracti® phénoméne a été découvert par Max
Von Laue (Prix Nobel en 1914).

Pour les protéines cristallisées, les plans dasgqulds se situent les atomes se
comportent comme des surfaces réfléchissant lenreroent X, les centres diffractant étant
les atomes constitutifs de la molécule. La diffi@ttaux rayons X consiste a envoyer un
faisceau fin de rayons X sur le cristal sous uriagerangle (cf. Figure 2). Une partie des
rayons est diffractée et ensuite détectée. Lesxiéfis sont enregistrées en tournant le cristal.
Un diagramme est ainsi obtenu, il contient un grammmbre de taches arrangées
régulierement. Une fois le probleme de phase résiblest possible de calculer par
transformée de Fourier, la densité électroniquehdgue molécule contenue dans le cristal (a
partir des taches de diffraction).

21

PARTIE | : Les structures des protéines



A B

Detector

Low resolution
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Low-frequency
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C

A) Schéma de la diffraction. B) Diagramme de diffran obtenu aprés le rayonnement. C) Carte detdens
électronique de la protéine. D) Structure de &éine (figure extraite du livre de Gail Rhodes]|]25

L'augmentation massive du nombre de structuresrm@iées par cristallographie a
rayon X est due en partie a l'utilisation répandies rayonnements synchrotron et des
différentes techniques qui en découlent. Ces seutegayonnement permettent la production
de rayons X intenses, stables, de longueurs d'oratégbles et de grande qualité optique. lls
offrent des données exploitables sur les cristaexnthcromolécules que des méthodes
classiques ne permettaient pas d'étudier : maililes grandes (et donc molécules ou
complexes plus grands), cristaux plus petits vamnparfaits. En outre, le rayonnement
synchrotron a considérablement accéléré la vitg'ssguisition des données, réduisant celle-
ci a quelques heures au lieu de quelques semaiires, en 2 ou 3 jours un cristallographe
peut récolter des données qui n‘auraient pu étwesathles qu’'apres plusieurs mois avec un
rayonnement conventionnel [25]. La trés grande rtgjades études cristallographiques
récentes reposent sur [l'utilisation de donnéesectdes a partir d'un rayonnement
synchrotron. Une conséquence directe concernelliBen quadratique observée de la PDB.
Au 21 janvier 2009, celle-ci contient ~47 000 stmues issues de la cristallographie a rayon

X sur les ~55 000 enregistrements totaux de cese.l.’augmentation massive découle aussi

22

PARTIE | : Les structures des protéines



d’'une volonté politique d'obtention de structureshaut débit (point détaillé dans le

paragraphe Liv).

ii. La spectroscopie RMN

Le principe de la RMN consiste a plonger une pn&é&n solution dans un champ
magnétique intense (entre 10 et 20 Tesla) [26}eGethnique d’analyse posséde un avantage
non négligeable : elle est non dommageable poutdkantillons protéiques. Elle se base sur
une propriété quantique particuliere des particuespin, qui caractérise le comportement
d’'une particule sous l'effet de la symétrie de tiotade I'espace. Certains noyaux possedent
un spin nul (ceux dont le nombre de protons et elgrons sont tous les deux pairs) mais
d'autres ont un spin nucléaire différent de zésoquai implique qu’il est possible de leur
associer un moment magnétique de spin se compaadamine un moment magnétique (telle
une sorte de petit aimant). Les atomes de carb®rez d'oxygene 16 sont trés répandus mais
leur spin nucléaire est nul. En revanche I'hydregéa qu'un proton, 'azote 14 en possede
sept et le carbone 13 est aussi utilisé. Les maneragnétiques nucléaires de ces types
d’atomes sont ainsi non nuls. Sous I'impulsion damp magnétique, les spins des noyaux
atomiques composant la protéine s’orientent le ldegson axe principal. Lorsque I'état
d’équilibre de ces spins est perturbé, il est fbssie mesurer le courant induit lors du retour
a I'équilibre a l'aide d’'une bobine de réceptiotuée a proximité de I'échantillon. Le signal
RMN enregistré contient la combinaison de I'ensembés contributions des différents
atomes en solution. L’application de la transfornd Fourier fournit les différentes
fréequences de résonance des spins observes pauechme. La valeur de la fréquence de
résonance rapportée a une fréquence de référenaxmimée en ppm. Cette mesure est
appelée « déplacement chimique ». Ce dernier esnfent sensible au type d’atome lié au
proton (carbone, oxygene, azote), et a son imphicatians des liaisons non covalentes
comme les liaisons hydrogenes ou encore a la pitixide noyaux aromatiques. Ainsi,
chaque proton résonne a travers un déplacementqriémui le caractérise. Afin de pouvoir
differencier les résonances, des spectres a naltiphension ont été développés. Ces
comportements permettent de corréler un proton evearbone ou I'azote sur lequel il est lié
ainsi que ses voisins dans 'espace ou a travetgleons.

La détermination de la structure des protéinestr gies données RMN passe par deux
étapes. La premiere consiste a établir la listedégsacements chimiques de tous les noyaux
observables de la protéing], °N, *C, en utilisant les spectres & trois dimensionsétamt

les atomes au travers des liaisons chimiques. ctanse étape comprend I'analyse des
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expériencesNuclear Overhauser EffeqnOe) qui listent les corrélations résultant de la
proximité spatiale des différents noyaux. Les datiéns sont attribuées a des couples de
noyaux et sont introduites sous forme de contraimte distance dans une procédure de
transformation d’un espace de distance en cooragsncartesiennes atomiques, tel que ARIA
[27]. L'ensemble de ces contraintes de distanceésgmte un maillage avec lequel le modele
structural de la protéine doit étre compatible. Uiras données expérimentales issues de
mesures RMN (déplacements chimiques, constantesodplage), donnent accés a des
informations angulaires caractéristiques de lactire de la protéine et sont également
exploitées lors de la proposition des modeles wtraux. De récents développements ont
permis d’élargir la méthode a la résolution dedtres de complexes entre macromolécules
ou de complexe de protéines en interaction avecpdétes molécules [28]. De méme des
études complexes permettent désormais d’obtenir idEsmations sur des protéines
transmembranaires contenues dans des bicouchesA[Z8kure actuelle, les résultats de la
RMN correspondent a 14% des 55 000 structures BB

iii. La CryoMicroscopie Electronique en Transmission

La Cryomicroscopie Electronique & Transmission (GWET) de macromolécules
biologiques est employée pour déterminer I'architecde complexes de grandes tailles tels
les ribosomes, les protéines chaperons ou les.\des progres technologiques ont permis
d'étudier les structures et les interactions mdé#m@s a des résolutions inférieures au
nanometre. La particularité¢ de la Cryo-MET 3D estelle fournit une structure a haute
résolution globale des assemblages macromolécsilapeéservés dans leurs conditions
physiologiques d'activité. Pour ce faire, une ftés échantillons constitués, ils sont
instantanément congelés dans une mince pellicuisetwant leurs environnements habituels
(hydratation, pH, sels, détergents, cofacteurdpgnas de I'ATP, ARN, ADNetc). Dans de
telles conditions, la formation de cristaux de glagqui endommageraient l'intégrité des
assemblages est évitée. Les échantillons sont @iéservés dans une fine pellicule de glace
vitreuse. La cryomicroscopie —proprement dite- @iasa bombarder I'échantillon avec un
faisceau d’électrons. Les électrons primaires,sisiu canon a électrons, frappent la surface
de I'échantillon; ils sont diffusés de maniere Btage ou inélastique, la zone influencée
prenant la forme d’'une poire. Les images des strastrésultent de l'interférence entre la
partie du faisceau d’électrons diffusée par I'olejela partie non diffusée.

Des techniques d'analyse d'images et de calc@rsifi sur réseaux d'ordinateurs sont

utilisées pour extraire et traiter le signal praweindes images bruitées de Cryo-MET. Elles
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servent a créer une carte de Cryo-MET 3D qui senabinée avec d'autres approches (rayon
X, RMN, etc.) afin de relier I'aspect dynamiqueces structures a leurs activités biologiques.
Aujourd’hui, 199 structures issues de Cryo-MET gdisponibles dans la PDB. L'approche de
Cryo-MET 3D combinée aux autres méthodes est dessremployée pour résoudre les
structures de protéines, et pour fournir une visignamique multi-échelles des assemblages
macromoléculaires en action. Les travaux de Rauie collaborateurs ont permis la
détermination de la structure de la jonction denbin@ d’actine contenant le complexe Arp2/3
a une résolution de 26 A [30]. Cette jonction estélément clé pour la compréhension de
différents mécanismes physiques des cellules conenne motilité ou celle de vésicules
intracellulaires en initiant la formation des filants d'actine. La résolution par
cristallographe a rayon X de la forme inactive dmplexe Arp2/3 a révélé I'architecture des
sous-unités mais pas la maniere dont les branchenuas filaments sont formés. La
compréhension du mécanisme nécessite la connagsdana structure 3D de la jonction. La
Figure 3 illustre la structure de la jonction etmaniere dont le complexe Arp2/3 est placé.
Cette reconstruction fournit une armature struddug@our comprendre le mécanisme de
formation des banches. Elle montre également I'm@mee de la combinaison de méthodes

de résolution de structures.
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Figure 3 : Exemple de combinaison de méthodes desaution de structures de protéine.
A. Trois vues de la structure de la jonction darfient d’actine déterminée avec une résolution d&. B Vue
du placement du complexe Arp2/3 résolu par crisgatiphie dans la structure 3D de la jonction, fgextraite
de [30].

iv. Consortiums de génomique structurale

Les descriptions des difféerentes méthodes de dgétation de structures protéiques
montrent clairement que la résolution d’'une strieto’est pas un processus trivial. Elle
demande un grand savoir technique, du temps, dqmiksance de calcul et des moyens
financiers importants. Le projet GEnome a été uiteaiive de la communauté scientifique
internationale pour séquencer I'ensemble du gérfumain. Ce projet a permis des avancées
technologiques et scientifiques sans précédentmogat pour les méthodes de séquencage
[3]. De maniere équivalente, Rrotein Structure InitiativgPSI) a été fondée par Mational
Institute of Health(NIH) aux Etats-Unis d’Amérique en 2000 afin deaincer différents
consortiums de génomique structurale présents dansionde entier. Le but de ces
consortiums est d'étendre les connaissances sustilestures de macromolécules tout en
réduisant le colt moyen de la détermination degtstres [31]. Chaque consortium s’engage
a rendre publique les structures résolues, chadeunx dayant par ailleurs des obijectifs

différents, principalement en ce qui concerne $oldion de famille entiere de protéine ou le
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nombre de structures a rendre publique (exemple ide [32]). Le but principal de la PSI est
toutefois plus large. En effet, son objectif estdéreloppement d’un protocole automatique
permettant la détermination a haut débit de strastyorotéiques afin d’'aboutir a la

connaissance d’au moins une structure par typeepléement existant. Cette recherche est
ardue et les sommes allouées importantes. Actueligeniiavenir de la prochaine vague de

financement du PSI n’est pas assuré [4].

3. Notion de qualité

Depuis la création de la PDB [33], un nombre imaortde méthodes utilisant la
structure des protéines ont été développées, iessipour visualiser une protéine, pour
analyser un nouvedld, ou pour y rechercher un site de liaison partigzulCes méthodes
utilisent les structures protéiques le plus souvemhme un ‘objet’ optimal. Toutefois, des
erreurs ont cependant déja été détectées dans Ba[B®H. Comment est-il possible de

s’assurer de la qualité d’'une structure ? Diff&sgr@rametres sont a prendre en considération.

I. La résolution

La résolution d’'une structure donne une mesureadgulntité de détails pouvant étre
« discernés » sur une carte de densité électromgjcalée a partir d'un cristal. Elle dépend
d’'une part de la qualité de ce cristal (s'il estrbbrdonné), mais également de I'orientation
des faisceaux qui le traversent. En général, lanels latérales sont difficilement visibles a
basse résolution (supérieure ou égale a 4 A). @astwres ne conviennent donc pas pour
étudier les chaines latérales ou pour détecterirtesactions possibles avec la protéine
étudiée. La Figure 4 illustre les effets de la hdétdmn sur la qualité des cartes de densité
électronique. A 3 A, le squelette de la protéiresglisse au travers de la densité. Ce n’est
qu'a partir de 2 A que les chaines latérales peuda placées avec une certaine confiance.
Les structures les plus précises sont celles ayamtrésolution atomique de I'ordre de 1,2 A

ou 0,9 A, qualité permettant le positionnementatesnes d’hydrogéne.
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Figure 4 : Carte de densité électronique en fonctiode la résolution de la structure protéique.
a) Résolution a 3 A, b) résolution a 2 A, c) résiolua 1,2 A (figure extraite de [35], pages 281)

Les valeurs de résolution des structures de la @B trés variées, elles commencent a
0.5 A, avec un pic autour de 2 A et peuvent allsqy'a 70 A pour des structures de trés
grande taille résolues par cryo-MET (par exemplestiucture du rhinovirus code PDB: 1D3l
a une résolution de 33 A).

La résolution est probablement la mesure la miedaptte pour définir la qualité
globale d’'une structure de protéines. Toutefoile re peut étre calculée sur les structures
issues de la RMN qui se base sur la présence baefme d’atomes. Il convient donc de

considérer d’autres parametres.

ii. Fiabilité de I'affinement cristallographique

Les dernieres étapes de la détermination d’unectstel sont une alternance de
différentes phases d’affinement. Elles ont pouectij la convergence vers une structure de

mieux en mieux définie. Les différents paramétregasts sont a surveiller.
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Les parametres structuraux

Comme les contraintes sur les longueurs de liagtosur les angles des résidus sont
diminuées, leurs valeurs doivent étre surveilléss ecart quadratique moyen (RMSD (Root
Mean Square Deviation)) sur les longueurs de ligigd sur les déviations angulai®@s(N-
Ca-C) ety (Cs-Ca-C) (cf. Figure 5) sont calculés et ne doivent paséder respectivement
0,02 A et 4°. Traditionnellement, les angteset y sont représentés les uns par rapport aux
autres dans un diagramme de Ramachandran [36}fudsion stérique au sein de chaque
acide aminé a un effet restrictif sur ces anglesigupeuvent adopter qu’'un nombre limité de
valeurs. La figure 5b représente les angles passillleso et f sont mis sur les valeurs
d’angles caractéristiques des structures secomsdiéticean et feuilletp. Pour chaque étape
d’'affinement, le diagramme de Ramachandran esuléalkafin de vérifier la cohérence du

nouveau modele génére.

A.

Phi

Figure 5 : A. Localisation des angle® (N-Ca-C) ety (Cp-Ca-C) et B. diagramme de Ramachandran
Le diagramme indique une distribution des valetagstiques que peuvent adopter ces angles dasglesures
protéiques [36]. Les lettres indiquent les valeles angles dans les structures secondaires héicteuilletp.

Les parametres de convergence

Le modele construit dans la carte de densité éleiciue ne rend que partiellement
compte des données expérimentales méme s’il eshembe la structure réelle. L’affinement
cristallographique vise donc a réduire I'écart enérs facteurs de structure observés et ceux
calculés en affinant les parametres du modeleatedir de structure est calculé & partir de la

transformée de Fourier du modele atomique. Il @hmé facteur cristallographique R et
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permet de mesurer la similitude entre la carteatesité atomique calculée a partir du modele
créé et celle issue directement des données exgritaias. Les valeurs de R vont de 0 quand
un accord parfait entre données théoriques etdaséaks calculées est trouvé, a 0,6, valeur
obtenue pour un facteur entre des données expdelesmet une carte de densité électronique
aléatoire (de résidus disposés aléatoirement). Boairstructure de protéine résolue a 2,5 A,
le facteur R idéal est 0,2. Cependant, malgré kirrgnce du facteur R, des valeurs
faussement positives peuvent lui étre attribuées dartaines structures, pouvant induire les
cristallographes en erreur [37]. En effet, sonuladst fortement influencé par la modification
des parametres pendant I'affinement de la structure

De ce fait, un autre critere, le facteun/R(Riee) a €té crée [38]. Il est calculé de la
méme maniére que le facteur cristallographique raést basé sur un jeu de réflexions
exclues de l'affinement. Il est donc neutre et mtrome réelle évaluation de la qualité du
modele créé. Le facteurfg permet de suivre d’'une maniére objective la coyeece vers

une structure de meilleure qualité.

li. Vibration et désordre

Les parametres détaillés dans le paragraphe pmicdgmemettent une eévaluation
statistique de la qualité d'une structure résolues raisons physiques justifiant une
incertitude sur la position de certains atomes $smimouvements thermiques et le facteur
d’ordre. Les mouvements thermiques font référenéa \Abration d’un atome autour de sa
position moyenne. Le facteur d’ordre traduit ld faie certains atomes ou groupes d’atomes
ne sont pas positionnés au méme endroit dans ttastesailles du cristal. Ces deux valeurs
sont représentées par le facteur de températureuiBest calculé pendant la phase
d’affinement du cristal pour chague atome de lactiire. Le facteur B apporte des indices
importants sur la dynamique des protéines. En,dHadistribution des valeurs le long de la
séquence protéique est considérée comme un inglicatgortant de la structure de la
protéine, reflétant sa flexibilité et sa dynamiqides valeurs élevées indiquent une forte
mobilité des atomes ainsi que des chaines latd@désLes résidus catalytiques ont tendance
a avoir des facteurs B inférieurs a ceux des auésislus suggeérant gu’ils sont plus stables
que les autres. Les résidus catalytiques des erzyme lies a un ligand ou a un co-facteur
ont les facteurs B Iégérement supérieurs aux résdoqués précédemment laissant penser
gue ces résidus sont plus stables lorsqu’ils $ésat[#0]. Ce genre d'observation a mené au
développement de nombreuses applications baséd®tsugie des facteurs B, telles que la

prédiction de la flexibilité des protéines [41gtlide de la stabilité thermique des protéines,
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'analyse des sites actifs ou encore I'étude dedaélation entre la mobilité des chaines
latérales et la conformation de la protéine. Il Wient de noter que des artéfacts
expérimentaux peuvent biaiser ces valeurs comrffet/’d@u packingcristallin, ou I'existence

de molécules tel le glycérol qui rigidifie des m@ugs flexibles [42].

Ces indicateurs globaux ou atomiques sur la qudi® structures des protéines ne
doivent pas servir a mettre en doute I'ensemble diesées de la PDB, mais ils doivent
permettre d’interpréter la précision des coordoan&® disponibles. Ces différents
paragraphes illustrent simplement pourquoi il estispensable de prendre du recul par
rapport aux données et donc indispensable de ettdi qualité d’'une structure avant de
commencer l'analyse précise de ses chaines |aémbar tenter de comprendre les
mécanismes auxquels elles participent. Des owilgislialisation, tel Pymol [43], existent. Il
est donc possible de visualiser les protéines tlaggace. Certains d’entre eux permettent
d’analyser les structures. Avec Pymol, il est pegneple possible de colorer les atomes en
fonction de leur facteur B.

B. Classification des structures

Le repliement 3D d'une protéine est une propriééarquable qui permet a la
macromolécule d’adopter différentes conformatioi &ccessibles au sein d’'un espace
conformationnel de grande dimension. En structusamgi la protéine, le repliement 3D va
conditionner la fonction de la protéine. Cette regna peut laisser supposer que si les
repliements de deux protéines se ressemblent, pdasent exercer les mémes fonctions.
Cependant il existe plusieurs degrés de similiteotee les structures des protéines. En effet,
la quasi-totalité des protéines partagent des isilis de repliements structuraux avec
d’autres protéines [44]. Elles ont souvent une inégcommune qui n'implique pas
nécessairement une analogie de fonction (cf. pdrBe3. « Applications et limites »).
Hiérarchiser les structures existantes a un imjoatcsur la biologie structurale. Savoir si une
architecture protéique apparait plus fréquemmenunguautre permet aussi d’aider les
cristallographes dans I'analyse des nouvelles tireis. De plus, cette organisation permet
d’ordonner les structures des protéines existastieskées dans la PDB. Les méthodes de
classification semi-automatique ou automatique ttacwires de protéines ont d'ailleurs
permis d’organiser la PDB dont la taille devenaiiptimportante pour avoir une vision

d’ensemble de toutes les structures répertoriésls [lden existe plusieurs et chacune utilise
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une méthode de comparaison particuliere. Avantidggesser aux classifications existantes,

nous allons répertorier quelqgues méthodes de caisparde structures protéiques.

1. Méthodes de comparaison de structures
I. Généralités
Les objectifs des méthodes de comparaisons stalesusont le calcul d’'une mesure
quantitative de similitudes entre deux structurestgques. Les quatre points importants
sont [46]:

- La représentation des structures La représentation peut s'effectuer a
plusieurs niveaux, du plus fin au plus grossiees latomes, les
résidus (souvent représentés uniquement par ley (&s structures
secondaires (comme les hélicesou les feuillets nommeésStructural
Secondary ElemeniSSE)) ou d’autres fragments structuraux, et kanéo
générale de la molécule. La comparaison de steictier protéines est
toujours initiée d’'un point de vue géométrique, @aemple par comparaison
d'un ensemble de points ou de vecteurs. La reptats@m géométrique ou
spatiale de ces points ou vecteurs est assez ntmstaais d’autres
informations peuvent étre ajoutées: I'ordre dea@éments dans la séquence
protéique, les propriétés physico-chimiques desesciaminés, leur type,
leur charge, leur accessibilité au solvant, leisdias hydrogene ou autres...
Les liaisons hydrogéne, ou toute autre propriétpliquant deux acides
aminés, sont diteselationnelles Au lieu de classer les informations en
géomeétriques et non géométriques, il est possiblesl classer en fonction
de leurs propriétés individuelles (coordonnéesésa&hnes, charge...), et
leurs propriétés relationnelles (distances interli@sons chimiques...)

- La mesure de similitude ou de dissimilitude Elles sont totalement

dépendantes de la représentation.

- L’algorithme de comparaison: Les méthodes de comparaison de structures
sont essentiellement géométriques. Ainsi compagex égtructures peut se

résumer a la comparaison de plusieurs éléments @éqoes (points,
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vecteurs, courbes...) ordonnés ou non. Si la quoretance n’est pas
donnée, le probleme est le plus souvent NP-conjgt Il convient donc

de choisir les correspondances avec la méthode at/ec la mesure de
similarité. Des algorithmes de comparaison d’endeslnle points non-
dédiés ont été adaptés pour la comparaison staletucomme la
programmation dynamique, certains algorithmes dthémrie des graphes
(recherche de cliqgues maximales, recherche de gsaomorphes), les
algorithmes d’optimisation/stochastiques (Monte I&arrecuit simulé,

algorithmes génétiques) ou certains algorithmedasification.

Les post-traitements: Un score final est calculé pour mesurer la sirtéa
des deux structures comparées. Ce score peut senguantifier les
similitudes entre les deux structures étudiéese@dement, les méthodes de
recherche de similarités structurales se font enmtne structure dite
« requéte » et toutes les structures présentesutenbanque de structures.
Ces dernieres sont le plus souvent pré-compilées da format propre a la
méthode utilisée. Le score sert alors au classefimatdes structures cibles

de la banque selon leur degré de similarité aveedaéte.

ii. Quelgues méthodes de comparaison structurales

Pour comparer deux structures a I'aide d’'une deson choisie, il faut effectuer une

transformation rigide d’'une structure sur l'aut@e type de comparaison est dit « externe »

par rapport aux descriptions en coordonnées «i@ses ou les deux structures peuvent étre

comparees directement. Différentes méthodes de a@ispn structurale basées sur divers

niveaux de représentation de la protéine exist€ettaines utilisent des modeles « tout

atomes » mais sont limitées a des petites soushstes [48]. D’autres se basent sur les

caractéristiques du squelette protéique décriteslgsa coordonnées cartésiennes des C

comme les distances internes ou les angles digdresy). La description des protéines en

structures secondaires est aussi utilisée darsmestméthodes.
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Méthodes basées sur les distances internes

Ces méthodes permettent d’éviter I'étape de supdéimo. Les structures sont
comparees au niveau peptidique en ne prenant epteajue les €. Pour décrire ces atomes,
les distances internes, distances entre les atdmae méme structure sont calculées. Il y a
alorsN?/2 descripteurs pour chaque structure qui sont sayweésentés sous la forme d’'une
matrice (symeétrique) dite de distances interhkeétant le nombre d’atomes. DALI [49] et CE
[50] utilisent le méme principe de recherche detpdtagments similaires (AFPAligned
Fragment Pai), puis de la meilleure série d’AFP. Les AFP sonsuite assemblées
particulierement pour chaque méthode.

DALI utilise des « hexa matrices » issues de la dividies matrices de distances des
deux structures comparées en plus petites sougzesatte taille 8 x 8. Les protéines sont
chacune représentée pAF «hexa matrices » qui sont filtrées afin d'élimineelles
représentant des SSEs redondantes. Des matricéairgisnsont recherchées dans les deux
structures et les 40 000 meilleures paires sonsexgges. La deuxiéme étape est une étape
d’assemblage. Elle est effectuée a I'aide de lartiggie de Monte Carlo et permet d’obtenir le
meilleur alignement global. La correspondance érettre résidus est ensuite affinée. DALI

est utilisé dans la classification FSSP [51] quasdordée plus loin.

CE pour Combinatorial Extensiofi50] est un programme utilisant principalement les
distances internes entrexClLa premiere étape consiste a rechercher de petgments de 8
résidus similaires dont la moyenne des différemiessdistances internes doit étre inférieure a
3 A. Les paires de fragments trouvées sont des AERape d’assemblage consiste a ajouter
une AFP a la série déja construite en suivantioeaegles.

(1) La nouvelle AFP n’est chevauchante avec audeneelles déja présentes.

(2) La nouvelle AFP est contigué avec une des AdeéPk série sur au moins une des
deux protéines.

(3) S’il y a ungap il doit étre de longueur inférieure a 30 résidus.

(4) La distance moyenne entre toutes les paires-®’'Anouvelle AFP et AFP de la
série) doit étre inférieure a 4 A. Si toutes cesditions sont respectées pour plusieurs AFP,
seule la meilleure est ajoutée. Plusieurs alignésngmnt initiés avec toutes les AFP dont les
distances internes sont en moyenne inférieuresAa Barmi les 20 meilleurs alignements

finaux obtenus, seul celui ayant le meilleur RMSD @onservé. Il est ensuite affiné par une
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procédure classique de superposition/alignemeligaurtt la programmation dynamique NWS
(Needleman-Wunsch-Sellers) [52].

SSAP [53] combine la programmation dynamique et déstances internes. Ce
programme est utilisé pour établir la classificat©ATH [45] qui est décrite dans la partie

Méthodes basées sur les angles internes

Les angles utilisés pour la comparaison de strastprotéiques sont les angles diedres
(D, y) [54] définis Figure 5 et les anglas €) [55]. Un anglex est I'angle diedre entre quatre

Ca consécutifs alors que I'angteest I'angle de la liaison de troisi@onsécutifs.

YAKUSA [56] utilise les anglesy pour décrire les protéines. Les angtessont
discrétisés en classes selon une maille de 10¢la38es existent, chacune représentée par un
symbole (un nombre entier). Une structure est deppésentée par une liste de symboles sur
laquelle les algorithmes de recherche de motifssaj@es peuvent étre appliqués. YAKUSA
permet de comparer une structure requéte a unedeaseructures protéiques. Le principe
général de la méthode est d’abord de rechercher lesi petits motifs de taille fixe et
communs a la structure requéte et aux autres gtasctle la banque. La suite de symboles de
la structure requéte est découpée en motifs chbaatsde taille fixe qui sont rangés dans un
automate, avec leur position dans la structure émardu résidu). Cet automate contient non
seulement tous les motifs présents dans la reqoitis, aussi tous ceux non présents sur la
requéte qui leur sont proches, tels que ceux @smsymboles représentent des angles voisins.
Ensuite, pour chaque structure de la banque, leerelse de similarités structurales locales se
déroule en trois étapes:

(1) Recherche de motifs communs entre les deugtates (graines).

(2) Sélection des graines et extension en segnsémisturaux les plus long possibles :
les SHSP $tructural High Scoring Pai)s

(3) Sélection des SHSP et calcul d’'un score global.

Méthodes basées sur les SSE

Les structures secondaires sont des structurediendggu tres fréquentes dans les
protéines. Elles sont considérées comme les fragnstucturaux les mieux conservés dans

les structures similaires ou homologues. Ce nivdaureprésentation engendre moins
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d’éléements (de l'ordre d'une dizaine de SSE poue yrotéine de 300 résidus), les
comparaisons de structures sont plus rapides guadeédentes. Cependant, les résultats sont
aussi moins précis compte tenu du fait que de neusieis régions des protéines sont ignorees.
Les structures secondaires prises en compte par noéthodes sont généralement
exclusivement les hélices et les feuilletsp. Plusieurs méthodes d’attribution des SSE
existent comme DSSP [57]. Le mode de représentiipius fréequent pour une SSE est un

vecteur.

SSM [58] utilise les graphes pour représenter lesctires des protéines. Cette
méthode fonctionne en quatre étapes.

(1) Détection des structures secondaires par lgrgmame PROMOTIF [59] (qui est
basée sur un assignement similaire & DSSP).

(2) Construction d’'un graphe pour chaque structiy@nt pour sommets les SSE. Les
arétes sont définies par les parametres d’angle distance entre les vecteurs définissant les
SSE dans une méme structure.

(3) Comparaison des graphes en utilisant la reblealtes sous-graphes isomorphes.

(4) Retour au niveau peptidique et alignement tépat résidu.

Les programmes VAST [60] et GRATH [61] utilisentsaudes graphes de SSEs pour

comparer les structures des protéines.

LOCK [62,63] utilise la programmation dynamique adap&éa comparaison de
structures selon leur SSE. Les structures secasdaont détectées par DSSP et sept
parametres sont calculés : cing entre les paireSSte d’'une méme structure (angles entre
deux vecteurs d’'une méme protéine, distances mderh et deux entre deux vecteurs de
protéines différentes (distance et angle entre Mesteurs des deux protéines). Une
superposition préalable est donc nécessaire. Lraipre étape de I'alignement est de trouver
les paires de SSE qui sont compatibles, par exewglles dont la somme des 5 scores
indépendants de l'orientation est supérieure a euil £t dont au moins deux SSE sont
contigus sur une des deux protéines (g@ms. A partir de ces quatre SSE, les deux structures
sont superposées et les deux parametres manqoahtsakulés pour toutes les paires de SSE
(y compris les paires de SSE de structures difféspnLa programmation dynamique est
alors utilisée pour trouver le meilleur alignemeet,score dépendant des deux paramétres
calculés apres superposition. Pour le meilleur naligent, le RMSD est minimisé et

lalignement est affiné selon la méthode classiqie superposition-alignement. Le
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programme FOLDMINER permet de construire des «ilgrefa partir de ces alignements de
paires de structures, profils similaires a ceuxtgrsur les séquences [63,64]. Ces profils
décrivent la conservation des éléments de strudemmndaire dans plusieurs structures

similaires.

TOP [65] ressemble plus a une méthode itérative derpagition/alignement. Les
éléments de structures secondaires sont détecteDPEP et deux points, situés aux
extremités N et C terminales, sont calculés. Lasepade SSE similaires entre les deux
protéines (deux SSE par protéine) sont recherchi@esiperposant les quatre points définis.
Deux paires de SSE sont retenues si les angles 88 sont similaires et si la distance
minimale entre les SSE est faible. Suit alors ua@etde superposition/alignement ou sont
itérativement ajoutés les SSE proches. L'alignenannhiveau des ¢ est ensuite effectué
grace aussi a une meéthode itérative de superpusilignement par ajout desi@roches (et
respectant certaines contraintes, par exemple owenrtiela direction de la liaisonocCp). Le
score de similarité final est RMSD/(Nmatch/NO) oin&ich est le nombre de résidus en
correspondance et NO la moyenne des longueurs roéSines, la plus petite longueur, ou

encore la longueur de la structure requéte dacadel’'une comparaison avec une banque.

Méthodes basées sur les coordonnées du squelatiteqpe

Ces approches se basent sur les coordonnées eangsides structures protéiques et
utilisent le RMSDc. Il s’agit de la racine carrée ld moyenne des distances entre les atomes
mis en correspondance dans les deux structuregedépar leurs coordonnées cartésiennes.
Elles sont généralement restreintes a la comparaiegs G. Dans ces méthodes de
comparaison globale, I'objectif est d’avoir le plis Gy en correspondance avec un RMSD le

plus faible possible.

WHATIF [66] utilise une méthode qui cherche des AFP dke tiixe (entre 10 et 15
résidus) dont le RMSDc (décrit par leurs coordosnéatésiennes) n'est calculé que si les
distances internes entre le premiex €t les 5 derniers & sont les mémes dans les deux
fragments. Si le RMSDc est assez faible, 'AFP @sindue aux &€ voisins tant que le
RMSDc reste en dessous d’'un certain seuil. Lesnainiss d’AFPs sont ensuite générés de la
maniere suivante : les deux structures sont supégsoselon I'ensemble d’AFPs courant et
une AFP n’est ajoutée que si les centres de graeitées deux fragments ne sont pas trop
éloignés. La notion de séquence des AFPs n’estaogeurs observée, une correspondance
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entre AFPs est donc obtenue. La superposition tates deux structures est alors recalculée
pour cet ensemble d’AFPs en considérant les nas/etorrespondances entrea.C
Finalement, seule la correspondance la plus lomgti€onservée et affinée. Elle permet de

calculer une distance entre les structures comparée

Méthodes de comparaison flexibles

Ces méthodes prennent en compte la flexibilité gestéines lors de [|'étape
d’assemblage. Leur concept est que I'alignemented protéines se décompose en plusieurs

segments rigides joints par des zones flexibles.

FLEXPROT [67,68] détermine les AFP par rapport au RMSDaosiaque plusieurs
étapes itératives de superposition/ajout des@ntigus. Le but est d’étendre au maximum les
AFPs dont le RMSDc ne doit pas dépasser 3 A. Lhouét d’assemblage utilisée est inspirée
du logiciel FASTA [69] et nécessite la constructaion graphe orienté acyclique. Toutes les
AFPs sont des nceuds du graphe et un arc est défi@ deux AFPs si celles-ci peuvent se
succéder dans l'alignement final. La notion de sége est donc conservée. Un poids qui
pénalise les gaps est ensuite associé aux ards, Bnfprocessus de classification des AFPs
est utilisé pour rechercher tous les chemins degraphe allant d’'un bout a l'autre des
structures comparées. Les alignements disjoints regnoupés en un seul alignement si la

topologie de la protéine le permet.

FATCAT [70] utilise a la fois le RMSDc et les coordonnédeternes. Les paires
d’AFPs considérées sont de longueur 8 et leur RM&®cétre inférieur & 3 A. La méthode
consiste a combiner les AFPs en prenant en conegtgaps et les mésappariements. La
meilleure série d’AFPs est recherchée par prograromaynamique. Pour que deux paires
d’AFPs soient compatibles, le RMSD entre les matride distances des résidus dans les
fragments de chaque protéine formant les AFPs abé@neSi la similitude est grande, les
AFPs sont compatibles, une torsion est introduite @ connecter les paires d’AFPs. Le
nombre maximal de torsions est fixé avant l'aligeem S’il vaut zéro, la méthode se
comporte comme une approche par comparaison rigelecore d'une AFP dépend de son
RMSD et de sa taille. Le meilleur enchainement dPAFest recherché, puis différents post-
traitements sont appliqués. Des torsions peuveat@roduites si elles ont pour conséquence

une baisse du RMSD global, d’autres peuvent élevées.
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Méthodes basées sur les alphabets structuraux

Les structures secondaires (SSE) considérées pupgésent ne décrivent qu’une partie
des structures protéiques. En effet, seuls lecdsdi et les feuilletsd sont assignés. Les
boucles constituent un groupe non homogéne detstescplus ou moins irrégulieres, il est
donc difficile de les définir systématiquement. lafishabets structuraux permettent de décrire
simplement et avec une grande précision I'ensendsestructures tridimensionnelles [71,72].
Les blocs structuraux sont le plus souvent deetailke (quelques résidus) et sont
chevauchants. lls sont classés en comparant dhgset@utes les sous-structures d’une taille
donnée d’une banque non redondante de structueelasses de blocs représentant le mieux
I'espace des structures sont choisies pour coaestitn alphabet. Un symbole est tres souvent
affecté a chaque classe de blocs. Certains progeamiiisent les alphabets structuraux pour
comparer les structures 3D de protéines, commexezmple, 3D-Blast [73] ou PB-ALIGN
[72,74,75].

PB-ALIGN [72] permet de transcrire une structure protéigueine combinaison de 16
blocs protéiques (BPs) représentés par des lgre® p) (cf. Figure 6). Ces séquences
peuvent ensuite étre comparées en utilisant uneécmate substitution de blocs protéiques
couplée a une programmation dynamique. Cette méthesi simple et rapide, elle est
applicable a d'importants jeux de données. Le Tablk est une synthese de treize méthodes
récentes de comparaison structurale de protéimresnsjgu de données type comprenant des
protéines particulierement difficiles a superposedonc a retrouver. Pour chaque méthode,
les protéines des différents ensembles servergqiete et sont recherchées dans la PDB. Ce
tableau est extrait de [72]. Il montre que les roé#s recentes (PB-ALIGN et YAKUSA)
fonctionnent particulierement bien, et que PB-ALIGNalgré sa simplicité fonctionne au
moins aussi bien si ce n'est mieux que toutes Wxes méthodes disponibles actuellement.

En effet, 96.6 % des protéines requétes utilisessretrouvées dans SCOP.
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w fragment 7
(5 residues, 8 dihedral angles)

—* ‘ —_— e 6_1—2-';]51—1-w1—2-¢1-W1-¢1+1-W1+1-¢1J-r\2\ i

(c)
Yia (o Yia b, LA Fin L L
PE a 41.14  75.53 13.82  -99.80 131.88 -96.27 122.08 -99.68 ™\
PE b 108.24 -20.12 119.54 -92.21 -18.06 -128.93 147.04 -99.90
PB ¢ -11.¢61 -105.66 94.81 -106.08 132.5¢6 -106.93 135.97 -100.632
PB d 141.%98 -112. 79 132.20 -114.7% 140.11 -111.05 13%.54 -103.16
PB e 133.25 -112.37 137.84 -108.13 133.00 -87.30 120.54 77.40
PB £ 116.40 -105.53 129.32 -96.68 140.72 -74.18 -26.65 -94.51 Computation of
BB @ 0.40 -81.83 4.91 ~100.59 85.50 -71.65 130.78 84.98
PBE h 115.14 -102.58 130.83 -67.91 121.55 76.25 -2.95 -90.88 rtsdi between
BB i 130.68 =-56.92 119.26 77.85 10.42 =-99.43 141.40 =-98.01 the fragment /
PB 5 114.32 -121.47 118.14 82.88 -150.05 -82.81  23.35 -85.82 and sach B
PBE k 117.16 -95.41 140.40 -59.35 -29.23 -72.3% -25.08 -76.16
PBE 1 139.20 -55.96 -32.70 -68.51 -26.00 -74.44 -22.60 -71.74
BE m -39.62 -64.73 -39.52 -65.54 -38.88 -66.8% -37.76 -70.19
PE n -35.34 -£5.032 -38.12 -56.34 -2%.51 -89.10 -2.91 77.%0
PB ¢ -45.2%9 -67.44 -27.72 -87.27 £.13 77.49 30.71 -83.23
BE p -27.09 -86.14 0.30 59.85  21.51 -86.30 132.67 =-92.91
(d)
(e)

Assignment of PB in position i —argminirmsda(f FB))

e
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Figure 6 : Principe du codage d’une protéine a I'ale d’un alphabet structural.

(a) La protéine est découpée en fragments chevatsctia 5 résidus. (b) Chaque fragment est repépantune
succession de 8 angles diédres. (c) Il est conqard 6 BPs (d) a I'aide du critere du RMSD sunaleurs
d’angles diédres (RMSDa). (e) La valeur la plugailele de RMSDa correspond au BP assigné, ce quigie
donc (f) de représenter la structure 3D sous fatimee succession monodimensionnelle de BPs (fifjude
[76]).

Programme Principalement Principalement Mélange | Quelques

o Total (%)
utilisé a (19) B (19) af (15) SSEs (8)

PB-ALIGN 18 17 14 8 96.6

YAKUSA 17 19 14 95

DALI 14 19 14 90

VAST 12 17 15 84

TOP 14 18 12 84

8
8
MATRAS 11 19 14 8 85
7
7
4

DEJAVU 14 19 9 75
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TOPSCAN 15 12 9 7 70
TOPS 2 15 14 7 62
PRIDE 14 14 7 3 62
LOCK 0 14 11 8 54
SSM 5 13 10 5 54

Tableaul : Comparaison de 13 méthodes récentes de companaiset détermination de structure de protéines.
Chaque méthode est testée sur quatre ensemblestém@s de classes SCOP différentes. Une protéqeete est
soumise pour chaque méthode. Ces quantités coméspbau nombre de fois ou la protéine requéteetsiuvée.

2. Les bases de données existantes

La PDB [5] est la base de données de structurdgigues la plus utilisée au monde.
Elle répertorie la majorité des structures résoktegendues publiques a ce jour et met a la
disposition de la communauté scientifique leursrdoonées ainsi que des annotations sur
leur structure, leur fonction... Ces informations tsextraites d’autres bases de données qui
servent a hiérarchiser les structures des protéihes structures sont généralement
catégorisées en quatre classes principales enidonde leur composition en structure
secondaire: « tout », « toutp », «a /B » (o et mélangé) ou @ + f » (@ d’'un cbté e} de
l'autre coté). Les classifications les plus utdisésont SCOP (Structural Classification Of
Proteins) [44] et CATH (Class Architecture Topologpmology) [45]. Ces classifications
sont des classifications hiérarchiques des domaimesturaux protéiques. Les structures sont
découpées en domaines, puis regroupées selonsieuifarités de séquences, puis sur leurs
similarités de structures, et enfin sur leur sintéaen composition et organisation des
structures secondaires. Des classifications norarfgiéiques existent aussi telles que FSSP
[51] construite avec le programme DALI [49] ou CERtBbase, construite avec le programme
CE [50].

I. SCOP

La classificationSCOP [44] est construite manuellement d’aprés des mé&tions
structurales et des connaissances plus généralebaqgue protéine. Les outils automatiques
de comparaison structurale ne sont utilisés que accelérer la classification par inspection
visuelle. Dans un premier temps, les structuregmoes sont découpées en domaines, avant
d’étre classées. Les quatre niveaux de classificadiu niveau le plus général au plus fin,

sont:
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- class: la composition en structures secondaires estasien Il y a quatre
classes principales définies par M. Levitt et C.ofbka [77]: « touta »,
«toutp », «a /B » (@ etp mélangé) ou @ +  » (@ d’'un coté eP de l'autre
c6té) ainsi que les classes des protéines multic@sa des protéines
membranaires et des petites protéines.

- fold : la composition en structures secondaires (reticet feuilletsp), leur
arrangement spatial et leurs connexions sont smesla

- superfamily. ensemble de structures au sein desquelles fiideme
séquence peut étre faible mais les structuresselections suggerent une
origine évolutive commune.

- family: les structures protéiques ont au moins 30% dtitke de séquence,
ou alors possedent des fonctions et des strudi@®similaires.

La banque SCOP est une classification « manueltie >domaines. Elle n’est pas
souvent mise a jour. Elle comprend actuellement 68%ostructures de la PDB. Cette banque
comprend par exemple la clasBergerat fold[78] qui contient des protéines de fonction
différentes telles que des gyrases, des histidkimeses, des mutL, ayant trés peu d’identité
de séquences entre elles mais ayantolthcommun; nous retrouverons ce repliement plus
tard dans le manuscrit. La derniere mise a jourS@OP date de novembre 2007 et
comprenait 1086olds 1777 superfamilles et 3464 familles.

ii. CATH

La classification CATH [45,79] est effectuée a la fois automatiguement et
manuellement. Comme SCOP, elle est hiérarchiqguesuéidivisée en quatre niveaux
principaux. Elle possede trois niveaux supplémesgaide classification établis sur la
similarité des séquences protéiques (cf. Figireées niveaux de classification sont :

- class: les structures sont regroupées selon leur coitioen structures
secondaires et les contacts entre celles-ci. lgyaire classes : « mainky»
et « mainlyp » qui sont similaires aux deux classes « toutet « tout f§ »
de SCOP, «mixedi—p » et « Few secondary structures ». L’assignation
d’'une structure a l'une de ces quatre classesutsimatique dans 90% des
cas (les 10% restant sont assignés manuelleméit) [8
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- architecture: les structures sont regroupées selon l'orgapisajénérale de
leurs structures secondaires. Dans une méme cleasdhitecture est la
méme (cf. Figurd).

- topology: les structures ayant un méme repliement en temheenombre,
d’ordre et de connexions de structures seconda@oes regroupées. La
méthode de comparaison utilisée est SSAP [53] pligoe une contrainte
sur la longueur de I'alignement et le score obtenu.

- homologous surperfamilyes structures et les fonctions d’'un méme groupe
sont trés similaires, suggérant un ancétre com®8AP est aussi utilisé.

Des niveaux supplémentaires S, N, | regroupentsiagtures ayant une identité de
séquence respectivement > 35%, > 95% et de 100%efodéer niveau regroupe les protéines
qui ont été résolues plusieurs fois, par exempleptexées ou non avec leur ligand).
L’algorithme d’alignement des séquences est cauNededleman et Wunsch [52].

Contrairement & SCOP, CATH est régulierement migmi&a[79,81]. Les algorithmes
de comparaison de détection des domaines sont r@gssierement améliorés. Par exemple,
la méthode CATHEDRAL [82] a été introduite en 208Ife se base sur un protocole itératif
qui localise les repliements protéiques déja condaiss des nouvelles protéines multi-
domaines. Des informations sur le degré de diviedst structures présentes dans CATH sont
accessibles, ainsi que d’autres informations coradr les chevauchements structuraux

possibles entre superfamilles peuvent aussi &tedisges.
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4 /

flavodoxin B lactamase
(4fxn) (1mblA1)

Figure 7 : exemple de classification hiérarchique présente darss différents niveaux de CATH.
Figure extraite de I'article d’'Orengo et collabaats [45]. Les deux structures au bas du schéntaleanéme
classe ¢ etf), méme architecture (sandwiphdes hélices sont présentes de chaque coté de plusieurs fsijle
mais de topologies différentes (Rossman fold éafsctamase).

iii. FSSP
La classification d4amilies of Structurally Similar Proteins (FSSP est une

classification non hiérarchique [46,51]. Elle a é@struite a partir des alignements de DALI
[49]. La méthode consiste en un découpage destw@tesc en domaines puis en une
comparaison exhaustive deux a deux avec l'algostBrALIl. Un algorithme de classification
ascendante hiérarchique fondé sur les scores dgwmlents de DALI average linkage
clustering» permet ensuite de regrouper les domaines enldamiN'étant plus mise a jour
régulierement et ne disposant pas de liens avetrd&banques de données ni de moyen de
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visualiser les alignements en 3D (seuls les aligsmgsndes paires de séquences sont fournis),

cette base de données est de moins en moinseitilisé

3. Applications et limites

De nombreuses méthodes de comparaison structurnalét® développées depuis une
vingtaine d’années. Ces méthodes permettent dsecléess structures protéiques de la PDB
suivant leur repliement. Des serveurs web sont rdé&se disponibles pour permettre de
caractériser rapidement une nouvelle protéine ggpart aux structures existantes. Ainsi, la
plupart des structures issues des consortiums enggue structurale sont annotées. Leur
classe CATH est définie alors que leur fonctiontpeupas I'étre. Par exemple, les structures
2Q78 et 2NR4 de la PDB sont issues des deux camsart le « New York Structural
Genomic Research Consortium » (NYSGXR@yw.nysgrc.ory et le « Joint Center for
Structural Genomics » (JCSG, www.jcsg.org) et somtotées comme protéine hypothétique.
Leurs caractéristiques CATH sont:

- pour 2Q78: Class: «Alpha Beta »; architectureRoll » ; topology :
« Thiol Ester Dehydrase ».

- pour 2NR4: Class : « Mainly Alpha » ; architectukeUp-down Bundle » ;
topology: « Methane Monooxygenase Hydroxylase »pmblogy:
« Hypothetical membrane protein ta0354_69 121 ».

L’assertion «le repliement d'une protéine est doreént corrélé a sa fonction » a
longtemps laissé supposer qu’une similarité stratgumpliquait une similarité de fonction.
Cependant, il est complexe de prévoir I'évolutias donctions des protéines au sein d’'une
méme superfamille car des protéines dites homotoguae parfois des fonctions différentes
[83]. Par exemple, les protéines de la superfanill#gP-domainillustrent la diversité de
fonctions et de structures de protéines homologiesegroupent les fonctionslectron
transfer flavoproteinou deoxyribodi-pyrimidine photo-lyasesui sont tres différentes [84].
Le repliement TIM-Barrel est aussi reconnu pouraesatilité en terme de fonction [85]. Il
est composé d’'une alternance de huit hélices aphait feuillets beta. Un minimum de 200
résidus est nécessaire pour former le repliemeM-BARREL dont 160 sont considérés
équivalent structuralement pour toutes les progue cette classe. Pourtant, ces enzymes
sont impliqués dans au moins 15 fonctions diff@snpar exemple la xylose isomérase (code
PDB : 1DXI), l'aldose réductase (oxydoréductasedecoPDB 2ACS) ou l'adénosine
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déaminase (hydrolase, code PDB 1FKW) [86]. Lesrdimeces entre les séquences de cette
famille se trouvent dans les boucles qui reliestd&uctures secondaires, ainsi que dans la
région C terminale qui contient la plupart du tergpsite actif de la protéine.

Les méthodes de comparaison structurale ne sorsubiEsantes pour émettre de solides
hypotheses quant aux fonctions potentielles deépres. Pourtant, la structure d’'une protéine
n'en est pas moins importante. En effet, le repdietrglobal d’une protéine a pour réle de
stabiliser sa structure alors que sa fonction dépkmn petit ensemble de résidus conservés
souvent situés a la surface de la protéine [40].nbéion de surface d’interaction est
importante et la nécessité de pouvoir comparer sigfaces devient donc cruciale pour

I'annotation fonctionnelle structurale.

C. Notion de surface d’interaction

La fonction d’'une protéine ne s’exprime qu’a padiér moment ou elle interagit avec un
ou plusieurs partenaires spécifiqgues. Ces intemastsont la base de tous les mécanismes
biologiques. Elles n'impliquent généralement qu’'yaetie des résidus de la protéine. Cette
zone est nommeée la surface d'interaction. Les preseinteragissent avec des petites
molécules et des macromolécules (d’autres prot@nedes acides nucléiques). En fonction
du type de leur partenaire, les caractéristiquesrderfaces se divisent en deux catégories: (i)
les propriétés structurales: taille, forme et campntarité géomeétrique, et (ii) les propriétés
chimiques: potentiel de solvatation, hydrophobijcifgotentiel €électrostatique, liaisons
hydrogéne et ponts salins. Les interactions en@repiotéine et son partenaire sont
généralement non covalentes et de faibles énergiess sont de méme type que celles
impliquées dans le repliement des protéines (lEdtydrogene, interactions électrostatiques,
contacts de type Van der Waals et effets hydropf)olden fonction du partenaire, une
interface a des propriétés particuliéres. Les tygiss d’interfaces sont décrits dans les parties

suivantes.
1. Propriétés des différents types d’'interfaces

I. Interactions protéine-protéine

Les interactions protéine-protéine sont au coeuad&no-machinerie cellulaire. Elles
sont essentielles par exemple dans la reconnassarigene-anticorps, ainsi que dans les

voies de transduction du signal dans les cellidgses et tumorales, ce qui en fait des cibles
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intéressantes pour le développement de molécuteapbutiques. La taille des interfaces des
complexes protéine-protéine est une des caraijgest de ces interfaces. Elle est
généralement mesurée par la difféerence entre l'déela surface accessible (ASA) du

complexe et celle des composés sépares :

B= ASAprot.l + ASAprot.Z' ASAcomplexe (1)

La mesure B donne une indication sur la force @edn entre les deux protéines. L'aire de la
surface enfouie est en relation directe avec l@eerde l'interaction hydrophobe de
désolvatation [87,88]. Pour caractériser les iam$ protéines-protéine, Lo Conte et ses
collaborateurs ont analysé la structure atomique siées de reconnaissance dans 75
complexes protéine-protéine: 24 complexes protédsbiteur, 19 complexes
anticorps/antigéne et 32 autres complexes, dontof@plexes enzymel/inhibiteur et 11
complexes impliqués dans la transduction du si¢8@]. Sur les 75 complexes, 52 ont une
interface de « taille standard » égale & 160000) A%>. Ces complexes sont principalement
des complexes anticorps/antigéne et protéasefiahibiLa plus petite des interfaces est de
1150 A2 (le cytochrome peroxydase et son subs@atytochrome C). Les petites interfaces
caractérisent le plus souvent des complexes temesiet de basse stabilité. Vingt complexes
ont des interfaces dont la taille s'étend de 20006680 X. Les complexes étudiés sont
principalement de protéases complexées avec ursseclparticuliére d’inhibiteurs, des
complexes permanents, par exemple le complexe tnanbodniine. Par leur taille, les
interfaces de ces complexes ressemblent a celfesales-unités protéiques des assemblages
oligomériques [90]. Toutefois, elles sont moins tayghobes et contiennent une proportion
plus importante de groupes chargés. Dans ces crawpléassociation implique de grands
changements conformationnels, principalement unodatage de la chaine principale a
I'interface.

Structuralement, le site de liaison est plus soueemposé de feuilletf et pour les
chaines relativement longues non structurées. Béseka sont moins présentes [91]. Les
complexes anticorps/antigéne et enzymel/inhibitegsgntent un compactage étroitl¢se
packing) [88,92]. Les complexes homodimériques sont plusmpacts que les complexes
hétérodimériques. Parmi les atomes qui se retrawvé€mterface aprés I'association, environ
la moitié sont en contact avec la protéine partepaiont un tiers deviennent complétement
inaccessible au solvant [89]. Les interfaces desptexes anticorps/antigene sont plus planes

que celles des complexes enzyme/inhibiteur pouguiels les résidus catalytiques sont
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généralement localisés dans des crevasses defdaesuPour les autres types de complexes,
cette caracteéristique est mixte [90].

Le degré de compactage et le nombre de liaisongoggdes sont largement
proportionnels aux tailles des surfaces en intemadi93]. Les molécules d’eau liées ont
surtout été observées aux interfaces des compémtenrps/antigene [94]. Il est logique d’en
trouver moins dans les interfaces enzyme-inhibjtear la complémentarité de surfaces de
ces derniers complexes est meilleure, laissant geyplace aux molécules d'eau. Les
interfaces des cristaux de protéines sont plus agds que celles des assemblages
spécifiques, ce qui reflete une composition pludrbghile des interfaces non spécifiques
[95].

Une analyse détaillée de 70 complexes protéinem®ia mis en évidence la présence
de zones contigués typiques pour l'interactiopdtch » [96]. Ces patchs sont caractérisés
par une aire d’au moins 800 Aimpliquant approximativement un peu plus de Xidés et
un peu moins de 100 atomes. Pour les interfacesiesfdont I'aire est supérieure & 2000 Az,
plusieurs parcelles peuvent étre observées. Cesliggrsont composées d’'un cceucdgre »)
et d’un bord («im ») (cf. Figure 8); le rdle du bord serait prindgraent d’isoler les résidus
du coeur de la parcelle du solvant alors que ler @ssure le compactage du complexe. La
composition en résidus du coeur et du bord desfames protéine-protéine est différente. En
effet, le tryptophane, la tyrosine, I'arginine, giique la leucine et la valine sont plus présents
dans le cceur des interfaces alors que les résighise set thréonine le sont moins. Ces
observations ont été faites par Chakrabarti et c@kborateurs [96]. Bogan et ses
collaborateurs ont observés que le tryptophangyrtesine, I'arginine sont les résidus plus
présents alors que les résidus sérine et thré@oinemoins présent et les résidus leucine et
valine sont quasiment absent [97]. En conclusioousn pouvons affirmer que la

caractérisation des interfaces protéine-protéiharesravail extrémement complexe [98].
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Figure 8 : Représentation des atomes enfouis et &ssibles des interfaces.
a) Schéma d’'une interface protéine-protéine divesédeux parties : le cceur (rouge) composé d’atomes
enfouis et le bord (bleu) composé d’atomes expasémlvant. b) Site de reconnaissance de [I'irduiiitiu
dichlore en complexe avec la subtilisine (code PI3BLI). La surface en rouge représente les atonfesisret
la surface en bleue, les atomes accessibles. Figtrate de [96].

ii. Interactions protéine-nucléotide

La premiere caractéristique des complexes ADN-pret@&st la complémentarité de
surface entre ces macromolécules. Lors de la comipb®, les surfaces complémentaires
interagissent de facon intime pour devenir inadbéss au solvant. Seules quelques
molécules d’eau sont piégées dans le cas des esifaatéiques polaires [99]. A l'interface, il
est possible d’observer des interactions de typedé Waals, des liaisons hydrogéne, et des
ponts salins dont les molécules d’eau sont souesrintermédiaires. Les surfaces de contact
sont étendues et varient entre 1120 et 50D[L80]. L’ADN est un polyélectrolyte chargé et,
par conséquent, ses interactions avec les protdémndent fortement de la concentration en
sels dans le milieu. L'aspect thermodynamique @uiseigne sur la nature des énergies
conduisant a l'interaction (enthalpie d’interactienperte d’entropie associée) est difficile a
relier aux observations issues de la cristallogmpbe plus, les études tant théoriques
gu’'expérimentales portant sur la thermodynamiqueuet’électrostatique de I'association ne
sont pas aisées [101,102].

Deux modes de reconnaissance ADN-protéine exis{@nta « lecture directe » des
bases de I'’'ADN par les chaines latérales de l&pmiet (ii) la « lecture indirecte » dépendant
des propriétés structurales de I'ADN. La « lectdirecte » implique la formation de liaisons
hydrogene dites spécifiques entre les chaineslateet les sites donneurs ou accepteurs des

bases de I'ADN, ceci le plus souvent via le graitidrs A surface d’interaction égale, les
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liaisons hydrogene sont beaucoup plus fréquentas s interactions ADN-protéine que
dans les interactions protéine-protéine. Toutefaiplupart des ces contacts ont lieu entre les
acides aminés et le squelette phosphodiester [@0Rjprésentent la « lecture indirecte » de
'ADN. Dans ce type de reconnaissance, les pragsiéhécaniques de cet oligonucléotide
jouent un réle dans la spécificité de la complexati De nombreuses structures
cristallographiques présentent des déformationseunés ou majeures de I'ADN. La
flexibilité intrinséque de I'ADN, qui dépend de saquence, peut servir comme un code
"additionnel” qui dirige les protéines vers un sde liaison particulier. Un exemple
caractéristique est le complexe ADN-TBP [104] diagiel 'ADN est courbé de 90° dans la
direction du grand sillon, et ou quasiment aucumaxt spécifique entre '’ADN et la protéine
ne permet de rendre compte de la préférence paursites "TATA". Les principales
déeformations de I’ADN rencontrées dans les com@es@nt la sur-tension ou sous-torsion
(over/under twistiny I'étirement §tretching et la courburel{ending.

Les protéines se liant a 'ADN sont reconnaissablas quelques indices, comme les
motifs structuraux ou la composition spécifiquerésidus, mais surtout par leurs propriétés
électrostatiques globales et locales (chargesipesiabondantes) [105-107]. Les interactions
électrostatiques jouent un rdle tres important danslecture indirecte » de 'ADN. Dans le
complexe impliquant le répresseur de I'opéron tygheine, deux hélices du motif « hélice
tour hélice » ont un potentiel électropositif, feiface de la protéine étant trés fortement
électronégative (la protéine possede une chargketoégative de -6 a pH 7). Cette différence
de potentiel permettrait I'orientation de ce matifir la protéine vers 'ADN avant la

complexation [108].

iii. Interactions protéine-ligand

Dans ce type d’interactions, un ligand est une oudede petite taille (inférieure a 100
atomes) ou un petit peptide (chaine protéique ddizaine de résidus). Les interactions
protéine-ligand ont des rbles clés dans les fonstie transport, de transmission de signaux
cellulaires, ainsi que dans la capacité des stiguis a moduler la fonction des protéines en
élaborant des médicaments inhibiteurs compétiefs ldyands naturels @rug design » De
plus en plus de structures de la PDB sont résaues des molécules avec lesquelles elles
interagissent avec plus ou moins d’affinité. Cesnplexes permettent I'extraction des
caractéristiques structurales de ces interfaceseretettent d’établir des regles sur les modes

de fixation des ligands aux protéines. Les sitekaikons dépendent de la forme de la surface

50
PARTIE | : Les structures des protéines




des protéines [109]. La surface protéique estus pbuvent irréguliere composée de plusieurs
cavités et de sillons de tailles différentes. Cagtés sont impliquées dans différents types
d’interactions. Une cavité de grande taille offreesurface plus importante, il est postulé que
cette propriété augmenterait les possibilités préaeine d’interagir avec d’autres molécules
et en particulier avec de petits ligands. Laskowetkses collaborateurs ont montré que les
ligands se fixent en général dans la plus grandétécale la protéine étudiée [109]. A
I'inverse, lorsque plusieurs cavités de tailles ilsiimes sont détectées sur une surface, le
ligand peut se fixer dans I'une ou l'autre des @yicette cavité n’étant pas forcément la plus
grande. Les ligands allostériques induisent un gharent de conformation de la protéine et
se fixent le plus souvent dans les petites cajligg].

Cette corrélation observée avec les dépressiofacgires (cavités) est la conséquence
des principes physiques qui gouvernent la recosaace moléculaire. Tant que les
contributions entropiques de la flexibilité du lghne deviennent pas trop pénalisantes et
dans les cas ou la contribution des termes de tatima est constante. Il est possible
d’admettre que l'affinité est principalement uraniribution additive de termes enthalpiques
entre les atomes du ligand et de la protéine. &tedonc relativement liée a la taille de la
surface d’interaction. Une spécificité correcte gsis aisément obtenue si I'environnement
des protéines impose des contraintes géomeétriquus/sicochimiques.

Bien gu’essentiels, les criteres géométriques né pas suffisants pour caractériser un
site de liaison. En effet, ces régions de la serfées protéines doivent pouvoir interagir avec
une molécule. Les interactions protéine-ligand petnétre covalentes pour les inhibiteurs
irréversibles ou non covalentes pour les inhibgexampétitifs. Certaines propriétés physico-
chimiques a la surface des protéines sont donctdéles et servent a la localisation de sites
de liaison potentiels. Des approches exploitent pespriétés en calculant des cartes
électrostatiques d’interaction entre différentesdes (des groupements méthyles, hydroxyles,
carbonyles...) et les atomes de la surface de |2ipe{cf. partie 1.C.2) [110]. Dans la partie
suivante, je détaillerai ces propriétés et quelquess de ces méthodes. Ces cartes permettent
de localiser des sites de liaisons potentiels @gpéiot-spots». D’autres approches se basent
sur le fait que les résidus présents dans lesdgtdiaison sont mieux conserves que les autres
[111]. L'analyse de I'évolution phylogénétique deSquences en acides aminés est aussi
utilisée pour prédire la position des sites d'iattion. La Figure 9 représente les trois
différents types de complexe.
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Figure 9 : Trois exemples de complexes protéiquegdtits.

A gauche, le complexe Thrombine-Rhodniine (code PDBBR), la thrombine est en rouge et la rhidnimebleu.
Deux interfaces distinctes sont présentes. Au mileecomplexe ADN-TBP [104] (code PDB : 1CDW), ®lu
communément appelé boite TATA. A droite, le compl©DK2-ATP (code PDB : 1B38), le ligand ATP se treu

dans la cavité la plus grande de la surface.

2. Méthodes de localisation de sites de liaisons et
annotation fonctionnelle

De plus en plus de structures sont résolues ags@au d’information sur leur fonction.
Aujourd’hui plus de 3000 structures de la PDB sdassées comme protéines hypothétiques
(« unknown function »). Il faut aussi noter qu’uitesunique de liaison par protéine est
souvent caractérisé alors qu’une protéine interagimoyenne avec trois a neuf partenaires
[112]. Des méthodes d’annotations fonctionnellespd&éines permettent de localiser les
résidus impliqués dans les mécanismes de liaises.descripteurs utilisés peuvent dépendre
de la séquence (notion de signature ou de prdfé)ytres de la structure (notion de surface
d’interaction) et d’'autres des groupements chinmsqada surface des protéines (notion de

signature chimique 3D)

i. Méthodes basées sur la séquence

L'approche classique d’annotation d'une séquencetéfmue est la recherche de
séquences annotées ayant un taux d'identité dlevplupart des protéines hypothétiques le
sont car les méthodes de comparaison de séquenuaec®SI-BLAST [113] ou FASTA
[114] ne détecte aucune similitudes avec des pregéannotées des bases de données de
séquences tel UNIPROT [2]. Cependant, des relaparslointaines entre séquences existent
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et sont détectées a partir d’alignements multipl@sservent a la génération de séquences
consensus des régions conservées nommées signaturestifs. Une signature n’est pas
obligatoirement composée de résidus contigus.dsiéemportante car les régions spécifiques
impliquées dans la liaison avec d’autres molécwesdans l'activité enzymatique de la
protéine sont souvent des motifs conservés. Ceddamilles ne peuvent cependant pas étre
détectées par recherche de motifs. En effet, oetteerche se base sur la présence stricte des
acidés aminés de la signature. Elle peut s’avéfendtueuse si certains résidus sont absent
d’'une séquence requéte. Un profil est un tableayalds et de pénalités sur la position
d’acides aminés dans une séquence. Une rechercharofils permet de détecter des
similarités plus éloignées qu’une recherche deasige, et cela s’avere étre plus efficace
[115]. Ces poids permettent le calcul d’un scoreidglarité entre un profil et une séquence.
Un score seuil délimite I'appartenance d'une ségeea une famille caractérisée par le
profile. L'augmentation de la taille des bases denges de séquences a incité a I'émergence
de bases de données de motifs et de profils, girgssdes méthodes automatique pour détecter
leur présence. Leurs objectifs sont de catégolserbanques de séquences en familles
fonctionnelles de séquences bien définies et alesspouvoir attribuer une fonction aux
séquences de proteines issues de consortium derggge a haut débit. Prosite [116], Pfam
[117] ou Catalytic Site Atlas [118] sont des basesdonnées de domaines fonctionnels
publiques: elles sont utilisables pour comparer s&guence requéte a I'ensemble de leurs

entrées.

PROSITE [116] est une base de données de motifs et désppodtéiques qui ont tous
une signification biologique particuliere. Les nfiotisont représentés sous forme
d’expressions régulieres globales qui peuvent éssociées a plusieurs signatures; par
exemple I'entrée PDOCO00100 est associé a I'anmotd®ukaryotic protein kinaseet il
rassemble quatre signatuf@ROTEIN_KINASE_DOM PS50011PROTEIN_KINASE_ATP
- PS00107,PROTEIN_KINASE_ST PS00108 ePROTEIN_KINASE_TYR PS00109. A
chague entrée est jointe une documentation comglgtson role biologique. La plupart ont
été construites en utilisant des alignements nieffippasés sur I'approche de Gribskov
(chaines de Markov cachées (HMM)) [115,119]. Lewdignes de conduite de PROSITE
sont :

(1) Son exhaustivité: la détermination d’annotatidonctionnelles requiert la présence

d’une tres grande quantité de motifs ayant unefgigtion biologique.
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(2) La spécificité des motifs permet de limiterrmaximum le nombre de faux positifs
et d’augmenter celui des vrais positifs.

(3) Une documentation exhaustive pour chaque eettglguant les raisons d’existence
du motif concerné.

(4) Une révision périodique surveillant la validités motifs.

(5) Un lien étroit avec la SWISSPROT [2] qui esblse de séquences la plus utilisée.
Elle est en permanence mise a jour avec les ségsigsgues des différents projets Génome et
la version 56.5 datant du 25 novembre 2008 conti®@t482 séquences extraites de plus de
250 organismes. Afin de faciliter 'accés aux aations fonctionnelles, une autre base de
données a été intégrée a PROSITE: ProRule [128]abeaoctations dépendent de la présence
d’acides aminés précis a certaines positions, atelirrence d’autres domaines ou encore de
spécificités de taxonomie. Chaque motif peut égouvé dans un certain nombre de
séquences dont le statut peut étre rangé en plsstatégories, FP : faux positif, TP : vrai
positif, FN : faux négatif, TN : vrai négatifs. lRole a permis l'incorporation de ScanProsite
http://www.expasy.org/tools/scanprosid/21], un outil permettant la détection de motifs
PROSITE dans n’importe quelle séquence protéiqaeadrsion 20.40 datant du 26 novembre
2008 contient 1539 entrées de documentation, 13térps, 819 profiles et 819 ProRule.

PFAM [117] est une base de données de famille de pastéhacune représentée par
des alignements multiples de séquences ou deseshdin Markov Cachées (HMM). Les
protéines sont généralement composées de une aieyhk régions fonctionnelles,
communément appelées domaines. Des combinaisoesselsv de domaines forment les
variétés de protéines existantes. PFAM se baskassertion que la localisation de domaine
dans les protéines peut fournir des éléments pounprendre leur fonction. Chaque famille
est vérifiée manuellement et est représentée pac aeggnements différents. Un alignement
local ou de graine geedb) qui contient les représentants caractéristiqpiesirs de chaque
famille. L'alignement local d’'une famille définitnuprofil qui sert de requéte pour détecter
tous les membres potentiels de la famille concerbégprogramme HMMER2, basé sur les
modeles de chaines de Markov cachées est utilisiesiséquences de la SWISSPROT [2]
pour créer un alignement global pour chaque famileAM est composée de deux bases de
données distinctes : PFAM-A ou sont stockés legnalnents locaux pour chaque famille et
PFAM-B qui contient les alignements globaux coroestants. Comme la SWISSPROT est
quotidiennement mise a jour avec de nouvelles semseresolues, PFAM est aussi dotée

d’un astucieux systeme de mise a jour. Le secoedde® PFAM-B est de constituer un espace
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tampon pour les familles de protéines pas encaeetEisées et donc inclues dans PFAM-A.
Lorsque la taille d’'une famille devient assez gendgin alignement local est généré et est
inséré dans PFAM-A. La taille de PFAM-A est don@asjment constante excepté lorsque de
nouvelles familles de protéines sont détectéepateees. Comme PROSITE, des annotations
spécifiques et claires sont disponibles pour chdguondle. Des informations structurales sont
aussi ajoutées, notamment les classes SCOP (lellsgu’sont disponibles) auxquelles
appartiennent les structures protéiques corresporaaex séquences. PFAM permet aussi de
rechercher a quelle famille appartient une séqueiacke site http://pfam.sanger.ac.uk/search.

La version 23.0, datant de juillet 2008 contienB40 familles.

Catalytic Site Atlas (CSA) [118] contient des descriptions de sitegfsaaenzymatiques
extraites de la littérature. La sélection des eregyrse fait en fonction d’'uk.C. number
(Enzyme Class NumBerzhoisi. UnE.C. numbelest une classification des enzymes basée sur
la réaction gqu'ils catalysent [122]. Pour BErC. numberdonné, si une structure de protéine
contenant assez d’informations sur son site axiste dans la PDB et que suffisamment des
données sur la réaction gu'’il catalyse sont didgesidans la littérature, il est ajouté a la base
de données CSA. D’autres recherches croisées seuite effectuées afin d’étre certain que
les données utilisées sont les plus a jour. Lagugscatalytigues sont annotés pour chaque
entrée. Ensuite, les entrées de la base serveméqigte pour PSI-BLAST [21] qui va
rechercher des séquences homologues dans une daséquences non redondantes des
structures de la PDB. Chaque alignement est enanabysé. Les résidus correspondant aux
résidus catalytiques de la requéte sont extraitsi eiu maximum, un résidu differe, la
structure est stockée dans la base. La premiesiomede CSA comptait 177 entrées
originales pour rassembler 2608 entrées « homoogudujourd’hui, la version 2.2.10

compte 968 entrées originales pour 23 265 homokgue

Les méthodes de comparaison de profiles ou de snatifisées par ces bases de
données ont une sensibilité plus importante queniéhodes de comparaison de séguences.
En effet, les profils contiennent implicitement dermations sur les résidus qui sont les
mieux conservés mais aussi les plus variables dédaence en acides aminés. La fonction
d’'une protéine peut donc étre déterminée si saeswgucontient un des profils ou motifs
stockés dans une des bases de données décritesc®aas, les résidus impliqués dans la
fonction sont identifiés. Leur localisation sur $arface d’'une protéine peut aider a la

compréhension des mécanismes dans lesquels lengrett impliquée.
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ii. Méthodes basées sur la structure

Lorsque la structure 3D d'une protéine est dispenita stratégie a adopter pour
annoter fonctionnellement cette protéine dépendygpe d’information disponible. Ici, la
notion de surface d’interaction (ou de site desba) de la structure protéique est capitale.
Elle se définit par une liste de résidu ou d'atorges vont interagir avec un partenaire
biologique. En régle générale, trois possibilg&dfre au chercheur [123]:

1. Le site de liaison n’est pas connuLa fonction générale de la protéine
cible peut étre connue sans que les détails stawctidu mécanisme soient
bien caractérisés. Il convient donc d'utiliser aeéthodes de localisation
de sites de liaison. Une fois I'emplacement du sitéf localisé, il est
possible d’analyser la composition de la surfacerpappréhender le
mécanisme d’action. Il faut noter que de plus ars ge structures sans

ligand sont résolues.

2. La surface d’interaction est approximativement locéisée sur la surface
globale de la protéine sans quaucune information W& ses
caractéristiques ou sur le type de ligand qui peutnteragir ne soit
disponible. Cette situation est la plus commune et nécessite analyse
rigoureuse de la région concernée, afin de logaleserégions ou certains
groupes fonctionnels chimiques pourraient interagldne carte
d’interaction fonctionnelle peut ainsi étre génépéemettant de guider le
positionnement d’'un ligand potentiel. Les méthodiesdocking et de
criblage virtuel positionnent ou construisent dgarids ciblant le site de
liaison. D’autres types de méthodes permettent destwire un
pharmacophore pour chercher des ligands spécifigaes une base de

données de molécules.

3. Le site de liaison est connu et la structure est awistallisée avec son
ligand. Ces structures sont trés utiles pour aider a lapcénension des
mécanismes d’action de la protéine étudiée. Satitona’est cependant
pas toujours connue. Le site de liaison localisé pee comparé a d’autres
sites dont la fonction est connue. Les méthodesmeant cette
comparaison utilisent le plus souvent des deseniptemixtes pour
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comparer les surfaces d’interactions, par exemgsedgscripteurs unissant

des propriétés structurales et fonctionnelles.

Critéeres géométriques

L’emplacement des sites de liaisons dépend diremtemte la forme de la surface des
protéines [109]. Cette derniére est le plus sougentposée de cavités ou se fixent les petites
molécules. Aussi, de nombreuses méthodes de réaseont été développées pour détecter
les cavités sur les surfaces de protéines. Cesonethse basent principalement sur des
criteres géométriques. Les trois principales mébpd IGSITE [124], PASS [125] et

PocketFinder [126] sont décrites ici.

LIGSITE [124] utilise une grille 3D de maille réguliéreigontient la protéine étudiée.
Les cellules de la grille en intersection avec paése de Van der Waals d’'un atome sont
éliminées et les autres intersections sont évalegdenction de leur degré d’enfouissement.
Ce dernier est déterminé en parcourant les ligeek @rille selon les trois axes cartésiens,
ainsi que les quatre diagonales cubiques de I ¢cil. Figure 10). Si une maille de la grille
est entre deux atomes de la protéine, sa valeum@simentée. Les valeurs des scores varient
entre zéro pour une maille a I'extérieure de lagne, et sept pour une maille complétement
enfouie dans la protéine. Les mailles adjacentesc ales scores supérieurs a 1 sont
regroupées et forment les cavités détectées p&x approche. Seules les cavités d'une

certaine taille sont conservées.
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Figure 10 : Représentation d’un résultat de Ligsite
Trois cavités sont détectées par la méthode,dasdibleues représentent

les directions parcourues par la sonde (figureaértde [127]).
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PocketFinder [126] se base sur une grille 3D de taille de raaié 1 A ol la protéine
est insérée. Dans cette méthode, le potentiel kdnlanes est calculé entre une sonde
aliphatique qui parcourt les maillages de la gritdes atomes de la protéine (les molécules
d’eau et les ligands co-cristallisés sont exclaggc la formule suivante :

N A( B
P, =Z(r P @)
PI

i=1 )

Ou i est la distance entre la sonde p et 'atomelX¥s parameétres @ et By sont
extraits du champs de force (ECEPP)EBnpirical Conformational Energy Program for
Peptideq128]).

Si un point de la grille est proche d’'un nombrevéld’atomes, la valeur du potentiel
pour ce point est élevée. Si au contraire un paenia grille est proche de trés peu d’atomes,
la sonde interagit tres peu et le potentiel ediléaiCe calcul permet aux régions enfouies
d’étre caractérisées par un haut potentiel. Unte @arergétique 3D est construite permettant
de facilement localiser les régions a potentieléld 'étape suivante consiste a créer des
enveloppes électrostatiques des cavités potestieiecontournant ces régions. Finalement les
sites de liaison détectés sont filtrés en fonctiera taille des enveloppes, seules celles ayant
une taille supérieure & 100°Aont conservées. La Figure 11 illustre une desleppes
détectées qui se forme autour d’'un ligand co-dliséa

Figure 11 : Exemple de site de liaison détecté pt&a méthode PocketFinder sur la structure 2IZI.
L’enveloppe prédite est colorée en vert autouriganid biotine représenté stick

PASS (Putative Active Sites with Sphere) [125] est wtilaqui utilise des spheres pour

remplir les cavités de la surface des protéinesdifientifier celles qui ont le plus de chance
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d’étre les centres de sites de liaison. Ces splsemgsappelées « active site points » (ASP).
L’algorithme se décrit en sept étapes (cf. Figuke 1

(1) Lecture des coordonnées dans le PDB et atimiibdies rayons atomiques.

(2) Premiéere couche de sphéres tout autour deokgipe en utilisant la méthode des
trois points de Connolly [129] (cf. Annexe 1).

(3) Premier filtre appligué sur les sphéres: élation des spheres ayant un clash
stérique avec la protéine, de celles qui ne sostagaez enfouies et de celles qui sont a une
distance inférieur a 1A d’'une sphére plus enfouie.

(4) Ajout d’'une nouvelle couche de spheres.

(5) Second filtre pour éliminer les spheres s’etraas avec d’'autres (clash stérique).

(6) Renouvellement des étapes 4 et 5 jusqu’a cauguhe nouvelle sphere ne soit
ajoutée.

(7) Calcul des ASP, situés au centre de gravitéadess de spheres.

Figure 1 - PASS Algorithm
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Figure 12 : Sept étapes de I'algorithme du logiciPASS
Figure extraite de I'article [125]

Ces méthodes sont efficaces pour localiser un gnantbre de cavités a la surface des
protéines et dans certains cas cela peut suffisduar le site fonctionnel d’'une protéine.
Huang et ses collaborateurs présentent une métheise sur LIGSITE, LIGSITEcsc et la
compare a d’'autres approches géomeétriques domrtireestsont décrites préecédemment [127]
sur un jeu de 210 structures de la PDB liées digkasds (cf.Tableau 2.
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Method Topl Top3
LIGSITE¢s 75%

LIGSITEe 67% 87%
LIGSITE 65% 85%
PASS 54% 79%
SURFNET 42% 56%

Tableau 2 : Comparaison des méthodes de détectior dites basées sur des critéres géométriques
sur un jeu de 210 structuresLa colonne « TOP 1 » contient le pourcentage @s siétectés en
premier et la colonne « TOP 3 » contient le pouags de sites détectés dans les trois premiers. Ce
tableau est extrait de l'article [127].

Malgré l'efficacité de ces méthodes, quand plusietavités sont détectées sur une
méme protéine, il faut pouvoir définir celle quivdat étre fonctionnelle. La question de
savoir ce qui distingue un site de liaison desesutavités est fondamentale. Il est difficile
d’'y répondre simplement.

L'utilisation d’une fonction d’énergie ou la caradsation physico-chimique de la
surface des protéines permet de classer des Sitesakttions déja détectés par une recherche
de cavités. Ces criteres permettent aussi de prémactement I'emplacement de sites

d’interaction potentiels.

Critéres énergétiques

D'un point de vue énergétique, la structure duneténe est particulierement
complexe [130]. Les interactions hydrophobes ou répkiles modifiees durant la
complexation de la protéine avec un ligand doiverster tres localisées afin de ne pas
perturber la stabilité de la protéine. Pour restecressible, une surface d’interaction doit
exposer des régions hydrophobes et des chargesheants Elle doit aussi fournir des
accepteurs ou des donneurs de liaison hydrogéndiémrsans engendrer de repliements
locaux. Ainsi, les sites de liaisons semblent @&re régions plus instables que le reste de la
surface. Certaines méthodes exploitent cette m@tEpet se basent sur différents potentiels

energétiques pour localiser des sites de liaison.

Roterman et collaborateurs [131] ont mis au pommeodeéle pour la reconnaissance de
site de liaison (le modelerkuzzy Oil Drop », FOD) basé sur I'analyse de la distribution non
aléatoire de I'hydrophobicité sur la structure gestéines. Ce modéle avait initialement été
utilisé pour simuler le repliement partiel des pmoés di aux coeurs hydrophobes des
protéines [132]. Des études de la distribution bptiobe sur des structures de protéines
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naturelles ont permis de détecter un comportemamicplier au niveau des sites de liaisons.
Ces études ont mené au développement d'une méthmdkstection de sites fonctionnels
utilisant un champ de force hydrophobe externe &l base sur la détection d’irrégularités au
sein de la distribution hydrophobe a la surfacepteteines et compare les sites détectés aux
données expérimentales de la base CSA. Sa conga@ec Profunc [133] et SuMo [8,9]
(méthodes détaillées dans la suite du manuscrit)usujeu de protéines enzymatiques
fonctionnellement caractérisées, montre des réswdtdisfaisants [131].

FLAP (“Fingerprints for Ligands And Proteif)s[134] analyse les cavités détectées a
la surface des protéines en utilisant différenfesyde sondes qui représentent chacune une
fonction chimique qui pourrait interagir avec la oggine étudiée. En évaluant
systématiquement au sein d’'une grille 3D I'énercpdculée a partir des champs de force
d’interaction moléculaire GRID (GRID-MIFS) [110].es sondes vont permettre de créer une
carte 3D d'arrangements énergétiques favorablesliéfdvorables a linteraction d'une
molécule avec la protéine. Cing cartes du site idson de la structure 1H1S sont
représentées Figure 13. Les couleurs représemmnidroits du site ou une interaction avec
le type de sonde donnée serait probable. La caiteaptient différentes couleurs est une
synthése des quatre autres. La carte énergétiguesdé peut étre comparée a celles d'autres
sites afin de les comparer. Elle peut aussi étrasidérée comme un négatif de
pharmacophore ayant pour utilité le criblage deéndles afin d’identifier des molécules
potentiellement actives sur le site étudié. Ceté¢hade produit donc une armature commune
pour analyser et comparer les ligands ensemblescases énergétiques peuvent aussi étre
représentées sous forme d’empreintes compa@tdggerprints») et plus facilement
exploitables pour de comparer les sites entre lgor. validation de la méthode sur un jeu de
23 protéines kinases de différentes familles detifée et elle montre que la méthode permet

de séparer les protéines par familles de protdimeses [134].
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DRY probe — Hydrophobic
N1 probe — H-Bond Donor
O probe — H-Bond Acceptor

O= probe — Negatively Charged

Figure 13 : Exemple d’analyse de la protéine kinaseH1S avec les champs de force de GRID-MIFs.
Chaque couleur est spécifique d’'un type de somhgedrophobe (vert), donneur de liaison hydrogéneu}!
accepteur de liaison hydrogene (rouge) et chargative (rose). La carte en bas a droite est lahegat des

quatre sondes. Elle peut étre utilisée pour Idagibvirtuel de ligands spécifique de ce site disdin ou pour la
comparaison avec d’autres sites de liaisons. Eiguiraite de [134].

La base de donnéext-site («electrostatic surface of functional-site in protei)
[135] contient des surfaces moléculaires de siiestionnels de protéines calculées avec la
méthode de Connolly [129] (cf. Annexe 1). La suefast représentée sous forme de maille
triangulaire et pour chague sommet, sa positiorpatentiel électrostatique et ces propriétés
hydrophobes sont stockées dans la base de do@esepropriétés servent de descripteurs. Le
but de cette approche est d'attribuer la fonctiamel protéine en comparant sa structure aux
éléments de la base. Une solution est retenuessirface requéte ainsi que ses descripteurs
électrostatiques ressemblent & un élément de & Pasir valider leur approche, les auteurs
détectent des similitudes fonctionnelles entre glessphoenoylpyruvate carboxy kinases et
des protéines liant des mono-nucléotides de différaepliements. Ensuite ils tentent
d’attribuer une fonction a la protéine hypothétidu@0226 (code PDB 1B78) en comparant
sa surface aux éléments de la base. Un serveurstetiisponible. Il est donc possible de

comparer une structure a I'ensemble des surfaggsmees dans eF-site.

Critéres physico-chimiques

La reconnaissance moléculaire engendre la modditaies réseaux d’interactions

entre groupements chimiques présents a la surfane grotéine avec ceux de son partenaire
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et de I'environnement. Ces groupements sont deseloa et des accepteurs de liaisons
hydrogéene, des groupements chimiques hydrophobses;ithrges positives ou négativets,

lls sont tous facilement caractérisables sur leea@minés. La prise en compte des positions
et des types de groupements chimiques impliqués anliaisons protéine-ligand permet la
création demotifs fonctionnels tridimensionnels La conservation de ces motifs dans des
sites actifs issus de protéines différentes imgligne relation fonctionnelle [123]. Quelques
méthodes de comparaison structurale utilisent ecggsnpour comparer des sites de liaison ou
pour détecter la présence de surfaces d’interacgpacifiques sur les structures de protéines
hypothétiques. Ces motifs permettent aussi la coagzn des différents modes de liaison de
certains ligands. Par exemple, deux protéines peueeragir avec le ligand ATP et avoir
des sites actifs tres différents. Cavbase [12EE3igine [11,136-138] et SuMo/MED-SuMo
[7,9,10] sont trois méthodes de reconnaissancsitds fonctionnels sur la surface des
protéines. Chacune se base sur la recherche deatds fonctionnels tridimensionnels pour
comparer et annoter les protéines. Elles se digtimgau niveau de leur algorithme de
comparaison, ou des types de groupements chimigaks dans les motifs, de leur rapidité

et aussi leur accessibilité.

Cavbase[12] est une base de données de cavités desusasidssues de la PDB
détectées par LIGSITE [124]. Ces cavités sont térgées par les coordonnées atomiques
des résidus qui les composent, réduits a un enserdbl descripteurs appelés des
pseudocentresegroupés en 5 propriétés chimiques : donneuad®h hydrogéne, accepteur
de liaison hydrogene, objet mixte donneur/acceptaroupe hydrophobe et groupe
aromatique. Une fois cgsseudocentreslétectés, ils sont examinés pour vérifier s'ilatso
effectivement situés a la surface de la cavité.gGbaobjet est ensuite placé a une position
définie par LIGSITE sur la surface. La forme dedaité, 'ensemble des descripteurs et leur
correspondance sur la surface de la protéine smukés dans la base de données.
L’algorithme de recherche de similarités se basaisa détection de clique pour détecter les
sous-graphes similaires formés de paires geexdocenters de propriétés équivalentes et
situés a une distance acceptable. Une certaineanole® de superposition est permise par
I'algorithme afin de gérer au mieux la flexibilitnformationelle des protéines. Une cavité
requéte (dite query-cavity») peut donc étre comparée a I'ensemble de castibekées dans
la base Cavbase. Les cavités retrouvées aux nisillamgs sont celles qui ont le plus de
similarités locales et dont les modes de liaisassemblent le plus a ceux de la cavité

requéte. Cette approche étant basée entierementesupropriétés physico-chimiques
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exposees a la surface et non des acides aminésioestindépendante d’homologie de
structure et de séquence. Aucune information sutemeps de comparaison nécessaire a
Cavbase n’est précisée. Il est simplement spégiféél’algorithme de comparaison est assez
lourd et long du fait de la recherche de cliquevii@ae est un module inclut dans le package
de Relibase [139] qui regroupe un ensemble de Hasdonnées, ainsi qu’une interface
graphique. Celle-ci se compose d’'une version coroialeret d’'une version gratuite pour les

académiques.

SiteEngine [136-138] est une méthode qui permet de recherchesite fonctionnel
précis sur les surfaces d’'un ensemble de protémhessomparer un site de liaison a un
ensemble de sites de liaison et de détecter umlsit@ison sur la surface d’'une protéine. Les
applications impliquent deux types de comparaisdasecherche sur une surface de protéine
entiere d’un site donnée, et la comparaison e dites de liaison. Le méme algorithme de
comparaison est utilisé dans les deux cas. CommeQ@avbase, la premiére étape consiste a
détecter lepseudocentresur les résidus de la surface considérée (powitarou la surface
entiere). Chacun de ces pseudocentres représenteenire d’interaction possible. Les
propriétés chimiques sont les mémes que pour Cavbdenneur de liaison hydrogene,
accepteur de liaison hydrogéne, objet mixte doriaecepteur, groupe hydrophobe et groupe
aromatique. La premiere étape de la méthode cenaistétecter lepseudocentresur les
résidus. Lorsque la surface entiere de la protéstecaractérisée, seuls lpseudocentres
situés sur la surface telle qu’elle est définie ypa& approche de « Connolly » sont conserves
(cf. Annexe 1). Pour les sites de liaisons, pesudocentresitués dans les 4 A autour du
ligand sont conservés. Leseudocentresbtenus sont assemblés en triplets. Les tripkats d
la taille des arétes est acceptable sont stockés dae table de hachage. Un triplet est
représenté par une clé qui contient des informatisur la taille des arrétes et un index
physico-chimique. L’algorithme est basé sur la eeche de paires de triplets similaires entre
les deux sites comparés. Les triplets compatiblesgnt adjacents sont regroupés. Chaque
ensemble de paires de triplets représente despmgitions d'une partie de la surface des
deux protéines comparées. Les résultats sont enslaissés en fonction de leur score. Ce
score dépend depseudocentresompatibles entre les surfaces similaires détectém
serveur web est disponible. Il permet de comparesite de liaison requéte ou la surface
entiere d’'une protéine a une base de cavités prpitées
(http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/SiteEngine/bin/geg&hgineData. !
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MED-SuMo est le produit dérivé a vocation industrielle deévi® [7,9,10] dont le
développement a été réalisé par Martin Jambon dierssa thése sous la direction de
Christophe Geourjon, au laboratoire CNRS, Instiat Biologie et Chimie des Protéines
(IBCP) [8]. Cette méthode localise rapidement lagfages d’interaction similaires entre
macromolécules. Si son approche possede des suetitavec SiteEngine et Cavbase, MED-
SuMo est tout de méme trés original. Tout d’abdrdjspose d’'un dictionnaire puissant et
reconfigurable pour décrire les différents groupetmehimiques a retenir pour cartographier
et comparer les surfaces d’interaction. Ensuitentgégre des coordonnées pseudo-internes
pour mieux geérer les variabilités conformationrellé propose de plus une fonction de score
avancée (cf. partie 11.D.3.). Enfin, il s’appuieraune transformation de I'espace 3D de la
surface d’interaction en un graphe de triplet deugements chimiques afin permettre une
accélération significative du temps de calcul. CamED-SuMo est I'outil au centre de

mon travail de these, j'ai choisi d’y consacrer paetie entiere (cf. partie Il).

Toutes les méthodes de détection ou de compardisa@urfaces d’interactions n’ont
pas été deécrites. Notamment, la méthode « Evolamtyomrace » (ET) [111] qui se base sur
des études phylogénétiques pour identifier lesdossifonctionnellement importants. Ces
résidus sont ensuite localisés sur la surface tdestgres résolues de protéines et recherchés
dans d’autres structures. CPASS [140] extrait éssdus autour des ligands co-cristallisés
dans les structures des protéines ainsi que leasgigns et les stocke dans une base de
données. Un algorithme d’alignement géométriquenperde comparer un site requéte a ceux
de la base. Enfin, ProFunc [133] est un serveucgoibine plusieurs méthodes pour analyser
une protéine. La séquence et la structure d’'unééipm sont analysées en méme temps,
détectant ainsi des séquences voisines (PSI-BLA&Y, structures voisines (DALI), et la
présence de motifs PROSITE ou PFAM particuliereFanc permet aussi de détecter quels
résidus sont potentiellement impliqués dans l'd@&ide la protéine étudiée. Aucune de ces
méthodes prises séparément ne peut systématiquexssumter la caractérisation de toute
protéine donnée. Le principe de ce serveur est d@rc combiner plusieurs dans le but de
rassembler plus d’'information possible sur la stree étudiée. Toutefois, la profusion des
résultats rend fastidieux les études portant susi@lrs protéines. Aucun résumé simple

efficace n’est en effet proposé.

La détection d’'une surface d’interaction d’'une pnoé n’est en aucun cas triviale. Les

méthodes décrites dans cette partie sont compkixesacune est validée sur différents jeux
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de protéines. Il est donc difficile de comparerrseperformances. Pour ce faire, il faudrait
pouvoir accéder a chacune des méthodes, analys@raigines particulierement étudiées et
connues, et accéder a tous les résultats. Certdmases méthodes nécessitent I'achat de
licence commercial comme Cavbase. Il n’a donc pape@ssible dans le cadre de ma thése de
comparer en détail les résultats et les perfornsmoteenues entre ces logiciels. Dans son
étude, Rotterman et ses collaborateurs [131] valibtemodéle FOD de détection de site de
liaison en comparant les données expérimentalés ldase CSA (cf. L.i) avec leurs résultats
et ceux des approches SuMo et ProFunc sur un jelB3destructures. Malgré cette
comparaison, il est difficile se prononcer en favdwne des méthodes. Les résultats sont

surtout tous trés différents et ils mettent en aleanomplexité du probleme posé.
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PARTIE Il ;: Présentation de MED-SuMo




. Présentation de MED-SuMo

A. Heuristique de la méthode

MED-SuMo est la version dérivée a vocation indedizidu logiciel SuMo congu pour
localiser les régions semblables sur les surfaespbtéines associées a une fonction définie
[9,10]. Si la majorité des détails de I'heuristigbi@Mo sont présentés dans la these de Martin
Jambon [8], je rappellerai ici les principaux paétmas et présenterai certaines des parties
développées a MEDIT et intégrées dans MED-SuMo.

L’heuristique est basée sur une représentationDedes macromolécules biologiques
avec des groupements chimiques particuliers saukssurface des protéines. Ces groupes
sont nommeés les surface Chemical Feature (SCFs). lls désignent des types présents dans
Cavbase et SiteEngine : les donneurs et acceptedigisons hydrogéne non liés, les charges
positives et négatives, les objets aromatiques yrophobes, mais aussi d’autres
groupements spécifiqgues des acides aminés tel dapgment amide, hydroxyle ou le
groupement guanidinium présent sur le résidu anginiies molécules d’eau identifiées pour
stabiliser le ligand avec la protéine peuvent @pé&onnellement représentées par l'objet
spécifique <structural water». Chaque SCF est encodé par ses caractéristitpiregques
mais surtout par des régles géomeétriques précigakbeudrs configurables au sein d'un
dictionnaire séparé.

L’algorithme global de comparaison de surface dlattion disponible dans MED-
SuMo est illustré Figure 14. Il se divise en detiapés principales : la construction d’un

graphe requéte et la comparaison de graphes.

Construction d’'un graphe requéte

Les SCFs sont détectés sur la surface de la peotéhoisie par une analyse
lexicographique du fichier PDB: un résidu est dguar un ensemble de SCFs, par exemple la
phénylalanine est représentée par deux accepteulgidon hydrogéne, un donneur, un
aromatique et trois objets hydrophobes. La surfataysée peut étre un site de liaison, une
surface entiere de protéine ou encore une sélentamuelle d’'un utilisateur. Une fois les
SCFs détectés, leurs positions et orientations\samifiées afin d’éliminer ceux qui sont trop
enfouis (paramétre «dsmax) et ceux déja impliqués dans une interactioratgrotéique
(cf. Figure 14a et b). Les SCFs restants sont ddésren triplets ayant des caractéristiques

géomeétriques strictes (tailles d’aréte et anglesmmim et maximum, périmetre maximum...)

68
PARTIE Il : Présentation de MED-SuMo




(cf. Figure 14c). Ces triplets vont constituerdesnmets d’'un graphe dont les arétes ne relient
gue les triplets adjacents (cf. Figure 14d). Lepbeaformé peut étre utilisé comme graphe
requéte ou étre stocké dans une base de données.

Comparaison de graphes

Pour comparer deux graphes, l'algorithme utilisé lasrecherche de sous-graphes
communs. MED-SuMo recherche toutes les pairesrigsts ayant a la fois les mémes types
de SCFs (cf Figure 14e) et partageant un ensengblgraprietés communes (longueur des
arétes, orientation du triplet, enfouissement,rtagon des SCFs, forme locale). A partir de
ces paires de triplets, qui sont des graines depammson, MED-SuMo étend les
comparaisons aux sommets voisins, représentaitipésts adjacents, jusqu’a ce qu’aucune
autre similitude ne soit trouvée. Ce procédé petmé&drmation depatchscomportant donc
au moins 3 SCFs en commun a partir des deux graggmpares. Chaque paire patchsa
donc une signature en SCFs commune, et sont claas@sction du score MED-SuMo. Ce
score est la somme de l'influence de chaque SCIe patch chaque SCF étant définit par un
poids par défaut qui est pondéré par I'environngnadomique des SCFs (cf. partie 11.D.3).
Les graphes similaires détectés par MED-SuMo qopelés degits.

Ces comparaisons sont habituellement effectuées eme requéte et une base de
données de graphes pré-compilés. Une commandpaftie 11.D.32i) permet de considérer
automatiquement chaque élement de l'index PDB ghgede construire ces graphes soit a
partir de I'ensemble des atome de la structureaderbtéine, soit a partir des atomes a
proximité de chaque ligand co-cristallisé avecttacture. Ainsi, deux sortes de bases sont
disponibles: la base de surfaces entieres domrégshes sont composés de SCFs sur toute la
surface des structures, et la base de sites derlmidont les graphes sont composés de SCFs
autour de ligands co-cristallisés. Les caract@uets des bases sont définies par trois
parametres essentiels : (1) La taille de I'enviement considéré pour les bases de sites
(paramétrdigand_radiug, les valeurs 4,5 A et 6,0 A sont les plus commuendt utilisées.

(2) La distance maximale entre deux SCFs pourgjabient inclus dans un triplet (parameétre
edge_max (3) Le périméetre maximal d’'un triplet (parametreax_edge_suynLe détail
mathématique de cette heuristique est présentéadera complete par Martin Jambon dans

son manuscrit de these (page 45 [9]), le scormeedétaillé par la suite (cf.partie 1.D.3).
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1 - Triplet Formation 2 - Graph Comparison

a

MED-SuMo
Database

T2T2

T3

Figure 14 : Procédure de comparaison disponible dansIED-SuMo.
Elle se divise en deux étapes : (1) Constructiam drraphe requéte : (a) Les SCFs sont détectds stiucture
de la protéine. (b) lls sont ensuite filtrés sedes critéres d’enfouissement ou d’implication éuehi¢ dans des
liaisons intra-protéines. (c) Les SCFs restant smsgemblés en triplets. (d) Ces triplets consitties sommets
d’'un graphe. Deux sommets sont connectés si [@stsiqu’ils représentent sont adjacents. (2) Coaigan de
graphes. (e) Le graphe requéte (en vert) est cénauar graphes d’'une base de données (en roseyiflets
compatibles sont détectés, i.e., ils sont compdeé&3CFs compatibles et présentent un ensembleogediés
géométriques communes. (f) Leiss sont classés par score MED-SuMo et peuvent étlysds a I'aide de
l'interface graphique MED-SuMo GUI.

La représentation des surfaces en graphe de ¢#ripdgant des caractéristiques
géométriques précises permet a l'algorithme de emaigpon d'étre rapide et puissant. En
effet, la comparaison d’un site de liaison a I'enbe des sites de liaisons des structures de la
PDB prend environ 15 minutes sur une machine loabant de 2006 (bi-OpterdxMD Dual
Core 270, 6GB RAM De plus, une superposition peut dépasser leemile SCFs si
nécessaire. MED-SuMo gere la flexibilité au nivedel la détection des similitudes de
surfaces d’interaction en tolérant une certaindadi@n entre les SCFs, ainsi qu’'un certain
angle pour les directions des vecteurs des SCE$e$cSCFs encerclés dans la Figure 39).

La compilation des bases de surfaces d’'interadliBD-SuMo, ainsi que les recherches
(ou rung) lancés utilisent des fonctions qui distribuerst dalculs si le noyawkérne) linux
utilisé tourne sur plusieurs CPUs et cceur. Un damsrpetressumo_process_nursert a
spécifier le nombre de CPU utilisé. Ainsi, MED-SuMst capable d’exploiter au mieux la
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puissance des machines sur lequel il est utilisés Bx machine du serveur dispose de

processeur et cceur multiples, plus les calculsrapides.

B.  Utilisation du logiciel

MED-SuMo fonctionne avec un systeme client-servearserveur est écrit en OCaml
[141] et fonctionne sous Linux. La version origmdSuMo) est disponible sur un serveur
web a l'adressehttp://sumo-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/sumo-welcomd0]. Afin d’augmenter la
robustesse d’acces aux données, MED-SuMo stockéases de surface d’interaction a
travers le systeme de gestion de base de donnéésmeelle SQLite. La librairie misglite
[142] permet I'interfacage entre ce moteur de liselonnées et le serveur MED-SuMo. Le
principal avantage de SQLite est que les bases Mo sont stockées sous forme de
fichiers binaires directement gérés par le programiinstallation d’'un systeme de gestion
de bases de données indépendant n'est pas néeedsaiilisation de MED-SuMo est
possible a travers trois interfacages : les dearmers concernent exclusivement le serveur et

le troisieme est la base des communications cienteur.

- MED-sumo-clui («command line user interfacg est une interface en lignes
de commande Shell qui gére I'essentiel des fongtitités de MED-SuMo
telles que la construction des différentes bagdb _(index.dpsites frags et
full) décrites dans la partie 11.D.2. La liste des candes disponibles,

accompagnées d’'une description, se trouve danfiéra 2.

- MED-sumo-lua est une interface entre MED-SuMo serveur et |gdge de
script Lua [143]. Elle permet l'utilisation de cairies fonctions de MED-
SuMo serveur a travers des scripts Lua. Il esegample possible de lancer
un run, et d'exporter les résultats aux formats texte,VC&i XML.
L’interfacage avec le Lua permet le lancement deuta en ligne de
commande. Cette fonctionnalité permet I'utilisattieyMED-SuMo pour des

calculs a grande échelle.

- MED-sumo-client est l'interface qui permet la communication clisetveur
de MED-SuMo. Cette communication se fait via deusogpammes

différentssumaoclientexeet sumo-client-batch.exé.e premier est utilisé par
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l'interface graphique, MED-SuMo Graphical User hfdee (MED-SuMo
GUI), décrite dans la partie I.C qui fonctionne sdMS-Windows et qui
constitue aujourd’hui 'un des atouts majeurs dgid@l par rapport aux
autres approches (Cavebase et SiteEngine). Le dgmmet le lancement
des fonctions utilisées par la GUI mais en modechiafToutes les
fonctionnalités de MED-SuMo sont ainsi disponibdesligne de commande.
Le programmesumo-client-batch.exa permis notamment le développement
d'un composant pour le logiciel Scitegic Pipelinto®" [144] permettant
l'intégration de MED-SuMo dans des enchainementprdgrammes (cf.
Figure 51).

La Figure 15 représente deux maniéres de lancem@&me run MED-SuMo, une

utilisant une requéte MED-sumo-client et I'autresanipt MED-sumo-lua.

Requéte MED-sumo-client
sumo-client -address 192.168.0.100 -port 9393 -u anonymous -p
"ffunction = "sumo-run" ;
query = {{
scan = {
pdb id="1ATP",
selection =" Ligand binding site 1 ";
database = "ligands";
)
3

—command

}"

Script MED-sumo-lua

molec = SuMo.read pdb id("1ATP");

graph = SuMo.graph{molee, {select="{Ligand binding site 1}"});
result = SuMo.compare_scan{graph, "sites");
SuMo.output_comparison_text(result, "sumo-results-1ATP _1.txt");
SuMo.output_comparison_csv(result, "sumo-results-1ATP 1.csv™);

Figure 15: Lancement du mémerun MED-SuMo de deux maniéres différentes.
La partie supérieure contient une requéte MED-salestt en ligne de commande. La partie inférieure
représente le contenu d’un script Lua appelé sumdua qu’il faut lancer avec I'exécutable MED-sutna. Le
script se lance avec la command# sumo-lua sumo-run.lua
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C. Interface Graphique : MED-SuMo GUI

L’interface graphique développée a MEDIT, permesieplifier I'utilisation de MED-
SuMo au travers d'une technique simple et puissdilie permet la visualisation de la
structure 3D d’une protéine, la sélection des atoéneonsidérer dans la requéte MED-SuMo
et le lancement de comparaison sur des basesdesitde surface entieres pré-compilées. La
Figurel6 est une capture d’écran de MED-SuMo GUI.

Pour commencer une recherche avec MED-SuMo, Batdiur charge sa protéine
requéte dans le visualisateur 3D ou bien spécifieade PDB s'il est déja disponible dans la
base de surface d'interaction. Les sites de ligissont détectés automatiguement par la
présence de ligands ou de peptides co-cristallisaslisateur peut alors sélectionner soit un
ligand, et donc la surface d’interaction entoureetligand, soit la surface entiére de la
protéine, ou encore construire une sélection méaeltour de résidus, atomes, ou SCFs
précis. L'utilisateur peut ensuite lancer la conaon sur une base de sites de liaison ou sur
une base de surface entiere. Les résultats obfgsausIED-SuMo sont affichés dans un
tableau de résultats contenant sur chaque ligrstrdature 3D projetée du ligand, le score
MED-SuMo, la signature SCFs et d’autres annotatisost édités (cf. Figure 16). Les
similitudes entre la requéte et les résulthtts) peuvent étre examinées dans le visualisateur
3D ou les superpositions sont disponibles. Cesrpopiions permettent de comparer en 3D
les poches et sous-poches de SCFs communs défeatésle cas des bases MED-SuMo de
sites de liaison, il est possible de visualiserigands co-cristallisés de la requéte et des hits
afin de mieux comprendre les interactions protéigeed mises en jeu. La colonne la plus a
droite dans le tableau de résultat représentegtaatire globale des SCFs communs entre la
requéte et ledits. Une classification hiérarchique ascendante basgele calcul d’'une
distance entre les signatures SCFs de chaque isitamssi la requéte, permet de regrouper les
hits en fonction de leur signature. Laiss s’affichent dans un dendrogramme représenté sur la
Figure 16 J'ai participé au développement de I'outil, danscéslre du savoir-faire MED-
SuMo mis en ceuvre par MEDIT, dans l'implémentati@nnouvelles fonctions MED-sumo-
client, mais aussi, comme la plupart du personeeM&DIT, au débuggage et aux tests de

I'outil.
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Figure 16: L'interface graphique de MED-SuMo: MED-SuMo GUI.
Quatre fenétres sont représentées ici: (1) Le lisaiaur 3D est en haut a gauche: trois élémestsy
superposés: les protéines, les ligands co-cristslien représentation baton et enfin les SCFsngjpiesmis cette
superposition. Le visualisateur est un Active X pgiimet a l'utilisateur de réorienter ou de déplées
structures (rotation, translation). (2) Le tabléaurésultat situé en bas a gauche: La premiéere tigrrespond a
la requéte ; son nom et sa signature en SCFs. Eladrte ligne correspond a bt détecté par MED-SuMo.
Leshits sont classés par ordre de score décroiss&Pftq@onne). Pour chaque ligne, différents élémemts s
disponibles : projection 2D du ligand, le score MEDMo, le nombre d’'SCFs commun avec la requétegte
du ligand, le HEADER du fichier PDB chit. La colonne la plus important contient la listeS{eéFs commun
entre la requéte et le hit: la signature SCF. Chalas SCFs représente une similitude structurale et
fonctionnelle. lls sont représentés par des retdargplorés dont la Iégende est représentée Figurg) Le
mini visualisateur permet a l'utilisateur de rédkeprofondeur graphique. (4) Un algorithme de sifastion a
été intégré au MED-SuMo GUI afin de classer les &it fonction de leur signature SCFs. La quatrifamétre
contient un dendrogramme ou les hits sont classifi€ nombre de groupedifsterg peut étre choisi par
I'utilisateur en déplacant le curseur jaune.

%) SuMo Objects Color Legend -

Figure 17 : Liste et couleurs des SCFs utilisés datMED-SuMo GUI
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D. Détails sur les composants de MED-SuMo

1. Différents types de requétes

MED-SuMo détecte les régions similaires sur laawefdes structures protéiques. Un
langage de script de sélection est directemengri@téu serveur de MED-SuMo afin de rendre
le type de requéte modulable. En effet, l'utilismt@eut choisir de soumettre une surface
entiére de protéine, un ou plusieurs sites deolisidétectés par la présence de ligands co-
cristallisés. Il est également possible de choise des chaines de la protéine, un ensemble de

résidus ou plus spécifiquement un ensemble de SIGFEigure 18 montre trois différents

types de requétes possibles.

Figure 18: Différents types de requétes possibles pour MEDeSMo sur la structure hypothétique 1B54.
De gauche a droite: (1) Requéte la plus classiggpiiquant les SCFs situés a proximité d'un dessigliaison
détectés. Les triplets formés sont affichés en.lfBuci, la requéte soumise est la surface entierla protéine.

Des SCFs sont détectés tout autour de la protéasetriplets n'ont pas été affichés par souci @etél (3) La
requéte soumise ici est manuelle. Quelques résiddishier PDB ont des facteurs B élevés (résidlis 2 234,
d’'une valeur supérieure a 15), ces résidus étatdhie peuvent étre stabilisés par une interaeti®e une autre

molécule d’aprés Barlett et ses collaborateurs. [d9Font sélectionnés ici pour construire unaiéte MED-
SuMo.

2. Différents types de bases de données

La requéte est ensuite comparée a un ensembleagbeyr MED-SuMo pré-compilés.
Deux types de bases sont utilisés : la base dedila base de surfaces entieres. Chaque base
est définie par différents paramétres. Elles squealt toutes les deux sur les mises a jour de
la PDB qui est elle-méme importée dans une talgaréé. Ces trois bases de données sont au

format SQLite, et sont décrites ci-dessous.
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I. L'index de la PDB

Les fichiers de la PDB sont indispensables podotetionnement de MED-SuMo. La
basepdb_index.dpermet le référencement de chacun des fichieta &DB, et fait le lien
avec les bases de graphes. Cet index ne contiertipformations sur les structures mais le
chemin relatif d'acces a chaque fichier PDB. lldexussi possible I'intégration de n'importe
quelle structure de protéines (structures privaesnodéles structuraux) a condition que le
format des fichiers soit le format PDB. Son bubhpipal est la synchronisation des différentes
bases MED-SuMo. La commande suivante permet latremti®n et la mise a jour de I'index
PDB :

# sumo pdb update $path

$path étant le chemin du répertoire contenantiébgefs PDB.

Des annotations sur les structures de chaque fi&fd peuvent aussi étre importés
dans cet index. Au départ, seules des annotatidrates du fichier PDB étaient stockable, il
est maintenant possible d'importer d’autres animwiat stockées alors dans des colonnes
supplémentaires de cette table (cf. Illii)). Ces@ations sont lues ensuite par le client
graphique et peuvent étre affichées dans le taldeawsultats. Il est aussi possible de créer
unpdb_index.dme référencant qu’'un petit nombre de structureatla PDB entiere.

En termes de procédure de mise a jour, il est dthbécessaire d'utiliser le script de
mise a jour délivré par la PDB afin de téléchargsr fichiers dans un répertoire local du
serveur Linux. Il faut ensuite lancer la mise arjda I'index de la PDB, et ensuite mettre a

jour les bases de graphes décrites ci-dessous.

il. La base de sites

Un site de liaison est défini ici par la présenemdigand co-cristallisé avec la structure
protéique. Plusieurs ligands peuvent étre prégemis une méme protéine, alors que certaines
sont résolues sans ligands. Les bases de sitesagantérisées par trois parametres essentiels:
la taille de I'environnement considéré protéinecautde chaque atome du ligand (parameétre
ligand_radiug, 4,5 A et 6,0 A sont les rayons les plus commuewénatilisés (4.5 A permet
de définir clairement les modes de liaisons deanliig. 6.0 A permet une analyse plus large
de la surface du site actif). Les parametres giets {edge_maret max_edge_sujrfixent
respectivement des limites sur la distance maximalee deux SCFs pour gu’ils forment une

aréte d'un triplet et le périmetre maximal d’'urpkei. En fonction des valeurs fixées, en
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général {13 A -39 A} et {20 A -60 A}, le nombre deplets créés est plus ou moins élevé, les
graphes formés sont donc plus ou moins denses. |Babgases sites, aucune limite sur le taux
d’enfouissement des SCFs n’est appliquée, tousS@ss autour du ligand considéré sont

utilisés pour construire le graphe.

iii. La base de surface entiere : la base Full

MED-SuMo définit une surface d’interaction avec 88SFs présents a la surface de la
protéine. Le calcul de la densité atomique de chajame permet d’éliminer les SCFs trop
enfouis (cf. [8]). Les SCFs restant sont les grougrgts chimiques accessibles aux partenaires
de la protéine étudiée. Comme pour la base de kitéalle des triplets est fixée par les deux
paramétres edge_maxetmax_edge_sunfPour la base full, les valeurs {13 A -39 A} sdexs
seules utilisées, la base SQLlite associée fad@mt environ 400G octets Les commandes

pour construire et mettre a jour les bases enifamcke I'index PDB sont :

# sumo graphdb update sites
# sumo graphdb update full

Les basesiteset full de MED-SuMo sont régulierement mise a jour, etiestiennent,
respectivement, tous les sites de liaison de tdatestructures de la PDB, soit au 27/01/09,
193 502 graphesiteset 53 413 graphdsall pour 55 410 structures.

iv. Plusieurs modes d’utilisation

L’'accés a différents types de requétes et a diffészbases permet de diversifier les
applications du logiciel (cf. Figure 19). La comgiaon de sites de liaison permet d’identifier
dans certains cas des corrélations potentielles éntontribution de groupements chimiques
du site actif de la requéte et les affinités eedé@lités thermodynamiques observées de ses
ligands. Parce que MED-SuMo superpose non seuleleemrotéines de la PDB mais aussi
les ligands co-cristallisés de chacun de ces hitsappliquant la méme matrice de
rotation/translation, la comparaison de sites d@dasdn permet aussi l'identification de
nouvelles molécules candidates a partir de cesdgyaco-cristallisées provenant des hits
MED-SuMo. Le «Drug repurposing», se base sur le principe qu’une molécule aqimmet
interagir avec plusieurs protéines cibles. Cettgliegtion est tres appréciée par I'industrie

pharmaceutique car elle permet le recyclage decoul@é déja classées commdrug-like »
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mais mises hors parcours a cause d’effets seceasdair d’autres problemes qu’elles peuvent
générer sur les protéines cibles.

Certaines protéines cibles sont co-cristalliséesc des molécules actives qui vont
inhiber ou activer leurs mécanismes. Ces ligandsct&risent pour MED-SuMo des surfaces
d’interactions intéressantes a exploiter.

Pour ces protéines, I'approche de MED-SuMo est ittégessante car si des sites de
liaisons tres semblables sont détectés dans la PB&, probable que la molécule interagisse
aussi avec eux. La comparaison d’'une surface entérprotéine a une base de sites de
liaisons permet ainsi de localiser un site d’'intécm et éventuellement d’apporter une
annotation fonctionnellement sur la protéine requ€ette utilisation de MED-SuMo est au
centre d’une partie de mes travaux de thése exjplasésla partie 1.A.2.

Base de données ) _ggg— .
Site { (qy' Full
Requéte S ;
Slte e > * Caractérisation de sites de liaison « Meilleure caractérisation des
c + Prédiction d’interactions ligands- sites
\ protéine
+ Caractérisation de nouvelles cibles
pour une molécule active
* Caractérisation des interfaces
Full + Détection de sites protéine-protéine
* Application pour de * Comparaison de templates issus
I’annotation fonctionnelle 3D de la modélisation par
homologie aux structures de la
PDB.

Figure 19 : Les différents modes d'utilisation du logiciel MEDSuMo et leurs diverses applications.

3. Le score MED-SuMo

Le score MED-SuMo est la somme de linfluence dagtle SCFs des deux patchs
similaires détectés par MED-SuMo. Un patch estnsemble de SCFs communs entre deux
surfaces d’'interaction. L'influence d'un SCF dépeleda « densité locale atomique » (cf. [8],
page 82), son environnement. Plus un SCFs estnélaitautres SCFs, plus son score est
élevé. En revanche, si un SCF est au milieu deepltssautres SCFs, son score sera diminue.

Cette propriété se quantifie par les deux progsiétévantes :

- w est le poids de chaque SCF comme il est définis dien fichier
sumo_groupgdictionnaire contenant la définition de tous tigses de SCFs

et qui permet leur positionnement sur les résidumed protéine). Par
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exemple, un donneur/accepteur de liaison hydrogeme poids de 0,6, une
charge a un poids de 0,75. Ces valeurs ont étBréai au moment de la
validation de I'approche dans l'article [9].

- m est le score du SCF, c'est-a-dire le poids origmamnodéré par une
fonction d’'influence. La fonction d’'influence porndde poids d’'un SCF en
mesurant sa proximité avec les SCFs de son enwment. Cette fonction
vaut 1 lorsque deux SCFs sont trés proches (sidestance tend vers une
distance nulle), I'influence du second SCF est doagimale. Elle tend vers
0 si les SCFs assez éloignés, aucune influence afess exercée par le
second SCF [8].

Le score d’'un SCF se calcule avec la fonction sueva

m =w; x f(i,eny) )

Le score d’'un patch se calcule avec la fonctiomasti:

score, = Z_ll m (@)

Le score pour un hit dans les résultats de MED-S@8tola moyenne des scores des

deux patchs similaires {jet p) détectes, soit :

score, + score,
2

MEDSuMo_score= (5)

Cette partie décrit le logiciel MED-SuMo tel quéatait au début de ma these (décembre
2005). Au cours de ces trois derniéres années,epaentiellement travaillé sur la partie
serveur de MED-SuMo sur lequel jai pu apportertaiaes optimisations notamment sur la
basesitesde MED-SuMo ou sur les communications client-serdans le cadre du savoir-
faire mis en ceuvre par MEDIT. Ces optimisationd sigerites dans la partie I.A. La partie la
plus importante de mon travail est la nouvelle appe MED-SuMo_Multi de comparaison
multiple et de classification. Ce travail avait &tiéié pour SuMo mais n’était pas fonctionnel.
MEDIT avait décidé de revoir cette partie. Nous re/alonc entierement développé et

implémenté une nouvelle méthode qui repose sur@aencomparaison multiple mais dont
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l'interprétation des résultats est différente. lgegche MED-SuMo Multi (MED-SMA)
permet maintenant de classer tous jeux de sitéaigen, nous finissons d’ailleurs tout juste a
MEDIT d’adapter le protocole aux grands jeux derds dans le but de classer tous les sites
de liaisons de la PDB (grand challenge que nossifai dans le cadre du projet POPS financé
par le pole de compétitivite SYSTEM@TIC Paris-Régjp45,146]). Ce protocole, ainsi que
des applications sur deux jeux de données plustegdsont décrits dans la partie 1ll.B. La
derniere partie de ce manuscrit concernera unee toativelle approche de MED-SuMo
permettant la conceptiode novode molécules se fixant a une protéine cible donivae
participation a concerné l'ajout de fonctionnalitesr le serveur MED-SuMo pour qu'il
communique avec le programme de fragmentation imghdéé a MEDIT et aussi la création
d’'un nouveau type de base pour MED-SuMo la desgments L’ensemble de ces travaux

ont été réalisé avec le savoir faire mis en ceuvar@d|EDIT.
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. MED-SuMo : optimisations et nouveaux développements
A. MED-SuMo serveur

1. Nouvelles fonctionnalités

Les développements du serveur de MED-SuMo auxgfaelontribués, dans le savoir-
faire mis en ceuvre par MEDIT, ont permis des amgdiions notables et I'ajout de certaines

fonctionnalités décrites dans cette partie.

I. La base de sites

Définition des ligands

La définition des ligands de SuMo concernait mé&mement les molécules de taille
inférieure a 100 atomes et dont tous les atomésnétearactérisés par le champ HETATM
dans le fichier PDB. Toute molécule contenant uidea@miné était donc exclue, tels les
hétéropeptides et les homopeptides. Les ligandaleots n’étaient par ailleurs pas inclus non
plus.

Dans le but d’enrichir les bases de sites de MEBK§Ues caractéristiques des ligands
ont été modifiées et les deux derniéres des temtes suivantes ont été ajoutées. (1) Un
ligand est une molécule de moins de 100 atomegsi{gléans le fichier PDB). (2) Si une
protéine contient une chaine d’au moins 100 résitluge autre chaine de moins de 10
résidus est considérée comme un ligand. (3) Stameest caractérisé par le mot HETATM
dans le fichier PDB, le résidu dont il fait parést considéré comme ligand méme s'il est
composé de moins de 100 atomes et s'il est lié aleigre covalente au reste de la protéine.
Ainsi avec une version récente de la PDB qui coh®® 410 structures, 121 110 sites étaient

auparavant détecteés, alors que 157 320 sites tegea les nouvelles regles.

Analyse des redondances de la PDB

La PDB est une base de données de dépoét des stripnotéiques résolues. Certaines
protéines y sont représentées plusieurs fois, degecesolutions differentes ou co-cristallisées
avec des ligands différents. A titre d’informatidialpha thrombine humaine était présente
dans 232 enregistrements de la PDB en janvier 2B@8.exemple, les structures 1DWC,
1DWD et 1DWE [147] contiennent chacune l'alpha thbine humaine résolues par le méme

auteur et déposées le méme jour. Elles sont tastefmcristallisées avec des inhibiteurs
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différents. La PDB est donc une base redondantar Beaucoup d’approches, seul un
représentant de cette protéine serait utile. Cependour MED-SuMo, cette redondance
enrichit la base de surfaces d’interaction de dewanieres. La premiére concerne les
variations conformationnelles observées pour unenen@rotéine. La seconde touche la
diversité de définition d’'un méme site actif caésstée par les ligands co-cristallisés.
Lorsqu’un hit est détecté par MED-SuMo, son ligaedt étre superposé a la structure de la
protéine contenant le site requéte permettant dimsalyse d’interaction possible entre la
requéte et un autre ligand

Un autre type de redondance se retrouve dans la BBiBaines structures contiennent
plusieurs fois la méme chaine. Initialement, leaiids redondantes d’'une méme structure
étaient détectées en analysant leurs séquencdssSihaines redondantes étaient présentes,
seuls les graphes des ligands d’'une seule desesha@dondantes étaient stockés dans la base
de sites. Cette regle permettait de limiter lddalke la base de sites. Cependant, méme si une
chaine apparait plusieurs fois dans une struciiuse, peut que les ligands qui y sont fixés,
soient différents. Par exemple, la stromélysines enzyme primordiale de destruction de la
matrice extracellulaire, est un homodimere (cod8PIHY7 [148]). Le ligand MBS est fixé
sur la chaine B de la structure résolue. La regdedulente ne considere naturellement pas la
chaine B et comme aucun ligand n’est fixé sur &ired A, aucun site de liaison est stocké
pour cette structure. Une regle supplémentaire rac de&ié ajoutée. Lorsque des chaines
redondantes sont détectées dans une méme strulgsrsjtes de liaisons de la chaine
redondante sont exclus de la base de sites seulesndégs ligands qui y sont fixés sont
identiques. Avec la méme version de la PDB (55 gtctures), la prise en compte de cette
information permet de passer d’'une base conteri@hB20 sites, a 193 502 sites. Cette base

est celle utilisée actuellement.

Ces deux modifications permettent a la base des sile MED-SuMo d’étre plus
exhaustive et donc plus représentative des richkesagecturales de la PDB.

il. Communication client-serveur

Le serveur gere l'essentiel des fonctionnalitésMieD-SuMo et définit, a I'aide de
requétes précises, les communications client-servéau travers du programme
sumo.client.execf. Ill.A.1.i). Le développement de la nouvelle interface gmgdia

impliqué la création de nouvelles requétes. La fieige0 illustre I'architecture globale de
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MED-SuMo. Le bas de la figure décrit la partie otile MED-SuMo qui communique au
serveur via le réseau. La liste de fonctions enawagentre constitue la liste des requétes
MED-sumo-client disponibles. Toutes sont implémestgour le MED-SuMo GUI, alors que
les bleues sont aussi utilisées au cligaitich Les rouges sont les plus récentes et elles sont
précisément décrites dans le paragraphe suivarg. désscription compléete de toutes les

requétes MED-sumo-client est disponible en Annexe 3

dbsitel| dbsite2 dbfull

Mise a jour PDB
profilel profile2 profile3

Pdb_index

available-functions
available-profiles
available-annotations
job-cancel
pdb-headers-get
pdb-headers-query
sumo-check
sumo-full-results
sumo-groups
sumo-ligands
sumo-ligands-results
sumo-list-results
sumo-molecule
sumo-results
sumo-run
sumo-select
sumo-status

Figure 20 : Architecture globale de MED-SuMo
La partie haute représente le c6té serveur, lesactions avec I'index PDB, les profils utilisatemu les interfaces
locales. La partie basse représente le coté d@nposé du programme en ligne de commande sumu-clie
batch.exe et le client graphique. Les requétesodibjes sont colorées: en rouges pour les nouvetebleues pour
celles communes aux deux interfaces client et @anpoar celle exclusivement utilisées par le GUI.

Description des trois nouvelles requétes

Gestion des profils utilisateurs (available-profile)
Une amélioration notable du serveur de MED-SuM¢eoéd'imtégration de profiles pour
les utilisateurs. Cette nouvelle fonctionnalitérpet a un serveur MED-SuMo-serveur unique,
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lancé pour écouter un port unique, de gérer plusiggpes de bases MED-SuMo en méme
temps. Par exemple, le profildk60 1339> accede a la base dont les parametres sont:
[ligand_radius= 6,0 A,edge_max 13 A, max_edge_sum 39 A] et le profil «db45 2060»
accéde a une autre base dont les paramétres lagemd[ radius= 4,5 A, edge_max 20 A,
max_edge_sum 60 A]. Comme expliqué dans la section.ll.D.2des bases sont utilisées
pour des applications différentes de MED-SuMo. &@est profils peuvent aussi n'étre
accessibles qu'a un nombre réduit d'utilisateusspettant par exemple de limiter 'accés a
la basdull qui génére des calculs plus lourds pour le senteurequétavailable-profilesest
utilisée par l'interface graphique pour récupéeelidte des profils disponibles au moment de
la connexion au serveur MED-SuMo. L'utilisateurtdaliors s’authentifier et choisir le profil
de la base avec lequel il veut travaliller.

Prise en compte des annotations (available-annotatis)

Les fichiers de la PDB sont indispensables au fonoement de MED-SuMo. lIs
doivent en effet constamment étre accessiblesraeige Ces fichiers sont référencés dans la
basepdb_index.dlreprésentée en haut a gauche dans la Figure 2@.ofMent de sa création,
des annotations issues de divers champs du fiétd, tels que IEHEADER le type de
méthode de résolution, le titre qui contient urevbrdescription de la structure, sont extraites
et stockées dans la bgsdb_index.dbCette table d’annotations a été améliorée patiuiia
des informations supplémentaires. Des annotatiom®s que celles extraites des fichiers
PDB peuvent étre ajoutées a la base. Pour ce fiafeait tout d’abord créer un fichier texte
contenant les annotations: pour chaque structume, ligne ayant le format: ID_PDB,
ID_ANNOTATION, ANNOTATION. Ensuite, les annotationsont ajoutées a la base

pdb_index.db en lancant la commande :

# sumo pdb annot ID_FICHIER

Il est, par exemple, possible, de stocker destations UNIPROT [2] donnant acces a
des informations sur le géne dont la structureadprotéine est issue. Ces annotations sont
particulierement utiles pour les utilisateurs detérface graphique car elles sont disponibles
dans les colonnes du tableau de résultats (cfré&ii). La requétavailable-annotationgst
utilisée par l'interface graphique au moment défithage des résultats d’'un calcul MED-
SuMo afin de visualiser dans des colonnes sépai@#ss les annotations présentes dans la
basepdb_index.db
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Renvoi des informations sur les ligands des hitsymo-ligands-results)

Lorsque la base de sites est sollicitée, une piojeen deux dimensions des ligands
deshits est calculée par une routine de conversion detstes 3D en structures 2D afin
d’étre affichée dans le tableau de résultats deelface graphique. Cette représentation
permet d’avoir une idée rapide sur le type de liggni se fixe dans les résultatstg). La
routine nécessite la liste des atomes des ligaadsub leshits et leurs coordonnées. Cette

liste est envoyée a l'interface graphique par tmétesumo-ligand-results.

La partie supérieure de la Figure 20 décrit lesratdtions du serveur MED-SuMo. Le
serveur peut donc gérer différentes bases gracepmndikes utilisateurs. Il interagit avec la
basepdb_index.dkafin de récupérer diverses annotations bien queusibté principale soit
de permettre la synchronisation des bases MED-SeMéonction des actualisations de la
Protein Data BankToutes les semaines, des structures sont éligjidéaitres sont corrigées
alors que de nombreuses nouvelles sont inséréeslelk’ PDB doit dans un premier temps
étre actualisé (cf. partie 11.Di2. Une commande permet ensuite la mise a jour dsssh(cf.
partie Il1.D.2.ii). L'interfacage avec le langage script Lua [149] est aussi représentée sur la
Figure 20.

Les optimisations et nouveautés du logiciel MED-8upérmettent son utilisation dans
un large choix d’applications de modélisation malatce. Une revue décrivant les
applications possible a recemment été acceptée (§f4hrticle 4). L'utilisation de scripts
shell (MED-sumo-client) et de scripts Lua (MED-sutna) a permis d’adapter le logiciel
pour des applications sur des grands jeux de dsnrige effet, en 2005, plus de 2 000
surfaces entieres de protéines hypothétiques DR avaient été comparées a la base de
sites. Nous avons pris un exemple représentatif pamntrer I'intérét de MED-SuMo pour

fonctionnellement annoter des structures protéifl@s(cf. article 1).

2. Annotation fonctionnelle avec MED-SuMo

Une structure sans fonction connue est une protgina été résolue sans que le réle du
gene dont elle est issue ne soit déterminé. Ceststes sont de plus en plus nombreuses dans
la PDB. Les consortiums de génomique structuralgouar objectif de résoudre le plus grand
nombre de structures possible, sachant que potamireerfamilles, la connaissance de la
fonction de leur géne n’est pas toujours connus. SDeictures résolues sont stockées dans la

PDB et identifiées parles annotationsStructural Genomics Unknown functionou
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« Hypothetical Protein »Une requéte avec ces deux expressions clés site lée la PDB [5]
permet de recueillir plus de 3000 structures. lesacheurs de ces consortiums esperent entre
autre pouvoir dériver la fonction de ces protéipas comparaison de leur repliement a ceux
déja connus. La disponibilité de leurs structuragiguliéres est une premiére étape et permet
la recherche d’indices concernant les mécanismes ldaquels ces protéines sont impliquées.
Les méthodes de modélisation moléculaire 3D less ghuissantes pour |'annotation
fonctionnelle de structures sont celles qui se rtasar la comparaison des surfaces des
protéines. En effet, la fonction d’'une protéine s'xprime qu’a partir du moment ou elle
interagit avec un ou plusieurs partenaires. L’aagatmajeur de MED-SuMo est sa capacité a
exploiter la richesse de la PDB. Aujourd’hui, deantweuses protéines dont le réle est connu
sont co-cristallisées plusieurs fois avec des tigagifférents. Ces structures fournissent des
informations capitales et permettent une analysesg#e de leurs différents modes de
liaisons. Le protocole MED-SuMo ou la surface tetale la protéine hypothétique est
comparée a la base de surfaces d'interaction deasiif, est particulierement adapté pour

annoter fonctionnellement les structures de pretgiat cela pour plusieurs raisons :

(1) MED-SuMo caractérise chaque association protégeaiti de la PDB par un graphe
dans la bassites

(2) MED-SuMo permet la soumission de toute sorte deuétxy ce qui inclut la
possibilité de comparer toute la surface d’une ginet a toutes les associations
protéine-ligand de la PDB (cf. Figure 18, milieu).

(3) L'approche de MED-SuMo est originale et détecte dmsilitudes structurales et
fonctionnelles a la surface des protéines. La tiéteade hits signifie qu’'une
signature commune en termes de SCFs avec celle aliéte a été trouvee. Des
groupements chimiques a la surface des deux pestésont donc disposes et
orientés de la méme maniere. Ces similitudes péulasser supposer que les
protéines en question vont interagir de la mémeiénaret donc avoir des fonctions

biochimiques similaires.

Deux applications sont présentées ici: les pregiiM1012 (code PDB 2EWR
www.jcsg.org) et YBLO36C (code PDB 1B5#&ww.nysgxrc.org) font parties des 3 000
considérées sans fonction connue. Il convient derrgue cette quantité est probablement
légerement surestimée, sachant qu'un certain noabrees protéines dispose de séquences

homologues priori aisément identifiables.
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Protéine TM1012
La structure de la protéine TM1012 a été résolueegaonsortium «oint Center for

Structural Genomics (JCSG,http://www.jcsg.org) et déposée en novembre 2005. Ce
consortium a résolu plus de 750 structures et, biem plus de la moitié n'aient pas de
fonction connue, la plupart ont des similitudes sgjuences ou de structures avec des
protéines déja connues. La protéine TM1012 estpmotine hypothétique de€hermotoga
maritime (code PDB: 2EWR). Elle ne peut étre associée arami@rotéine connue. Les
approches classiques comme PSI-BLAST [21] lancaedasbase de données de séquence
non redondante (via le web service NCBI), et levesgr ProFunc [133] ne permettent pas
d’identifier des séquences d’'un gene connu sendsahli de localiser un ensemble de résidus
impliqués dans un profil particulier.

Nous avons donc utilisé la surface de la protéiMEld12 comme requéte que nous
avons soumise a la base des sites de MED-SuMopaesneétres de la base utilisée sont
{ligand_radius= 6 A; edge_max= 13 A ; max_edge_sum39 A}. Les trois meilleursits
correspondent a la méme protéine, toujours résmude JCSG, mais dans des conditions
différentes (par exemple, code PDB 2FCL). Ensiethits 2CJ5, 5APR et 10D1 ne sont pas
directement liés a la requéte. Les structures rauperposent pas et ont de trés faibles taux
d’identité de séquence avec la requéte. Les ped@APR et 10D1 ont un taux d’identité de
séquences de 38%, et leurs structures se supetgpsbalement avec un RMSD de 1,8 A.
La protéine 2CJ5 est distincte des deux autres @eetaux d’identité de séquence de 22% et

les structures qui ne se superposent que sur 20etudestructures.
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Figure 21: Exemples de résultats obtenus par MED-SuMo sur larotéine hypothétique TM1012 de I'espece
Thermotoga maritime (code PDB 2EWR en vert).

a) Superposition globale des protéines TM1012rmgtibiteur invertase du mur cellulaire de la plaNteotiana tobacum
(code PDB 2CJ5 en bleu clair). b) Vue rapprochéerésidus superposés par MED-SuMo. ¢) SuperposiBoiM1012 et
la protéine rhizopuspepsin (code PDB 5APR en jauf)eYue rapprochée avec le ligand statine. e) fagsition de
TM1012 et du site de liaison de la protéine endgbpsin (Code PDB 10D1). Les SCFs y sont ausséseptés. Les
molécules sont représentées a l'aide du logiciMd®y43] et de MED-SuMo GUL.

La Figure 21 montre deux régions d'intérét sur tatgine TM1012 identifiées par
MED-SuMo. La premiére implique les résidus 134, 88438 qui se superposent aux résidus
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17, 18 et 31 de la protéine 2CJ5 (« inhibiteur itage du mur cellulaire » de la plante
Nicotiana tobacum Si la Figure 21a souligne des repliements i€, la Figure 21b
affiche une vue rapprochée de la superpositioridatas résidus, ainsi que du ligand, un ion
acétate (CKCOO). Le RMSD local est de 0,5 A et les résidus desxdetgions sont
identiqgues (YQ—L). L’ion acétate représentant plus artefact de cristallographie, cette
superposition présente un intérét limité pour détaene fonction biologique

La seconde région présentant une surface d’interasimilaire impligue un nombre
d’acides aminés plus important. Les Figure 21c etoditre une superposition de TM1012 et
la protéine rhizopuspepsin, (code PDB 5APR). Lesdis LS®Y'G®D"®-S* de 5APR et
R 101015102 7104 ge TM1012 sont superposés. Les mémes résidus mtetisine 10D1 se
superposent (cf. Figure 21e). Le RSMD local surrésgus est faible malgré le fait que les
résidus impliqués soient différents. De manier@rggsante, seul I'aspartate est commun,
alors que neuf SCFs des sites de liaison de 10BARR se superposent avec ceux de la
requéte 2EWR. En outre, I'analyse phylogénétiquiadsquence du motif du site de liaison
de la rhizopuspepsin montre que 3 résidus sur b cmrservés, alors que 8 SCFs sur 9 le
sont, ce qui montre l'intérét d’'une approche comiieD-SuMo.

Des analyses complémentaires sont naturellemeuaisesypour confirmer une fonction
réelle a cette protéine. Toutefois, il est intéaassle noter que lorsque les approches d’étude
classique des protéines ne donnent aucun résufilttiable, MED-SuMo permet d’initier un
processus de détermination de fonction en locdlisem jeu de résidus contenant des
groupements chimiques positionnés similairementna surface d’interaction connue et
pouvant interagir ainsi avec un ligand. La protéiid1012 pourrait donc interagir par un

mécanisme plus ou moins similaire a celui de lagime rhizopuspepsin.

Protéine YBL0O36C
La protéine YBLO36C (code PDB 1B54) a été résolaelp consortium NYSGXRC
(http://www.nysgxrc.org/ et déposée en janvier 1999. Son repliement esthprd’'unfold

connu pour sa diversité fonctionnelle: le célefmiel TIM-barrel [85]. Contrairement a la
protéine TM1012, quelques éléments sur la fonali@ryBLO36C sont disponibles grace a la
méthode PSI-BLAST et au serveur ProFunc. Les 1&igrs hits de PSI-BLAST sont des
séquences de protéines non caractérisées. Les3181%t 39™ rang sont des séquences
issues de la famille des alanines racémases. tauxg’identité de séquence sont inférieurs a
44%. D’autres séquences intéressantes de la fadetigorolines synthétase sont aux 35, 42,

44, 50 et 52" et ont des taux d'identité de séquence infériaut6%. Ces taux d'identité de
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séquence sont suffisants pour déduire que les ségsi®nt une origine commune mais pas
pour attribuer une fonction a la protéine [150]. 4e¥veur ProFunc permet, entre autre, de
comparer la séquence d’'une protéine aux différelmdses PROSITE [116] et PFAM [117].
Un hit de la base PFAM est détecté impliquant le domBF@1168 qui représente la famille
des alanines racémases. La fonction de cette peo&st donc probablement liée a cette
famille. La structure d’une protéine étant plusseEmée que sa séquence, MED-SuMo permet
un autre type d’analyse sur cette protéine. Uneétegconsidérant la surface entiére de la
protéine est construite; 664 SCFs sont détectésfpouer les 12 949 triplets d'un graphe qui
est comparé a la base de sites de MED-SuMo. lsi fasparameétres de la base utilisée sont
{ligand_radius= 6 A; edge_max= 13 A ; max_edge_sum39 A}. Les quatre meilleurs
résultats sont des protéines hypothétiques. Lersixiest la structure d’'une alanine racémase.
La possibilité de classer les résultats en fonctienla similarité des signatures en SCFs
observées permet de retrouver aisément les alaemes racémases détectées par MED-
SuMo (codes PDB : 1XFC, 1VFH, 1SFT). La Figure 2présente la superposition de la
protéine hypothétique YBLO36C avec les alaninegmases détectées par MED-SuMo et

montre clairement qu'il pourrait s’agir d’'une prioté de cette famille.

IA ’l‘h S
Figure 22 : Superposition de la protéine YBL0O36C aec les alanines racémases détectées par MED-SuMo
(code PDB 1XFC, 1VFH, 1SFT en blanc et 1B54 em)noi

Les résultats de PSI-BLAST, de PFAM et de MED-Sutbmt donc dans le méme
sens. La fonction de la protéine YBLO36C est prtdralknt liée aux alanines racémases qui
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sont des protéines qui catalysent I'interconversies énantiomeres alanines. Cette hypothése

nécessite naturellement d’étre validée expérimentaht.

Ces deux applications démontrent l'intérét de MHEDAS dans ['annotation
fonctionnelle de protéines. En effet, pour la preeéTM1012 alors que les approches
d’études classiques des protéines ne donnent agsutiat exploitable, MED-SuMo permet
d’initier un processus de détermination de fonctondétectant des surfaces d’interactions
similaires a d’autres sites de liaison dont la famcest définie. Pour la protéine YBLO36C, la
situation est différente. La protéine est annotéesdla PDB comme « hypothétique »,
cependant, PSI-BLAST détecte des alanines racénmsad un faible taux didentité de
séquence avec la protéine alors que des alanioésmazses sont aussi détectées par le serveur
Profunc (notamment par la méthode de comparaisostrdeture DALI). Ici MED-SuMo
confirme ce que les autres méthodes détectentafidant quatre alanines racémases dont les
sites de liaison se superposent parfaitement aslec de la requéte (cf. Figure 22). L'intérét
de MED-SuMo s'illustre donc ici. Une applicationgeande échelle sur toutes les protéines
hypothétiques de la PDB avait été tentée au débumal thése, mais I'analyse avait di étre
arrétée pour pouvoir libérer du temps pour de nauxesujets. Une des limitations était la
difficulté de gérer les résultats, la nouvelle ifdee graphique permettrait éventuellement de
la faciliter aujourd’hui, et ensuite de valider éximentalement ces hypothéses (résultats
publiés dans [14], cf. article 4).
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B. Une nouvelle méthode performante de classificati  on des

surfaces protéiques d’interaction: MED-SMA

Lorsqu’'une méthode de comparaison structurale fésaee, établir une classification
se basant sur celle-ci est un prolongement logadgison approche. Ainsi, la classification
FSSP [46,51] (cf. Liii) résulte des alignementdahd_| [49]. Une méthode basée sur Cavbase
a aussi été utilisée pour procéder a la classibicat’'ensembles de sites de liaison [151,152].
L’approche de MED-SuMo est originale et rapide. Satérét a détecter des similitudes
structurales et fonctionnelles entre surfaces efatdtion a été démontré a travers plusieurs
applications [8-10,13]. De ce fait, nous avons déd’'étendre ses capacités a la comparaison
multiple d’'un ensemble de sites de liaison darisutede classer des jeux de sites. La méthode
permettant cette classification est décrite dassdkux parties suivantes: deux applications
qui ont abouties a I'écriture de deux publicatisost présentées (article 2 [15] et article 5
[16] soumis).

1. Description globale

L’approche MED-SuMo Multi (MED-SMA :MED-SuMo Multi Approach est une
nouvelle méthode de classification qui se base I'slgorithme de MED-SuMo pour
rassembler des sites fonctionnellement liés. Geéthode se base sur la comparaison deux a
deux de tous les sites d’'une base MED-SuMo afiredtyaire des régions similaires détectées
non plus entre paires de sites mais pour un engedwlsites. Un score calculé entre ces
régions permet la construction d’une matrice dellaiité qui est classifié par I'algorithme
Markov CLustering (MCL) [153]. Cette nouvelle apphe regroupe des surfaces
d’interaction fonctionnellement liées. La Figure @&rit la procédure globale de la méthode,

et la Figure 24 décrit en détail, les six étapeprdtocole de classification.
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‘ Définition du jeu de sites de liaisons ‘

‘ Constuction de la base de sites MED-SuMo

\ Heuristique de MED-SuMo

Comparaison deux a deux

‘ Formation des patches ‘

Construction de la matrice
‘ de similarité

‘ Formation des multipatches

‘ Matrice de similarité ‘

Classification

‘ MCL ‘

’ Analyse des clusters ‘

Figure 23 : Procédure globales de MED-SMA.
Trois étapes majeures: (i) La comparaison mulijfetangle bleu foncé), (ii) la construction dame de
similarité (rectangle violet) et (iii) la classiéiton du graphe par MCL [153] (rectangle jaune)cté&ation du
jeu de sites en amont est aussi nécessaire, a@diagalyse de clusters créés.

Pour toute classification, la premiére étape esblastitution du jeu de données. Pour
sélectionner les codes PDB a comparer, il est plespar exemple, de classer une famille de
protéines fixant un type particulier de ligands das protéines d’'une famille extraite d’'un
autre type de classification tel SCOP ou PFAM. e la liste de structures établie, la base
de graphes peut étre construite de deux maniéifésedites: (i) La base contient tous les sites
de liaison détectés sur les protéines choisiesn paint de vue technique, il suffit de créer un
index référencant les fichiers PDB des protéinesisods et de générer la base avec une

commande MED-sumo-clui (cf. Annexe 2):

# sumo graphdb update sites

Dans ce cas, certaines regles sur les caractaestides ligands détectés peuvent étre fixées :
nombre minimum d’atomes, nombre maximum d’atomesii) (a base contient
exclusivement certains sites, par exemple des sttagistallisés avec des ligands puriques.
Pour ce faire, I'interface MED-sumo-clui sert talbord a lister les ligands des sites et leurs
indices respectifs. Un script MED-sumo-lua permesuite la construction de la base en
spécifiant précisément quels sont les indices des sle liaison a inclure pour chaque
structure. Une fois la base des sites créée, teqoie peut étre appliqué.

MED-SuMo compare tous les sites de la base deugua.dJn score minimal toléré
entre paires de sites, définit lesquelles sontciélmées pour I'étape suivante, le parameétre
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est nomméminimal_sumo_scoreCes comparaisons font ressortir les SCFs comrantre
paires de sites (cf. Figure 24b) qui formentdaglepatchqcf. Figure 24c). Chaque site de
liaison peut contenir plusieusinglepatchsassociés a plusieurs sites. lsgglepatchsde
chaqgue site sont ensuite analysés un par un. Kisleglepatchsd’'un méme site partagent
une quantité suffisante de SCFs, ils sont fusioenésultipatch(cf. Figure 24d). La quantité
de SCFs suffisante pour la fusion de deux patdhdédimie par le paramétmvering_factor,

le plus souvent fixé 0,6 (60% des SCFs de dsnglepatchsdoivent étre communs pour
gu’ils soient fusionnés). Lenultipatchreprésente la partie globale commune unifiée entre
plusieurs sites de liaison d’un jeu de donnéeasslre qu'assez de SCFs sont communs, donc
gue les sites de liaisons représentés par chacuceslemultipatchs ont des similitudes
structurales et fonctionnelles suffisantes. Le sddED-SuMo calculé entre chaque paire de
multipatchspermet la construction d'une matrice de simila(@gé Figure 24e). Finalement,
MCL est utilisé pour classer la matrice et créé desupes de sites de liaisons. La
visualisation de la classification en deux dimensiest possible avec certains outils dédiés tel
Biolayout [154] (cf. Figure 24f).
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f)

Figure 24 : Les six étapes de la méthode MED-SMA
a) Construction du jeu de sites de liaison, citesssont représentés ici. Les points noirs reptéseles SCFs.
b) Les SCFs en commun sont détectés grace aux caispas deux a deux. lIs sont chacun reliés patigne
colorée. Chaque couleur correspond a des sousssiteslables entre paires de sites. c) Les SCFsraman
entre paires de sites forment dasglepatchseprésentés par des cercles de couleur différ€ettains
singlepatchse chevauchent. d) Les sites sont analysés wump&i un site contient defnglepatchs
suffisamment chevauchants, ils sont fusionnéseltipatch(représenté par des cercles noirs). e) Les scores
MED-SuMo sont calculés entre chaque pairendétipatchspour la construction de la matrice de similarfité.
La matrice est finalement classifiée avec MCL. agidiel Biolayout [154] est utilisé pour visualides clusters
créés par MED-SMA.

2. Détails d'implémentation

i. Comparaison deux a deux

La premiere étape de MED-SMA est une comparaisohiptaudes sites de liaison
composant la base MED-SuMo. Ces comparaisons $fmutiees par une fonction MED-
sumo-lua nommé8uMo.compare_graph_crosgjui retourne un résultat sous la forme d’'une
liste de similarités dans un fichier binaire. Asgue de cette étape, nous savons par exemple
gue le site A et le site B ont un certain score M&IMo, ainsi que la liste des SCFs de A
équivalents a ceux de B, leurs types, leurs paostio(cf. Figure 24b). Si le site A et le site C
ont un score inférieur au parametngimal_sumo_scorgucune information concernant les
paires A et C n'apparait dans ce fichier de rémuilta
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ii. Score MED-SuMo entre multipatchs

Le score entre deusinglepatchsse calcule de la méme maniére que le score MED-
SuMo pour urhit détecté (cf. équation).5Pour le calcul du score entraltipatchs différents
éléments sont a considérer. D’'une partjuntipatchse forme par la fusion entre plusieurs
singlepatchs(cf. Figure 24c et 24d). D’autre part, la fusioa deuxsinglepatchssignifie
gu’ils ont plusieurs SCFs commun, il ne faut doms pompter plusieurs fois le score des
SCFs redondant dans le calcul du scoremiiltipatch Dans unmultipatch si un SCF est
présent dans plusieussnglepatchsil sera compté qu'une seule fois mais son scera s
exceptionnellement égal a son poids par défauéfation 7 et la Figure 25).

0 SCF Ump, et SCK Limp, ayant chacun un score respectifrdest m, le score entre

deuxmultipatchsse calcule de la maniére suivant :

Zik:lmi + zl,- :1mj

2

scor§dmp, mp,) =

©)

Le score entre lenultipatchsde la Figure 25 se calcule de la maniére suivante

(m +w, +my) + (M’ +w, + ;)
2

scordmp, mp,) =

)

Ouws est le poids par défaut du SCF
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multipatche #1 multipatche #2

Figure 25 : Exemple simplifié illustrant le calculdu score entre deuxmultipatchs.
Chacun desinglepatchsontient deux SCFs, dont un est en commun. Laicdlcscore entre ces deux

multipatchsse calcule avec I'équation &dorgmp, mp,) = (m, +w, +my) + (i +w, + ;) )
2

iii. Matrice de Similarité

Contrairement a I'approche MED-SuMo ou la requéta@ujours la méme, MED-SMA
compare tous les graphes du jeu de données entrdl éaut donc prendre un certain recul
guant aux scores MED-SuMo qui ne sont pas borndgsnmoun indice de similarité. En effet,
si deux grands sites sont tres similaires, ils \awttir un score €élevé, alors que si deux petits
sites sont similaires, leur score sera faible, méma similarité entre les petits sites est de
meilleure qualité. Pour que les grands sites nensqas excessivement favorisés par rapport
aux petits, nous avons décidé d’appliquer une fioamstion pour borner les valeurs de la
matrice. Pour ce faire, chaque score de la lignedessé par le score obtenu entre le
multipatchet lui-méme sur la méme ligne, soit le score ddidgonale de la matrice, nomme
le self_score.Les Figure 26a et b montre les modifications irekiipar la méthode de
normalisation des lignes, appliquée sur une petitrice de similarité.

Toutefois, comme présenté sur la Figure 26, uretfansformée, la matrice n’est plus
symétrique, chaque élément et son symeétrique rémiagss les valeurs min et max
normalisées par I'un des deux sites sur eux-méragdrithme MCL est moins efficace sur
un graphe orienté que sur un graphe non-orientd][18a matrice est donc rendue
symétrique. Plusieurs stratégies sont possibleatetté testées. Pour les applications décrites
dans les parties Ill.i et IILii, les scores desesan et m};, sont remplacées par leurs valeurs
maximales (cf. Figure 26).
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675 |4.35 |6.05 |0.00 |7.40 091 |059 |0.81 |0.00 |1.00 091 |059 |0.81 |0.00 |1.00

Normalisation « Symétrisation »

Figure 26 : Exemple des transformations appliquées la matrice de similarité entre cing

multipatchs.

Un des avantages de l'algorithme de classificaMfL [153] est qu'il n'utilise que

l'information topologique entre les éléments quléhsse et non une information de distance a

laquelle nous n'avons pas directement accés aveld-BlEVio. Il se base sur la présence ou

'absence d’un lien de similarité entre demxiltipatchs De ce fait, la structure graphe est

utilisée pour représenter la matrice de similarttgtte structure suffit pour MCL. Elle est

aussi moins lourde a stocker qu’une matrice coraptéimportant beaucoup de valeurs non

significatives (matrice contenant des zéro desdmseprotéines différentes sont comparées).

Iv.Lancement du programme

Bien que MED-SMA se déroule en six étapes conségsjtiseulement deux fonctions

sont nécessaires pour lancer une classification:

1.

SuMo.compare_graph_crosest la fonction de comparaison multiple qui
lance les comparaisons deux a deux de tous les diime base MED-
SuMo. Les résultats sont retournés sous forme diahier binaire
uniguement lisible par MED-SuMo (format propriéggir

SuMo.multi gere le reste de MED-SMA. Cette fonction interpréds
résultats obtenus par la fonction de comparaisolipteupour détecter les
singlepatchsformer lesmultipatchs construire la matrice de similarité et
enfin classer avec MCL. Son argument est le fichiraire et son résultat

est la classification.
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v. Analyse des résultats

Les résultats générés par MED-SMA sont sous la dodane liste demultipatchs
chacun associé a un numéro de groupe. L'identiflamhultipatchest composé du code PDB
de la structure, de l'indice du site, ainsi qu’'dentifiant numérique dmultipatchlui-méme,
par exemple 1B38 1 1099. Pour visualiser les dleagons en deux dimensions (cf. Figure

37), un fichier texte lisible par le logiciel Biglaut [154] est genéré.

Ajout d’informations supplémentaires pour 'analyles résultats

Pour analyser les résultats, I'utilisation d’'inf@tions annexes est indispensable. Les
bases de données PROSITE et PFAM permettent defémiiement le lien entre les fichiers
de la PDB et leurs annotations fonctionnelles. RAirle site internet de PROSITE
(http://www.expasy.org/prosite/ met a disposition un fichier texte contenant les
correspondances entres les structures de la PD&difféerents motifs. Par exemple, le motif
PDOCO00100 décrit dans la partie l.i est associ@ramobtation ‘eukaryotic protein kinasell
est donc possible d’obtenir la liste de toutesstasctures de la PDB contenant ces signatures.
Le 27 janvier 2009, le motif PDOCO00100 est assa@85 structures de la PDB.

Ces banques de données sont donc tres utiles pootea les structures, il est toutefois
important de souligner deux points. Le premier eone I'élément de la structure qui contient
réellement le motif de séquence, en effet il neceame généralement qu’une partie de la
structure comme une des chaines de la protéine.eRample, pour l'analyse d'une
classification de sites, la chaine liée au motish’pas forcément celle qui contient le site de
liaison. Le second point concerne la couverturgedude données par les annotations. En
effet, si seulement 50% des structures possedenammotation, 50% des résultats ne peuvent
étre analysés. Une correspondance entre les aiongtaProsite et la PDB extraite en
septembre 2008 illustre d’ailleurs cet exemple843/fichiers PDB contenaient au moins une
annotation Prosite a cette date ou la PDB contgihast de 53000 structures protéiques, soit
en taux de recouvrement d’environ 52%.

L'étude décrite dans la partie a venir lILii esteuapplication de MED-SMA sur un jeu
de protéines fixant des ligands puriques. 23223 siteliaisons sont classifiés en 247 clusters.
Pour l'analyse des clusters, nous avions initialgneécidé d'utiliser les annotations de
PROSITE, cependant seulement la moitié des clusteariscomposés de structures possédant
une annotation PROSITE. Nous avons néanmoins ifehalyse de leur distribution aux
résultats, mais d’autres annotations ont aussiuéliéées. Méme si de plus en plus de

structures sans fonction sont résolues, la majparée des nouvelles structures publiées
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concerne des protéines de fonction connue au modeesbn dépot dans la PDB. De ce fait,
les champsVIOLECULE, HEADER ou TITLE des fichiers PDB sont souvent renseignés et
contiennent des informations utiles. Par exempks champs pour la protéine cycline
dépendante kinase 2 (CDK2) 1B38, sont respectivemeDELL DIVISION PROTEIN
KINASE 2 », « TRANSFERASE » et « HUMAN CYCLIN-DEPENENT KINASE 2 ».
Alors que le champ HEADER n’est pas assez prétigue le champ TITLE peut I'étre trop
(il peut contenir des informations sur la résolntie la structure), le champ MOLECULE
contient une annotation fonctionnelle précise etldment évaluable. Sur les 2322 sites de
notre jeu, seulement six protéines n'ont pas denph&OLECULE exploitable. Apres
vérification systématique (et manuelle) de toutss dnnotations, ces six structures ont été
annotées comme protéines hypothétiques.

La qualité d’'un algorithme de classification deesictif est définie par sa capacité a
rassembler des éléments similaires pour formeclssers a partir d’'une métrique capable de
réellement détecter les similarités d’interacti®fED-SMA est une méthode de classification
fonctionnelle des sites de liaison; pour I'évalukefaut analyser ’lhomogénéité des fonctions
biochimiques des sites présents dans chacun dstersiformés. Pour ce faire, différentes

solutions existent, nous avons choisi 'utilisatoles deux solutions suivantes.

Nombres d'états equivalent : leN

Une mesure dérivée de I'entropie de Shannon [1&85 aéfinie par le Pr Serge Hazout
pour pour évaluer ’homogénéité d'un cluster: «déenbre d'états équivalents ouq™ [156].
Il représente la répartition du nombre d’états @més par rapport au hombre maximal d’états
observés. Ici, il est équivalent au nombre de fonstobservées par groupe. Son calcul est
simple et repose sur I'entropie du groupe c, HEE) eéquation 8). Le N, est simplement

'exponentielle de I'entropie de Shannon (cf. équab).
i=F . .
H(c) == p(i.).In Fsp(i,) (8)
i=1

Ou p(ic) est la probabilité que la fonctidndans le groupe et F est le nombre de

fonctions observées dans le groagpe

Neq(c) = exgH (c)] )
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Le Negvarie donc entre 1 (valeur duNorsqu'il n’y a qu’'une unique fonction dans le
groupe) et (valeur si chaque élément possede une fonctiogrdiite). Dans I'application
lILii, le Neq est calculé sur les annotations extraites du chit@.ECULE de tous les
fichiers PDB. Ces annotations ont toutes été é&a#fimanuellement et des corrections ont été

effectuées.

Spécificité et sensibilité

La spécificité et la sensibilité des annotationsitsdes mesures statistiques qui
permettent d’évaluer la pureté des groupes formgas yme meéthode de classification.
Contrairement aux mesures statistiques définiertitiellement [157], ces valeurs ne
fournissent pas les taux de faux-positifs ou —nfgydés groupes formés. En effet, la méthode
de classification que nous présentons est diffieist comparable a des résultats issus
d’autres méthodes. Sans classification référehoégst pas possible de calculer ces taux. Ici,
la spécificité et la sensibilité permettent d’éwlles groupes formés en fonction d'un type
d’annotation de référence:

La sensibilité mesure la diversité des annotatpmésentes dans un groupe, elle permet

de spécifier la pureté d’'un groupe. Elle se calpalegroupe, de la maniére suivante:

Nbre_sitesX®Y = Nombre de sites dans le cluster X liés a I'aation Y
Nbre_sites_»% Nombre de sites dans le cluster X

Nbre_sitesX - Y
Nbre_sites X

Sensibilié = (10)

Une sensibilité de 1 signifie que tous les sites lidéson du groupe sont annotés

identiguement.

La spécificité d’'une annotation fournit sa disttibn dans les groupes par rapport a sa
distribution dans tout le jeu de données. Elle aleute, aussi pour chaque groupe, de la

maniére suivante :

Nbre_sitesX®Y = Nombre de sites dans le cluster X liés a I'aation Y

Nbre_sites?Y = Nombre de sites dans tout le jeu de donnéea liémnotation Y
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Nbre_sitesX - Y
Nbre_sites — Y

Spécificie = (11)

Une spécificité de 1 signifie que toutes les artimia Y sont regroupées ensemble.

Les mesures & spécificite et sensibilité peuvent étre utilisqesur analyser les
groupes créés par MED-SMA. lIs fournissent une er@nrapide d’évaluer la pureté des
groupes. Seul le i a été utilisé pour une des applications de MED-SiéArites dans IILii.

Il est aussi important de préciser que l'objectiesh pas «la création de clusters
exclusivement homogénes », mais « de mettre eredsgddes similitudes entre sites non
détectées par des méthodes de comparaison stiasttraalitionnelles ». En effet, ce systeme
de classification permet de rassembler des sites lidson structuralement et
fonctionnellement semblables. Cependant, si lestations sont différentes et si les sites sont
associés au méme groupe, leurs meécanismes ountediess de liaison aux ligands devraient
étre proches. Deux applications de MED-SMA sons@nées dans la partie suivante: 'une
sur les protéines du repliement GHKL et I'autre lesr protéines fixant les ligands puriques.
Ces deux applications ont fait I'objet de deuxcées scientifiques dont le premier est accepté

alors que le second est soumis (article 2, arfile

3. Deux applications de MED-SMA

I. GHKL fold

Les HSP90sHeat Shock Protejnsont abondantes dans le cytoplasme des cellules.
Cette protéine existe sous différentes isoformese)airce principalement des réles de
protéines chaperonnes tels que le contréle dueraplint des protéines, la survie cellulaire
[158] (apoptose), ou la répression de certaineetum|[159]. Elle interagit avec ADP (cf.
Figure 28a). Elle est aussi la cible de moléculds/es innovantes telles le geldanamycin,
dont l'action permet une réduction de 50% de lassance de certaines tumeurs [160], ou le
celasterol qui perturbe les interactions entreH8890 et la protéine Cdc37 dans les cellules
cancéreuses du pancréas [161]. Actuellement, leicatl (RDC) est une molécule tres
étudiée (cf. Figure 27). Son affinité est trés dgeampour le site de liaison des HSP90 (de
I'ordre de 20nM) [162] (cf. Figure 28b).
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Figure 27: Vue 2D de la molécule radicicol RDC.

Figure 28 : Représentation de deux HSP90.
La structure de gauche 1AMW [163] est co-crista#limvec le ligand ADP alors que la structure deéelid3GQ
[162] est co-cristallisée avec le radicicol (RCD).

Toutefois, le radicicol n'est pas spécifigue des PA@ Il a été démontré
expérimentalement qu’il se fixe aussi aux Sensorakes PhoQ [164] et aux topoisomerase
VI [165]. De maniére intéressante, les HSP90, ADNotsomerase / MutL et histidines
kinases sont rassemblées dans une méme superfa®U®OP (cf. Figure 29)
(http://scop.berkeley.edu/data/scop.b.e.ccg.Ahtnaiar elles partagent un repliement
commun : leBergerat fold[78]. Par ailleurs, leur site d’interaction ave&TIP semble avoir

de fortes similitudes structurales.
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Pyruvate dehydrogenase
kinase

'.’5.(3@? f

DNA topoisomerase VI

Figure 29 : Protéines membres de la superfamille SGP GHKL.
Les HSPO, les protéines MutL, les pyruvate delyéinase kinases et les DNA topoisomerases VI ofuide
en commun.

Les 116 structures composant cette superfamille SO®P: 55874) ont été
sélectionnées afin d’analyser et de classer, deemaprécise, leurs sites de liaisons par
'approche MED-SMA.

Construction de la base

Seuls les sites de liaisons impliquant des ligatelplus de 10 atomes ont été inclus
dans la base MED-SuMo, soit 101 structures PDBesufl16 initiales. Au total 146 sites de
liaisons composent la base de sites. Différentestyge ligands sont présents : des purines
telles 'ATP ou le N-Ethyl-5'-Carboxamido Adénosimeais aussi des molécules actives
comme le radicicol ou la novobiocine. Les ligandscdstallisation tels le tetraéthyléne glycol
(PG4) et le pentaéthyléne glycol (1PE) ont été rabement retirés. Sur les 146 sites de
liaison, 78 sont issus d’'HSP90, 38 de Topoisomérage, 26 d’histidine kinases et 4od’
ketoacid déhydrogénase kinases C (BCK). Les paramde la base MED-SuMo qui ont été

utilisés dans cette étude soligdnd radius= 6,0 A,edge_max 13 A, max_edge _sum 39
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A]. Les paramétres de classification sonbJering_factor= 0,6, score_min= 4,0] La

classification dure 2 minutes sur un machine de §feon Quad Core 5335, 16 GB RAM

Analyse des groupes

MED-SMA forme cinq groupes (ou MED-clusters). Latdbution des sites dans ces
groupes est montrée par le Tableau 3, la compositeo chaque groupe est présentée dans
I’Annexe 4. Deux types de groupes sont a distingDame part les trois groupes homogenes,
car ils ne contiennent que des protéines issueedeaule famille SCOP (MED-clusters 1, 3
et 5) ; les MED-clusters 1 et 3 sont spécifiqués famille Topoisomérase/MutL alors que le
cluster 5 ne contient que des histidines kinaséauties part, les deux autres groupes
hétérogenes: le MED-cluster 2 contient des site$iaikons de deux familles: BCK et les
histidine kinases et le MED-cluster 4 contient déss de liaison issus de trois familles:
HSP90, Topoisomerase/MutL et BCK.

SCOP fam. | HSP90 | DNA gvrase | Histidine | a-ketoacid
MED-Clusters MutL Kinase | dehydrogénase kinase C
1 0 22 0 0
2 0 0 15 3
3 0 6 0 0
4 78 10 0 1
5 0 0 11 0

Tableau 3 : Description des MED-clusters obtenus kissu de la classification par MED-SMA par rapport aux
familles SCOP.Les MED-clusters sont représentés verticalemems ajoe les familles SCOP sont disposées
horizontalement. Ce tableau met en évidence I'h@méigé des MED-clusters 1, 3 et 5 et I'hétérogéndiéis MED-
clusters 2 et 4.

MED-cluster 1 et 3

Les MED-clusters 1 et 3 contiennent respectiven®het 6 sites de liaison des 38
protéines de la famille topoisomerase / MutL / DNfyrase. Les deux formes de
topoisomerase VI d’Escherichia coli (code PDB 12141S16) ont un taux d’identité de
séquence de 99.5%. Leur seule différence proviamtedinsertion de 23 résidus dans la
séquence de la protéine de 1S16. Elles sont cepesélaarées par MED-SMA. En observant
précisément leur site de liaison a I'ATP, les desites se ressemblent, mais sont aussi
divergents. La Figure 30 représente une superponsén 3D de ces deux protéines. Les
régions notées (1) montrent une tres grande resarogbentre plusieurs feuillefset deux

hélicesa ainsi qu’au niveau de la partie gauche du sitkaion: partie mise en évidence par
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5 SCFs et notée (2) sur la Figure 30. Inversentiantye partie du site de liaison notée (3) sur
la Figure 30 est trés différente.

Les ligands de ces deux topoisomérases sont labmmme pour 1S14 et le
Phosphoaminophosphonic Acid-Adenylate Ester (ANBYridS16. Leurs structures sont mal
superposées dans les sites de liaison. Leur chiesagnt est assez faible, a peine 10 atomes,
alors que ces molécules contiennent 44 atomeslamavobiocine et 31 atomes pour '’ANP.
De plus, la novobiocine ne peut pas se positiodaas le site de liaison de 1S16 car un clash
stérique apparait entre le ligand et une des Isélicke 1S16, partie notée (4) sur la Figure 30.
Il est donc évident que les sites de liaison despgs 1 et 3 sont trop différents pour fixer le
méme type de molécule avec le méme mode de liams@our étre rassemblés dans le méme
MED-cluster. Cette conclusion est surprenante aemmr abord, les deux formes de
topoisomérases étant tres proches, mais l'insedem 23 résidus provoque des différences
majeures quant a leurs affinités envers les madédclibintes. Notre étude renforce celle de
Bellon et ses collaborateurs [166]. Elle met despdn évidence « avec élégance » le fait que
deux conformations locales distinctes peuvent égtectées méme dans des protéines

particulierement proches.
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Figure 30 : Superposition de deux topoisomerases ¢€parées par MED-SMA.

Les structures des topoisomérases PDB 1S16 (retd€14 (vert) sont superposées mais leurs sitkaisiens ne
se sont pas assez semblables pour étre rasserabhkdnéme cluster. Cette figure est divisée férdntes
régions numérotées : (1) Les parties similairesdges structures: deux hélice®t plusieurs feuilletg sont

communs aux deux structures. (2) La faible ressandel au niveau de leur sites de liaisons est dééeopar la
présence de seulement 5 SCFs. (3) Les partiesadifiss des deux structures. (4) clash stériquanpeitentre les
ligands des deux sites de liaison.

MED cluster 4

Le groupe 4 contient des protéines de trois diffiae familles SCOP. Il s’agit aussi du
groupe le plus grand; il contient 89 sites de ¢inisToutes les HSP90 du jeu de données sont
présentes (78 sites), 10 de la famille mutL/DNAdispmerase (1 topoisomerase, 5 mutL et 4
PMS2) et 1 de la famille BCK. Les ligands sont atiess diversifiés, 48 types de ligands

différents sont présents.
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Figure 31 : Superposition de quatre protéines isssede trois familles SCOP rassemblés par MED-SMA.
(Codes PDB 2HKJ (vert), 2CCT (cyan), 1B63 (rosdM& (jaune)). Les rectangles blancs montrent ledigides

autour des ligands ainsi que les hélices du replitme type Bergerat. Le reste des structuressst alifférent.

Les sites de liaison de ce groupe ont un ensen®l®CGFs en commun. La Figure 31
représente une superposition globale de quatretstas issues des familles. Les rectangles
blancs soulignent les régions similaires détecpsesMED-SMA alors que le reste est tres
différent. La Figure 32 est une vue rapprochée wautlu ligand radicicol. Les huit SCFs
portant un label descriptif sont présents dansewues signatures SCF des structures
superposées dans la Figure 31. lls entourent coempét le ligand, ce qui signifie que les
similitudes concernent tout le site de liaison.

Le fait que MED-SMA regroupe les sites de liaisalestrois familles SCOP suggére
gue leurs modes de liaison sont excessivement @so€omme le radicicol est une molécule
non spécifique qui se fixe a la fois aux HSP90uattapoisomérases VI, elle pourrait aussi se

lier aux autres protéines inclues dans le MED-eludt la famille PMS2.
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Figure 32 : Vue rapprochée autour du ligand radiciol.
Les huit SCFs entourés de jaune sont communs éstteg structures superposées dans la Figures31. |l
entourent complétement le ligand ce qui suggérdegusimilitudes concernent tout le site de liaison

MED-clusters 2 et 5

Les MED-clusters 2 et 5 sont principalement compaséistidine kinases. Le MED-

cluster 2 est hétérogéne alors que le 5 est hornsogi@ntaille des sites de liaisons composant
le groupe 5 est aussi homogeéne car tous les ligamaspuriques (et de taille comparable).
Les sites de liaisons rassemblés par MED-SMA or# aedes de liaison aux ligands
similaires, alors que les protéines sont distinc®s groupe pourrait étre utilisé pour la
recherche de molécules spécifiques aux histidinadds CheA afin d’inhiber leur action.

De maniére surprenante, le groupe 2 contient alessi histidine kinases CheA (Codes
PDB 2CH4 et 1I5D). L'association de ces protéineseagroupe et non au précédent est
logiguement due a des différences au niveau deslede liaison. Il faut noter que le score
MED-SuMo entre les sites est inférieur au seuit fiars de I'étape de comparaison multiple.
Ainsi, une molécule congue pour inhiber les sitedigison du groupe 5 ne devrait se fixer
gu’avec une affinité trop faible aux histidine kéea du groupe 2, pour inhiber leur action.

Pour finir, le radicicol inhibe les HSP90s maissadsction des protéines des familles
BCK et anti-sigma factor spollab. Si MED-SuMo détetes modes de liaison similaires,
MED-SMA en regroupant les sites d’interaction preslsépare les HSP90s des deux autres

familles. Cette classification met en évidenceaié due les modes de liaison au radicicol des
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sites du groupe 2 et des sites du groupe 4 n’imeiitpas les mémes types d’interaction, ils

sont différents.

Conclusion/Discussion

Pour cette étude, I'approche MED-SMA est utilis@irpanalyser les protéines de la
superfamille SCOP « ATPase domain of HSP90 chapdrBiMNA topoisomerase Il / histidine
kinase ». Les protéines de cette superfamille gloiitalement différentes mais leurs surfaces
d’interaction a I'ATP présentent certaines resseami¥s. MED-SMA forme cing clusters
parmi lesquels trois sont homogéenes. Ces trois MEBters refletent la spécificité des sites
de liaison. On peut ainsi établir I'hypothese qealane molécule se liant aux sites du groupe
1, ne se fixerait aussi aux protéines du groupe inpliquant les mémes interactions. Le fait
gue les ligands soient des molécules puriques éangroupes 1 et 2 amplifie I'observation
suivante: les ligands sont identiques mais leurdenale liaison aux surfaces des protéines
sont différents. En revanche, le MED-cluster 4 eadsle des sites issus de trois familles
différentes. La superposition en 3D effectuée aM&D-SuMo GUI, illustre des différences
entre les structures globales, alors que le replirBergerat est visible et conservé (rectangle
blanc sur la Figure 31). Des SCFs communs entoledigand radicicol, indiquant que les
similitudes détectées dans les sites de liaisons@eésentes dans les trois familles. De plus,
ces résultats sont en total accord avec des dormgEsimentales qui montrent que les
protéines des trois familles SCOP se lient au reali¢166].

Cet exemple illustre I'efficacité de la méthodecthessification a détecter les similitudes
et les différences entre les surfaces d’'interacties protéines. Certaines protéines proches
ont des différences locales au niveau atomes ayantdle dans les interactions dans
lesquelles elles sont impliquées alors que deimex €loignées peuvent partager des modes
de liaison similaires. Par exemple, les protéinesnaes pour se lier au radicicol sont

regroupées dans le méme MED-cluster alors que $rstures globales sont différentes.

ii. Sites de liaison aux purines

La deuxieme application concerne un jeu de prosdiagement plus grand rassemblant
2229 structures des protéines se fixant aux ligguagiues, soit le purinbme. Ces protéines
sont particulierement étudiées [167]. En effetrdaherche de molécules actives permettant
leur activation ou leur inhibition est primordigb®ur lutter contre différentes pathologies.

Ainsi, la conception de molécules actives sur lestgines HMG CoA réductases et

111

PARTIE 111.B: Une nouvelle méthode performante thssification des surfaces
protéigues d’interaction: MED-SMA




dihydrofolate réductases ont permis la mise autpod@ traitement pour l'artériosclérose,
I'arthrite rhumatoide et le cancer. Par exemplg,siatines inhibent I'action des HMG CoA
réductases en mimant I'action du HMG CoA. Ces md&xpermettent la réduction du taux
de cholestérol sous forme de LDLof density lipoprotein leve[167].

Dans cette étude, au lieu de réunir des sitesaiofi fonctionnellement liés, MED-
SMA rassemble des sites dont les modes de liaieoh similaires, donc qui peuvent
potentiellement étre activés ou inhibés par les e®molécules. Le protocole est identique a

celui précédemment présente.

Construction de la baseet classification

La base MED-SuMo utilisée dans cette étude ne eantjue les sites de liaison aux 9
ligands ATP, ADP, AMP, ANP, GTP, GDP, GMP, GNP &I Cette sélection permet de
rassembler 2322 sites indépendants. Les paranusris base sontigand_radius= 6,0 A,
edge_max= 13 A, max_edge sun¥ 39 A]. Les paramétres de la classification sont
[covering_factor= 0,6,score_mir= 5,5]. La valeur du score minimum pour les corafsams
deux a deux a été fixée en analysant les résualéatslculs MED-SuMo obtenu en comparant
une sélection de sites puriques au reste des 2&22 lsa valeur seuil 5,5 pour le paramétre
score_mina été choisie car il correspond au score limitesént apparaitre les premiers
« faux positifs ». Un « faux positif » est umt qui se superpose d’'une maniére non
satisfaisante a la protéine requéte, la diversitdadPDB permettant dans certains cas des
superpositions avec 3, 4, 5 ou plus de SCFs n'aaun sens biochimique. Ces faux positifs
ont en général un RMSD entre les SCFs trop élea&lassification par MED-SMA prend 4
heures sur une machine a 8 cceurs de tyipgeon Quad Core 5335, 16 GB RAMobnt 3h30
pour les comparaisons deux a deux et 30 minutes lpogonstruction de la matrice de

similarité et la classification MCL.

Analyse des groupes

L’analyse des données par MED-SMA montre 247 greumntenant 2115 sites de
liaison. 207 n’ont pu étre associés a aucun aitals la base et sont éliminés au moment de
la fusion dessinglepatchs (cf. Figure 24b). Ces sites sont donc classifiésnroe
« singletons ». La Figure 33 représente la disinbude la taille des groupes: 60 % ont une
taille inférieure a 5, 25 % entre 5 et 10 et, 14 plns de 30 sites de liaisons. Malgré la
prédominance des groupes de petite taille, de nemmbigroupes de taille moyenne et

guelques gros sont présents.
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Figure 33 : Distribution de la taille des groupes.
163 sur 247 groupes ont une taille inférieure dbBajue 14 contiennent plus de 30 sites.
(La lettre T est mise pour le mot taille.)

Une analyse précise de la classification et deprigtés fonctionnelles des groupes est

réalisée dans les prochains paragraphes.

Distribution des ligands

Bien que MED-SMA classe la surface d’'interactiop@sée aux ligands, chaque site est
associé a un ligand purique co-cristallisé. Nousmons AXP I'ensemble: ATP, ADP, AMP,
et ANP et GXP lI'ensemble: GTP, GDP, GMP, et GNPs Ggands contiennent soit une
adénine soit une guanine qui ne difféere que pax deoupements chimiques (cf. Figure 34).

NAD et AXP different dans la région des groupemetssphoriques.

113

PARTIE 111.B: Une nouvelle méthode performante thssification des surfaces
protéigues d’interaction: MED-SMA




ADP AMP
T”'Z NH,
T‘( s N/l\‘ 4-}\
Ry =N ‘ b ‘/’
oH H SNET N
J \ O
T of |
[7 “iom
HO k"u e =0 s o
HO_
HO “’7 " ;O wo,, J 3
d i
HO h ¢ Ho__ / ’\ i
;/‘ ~0H Jf OH H' 1
o' o —
b Nt
i b .
GTP GDP GMP GNP b/
0 0 0 0 °
S i L Je
W A HY N NNy N I—../»N,\
HN Syl : HWN/“\\N/ L/ S~ </ o S =y’
" e
\_ o " .;
e o ] l ]
o
]'X [/ oH 4 l
.\G :\ﬁ '/]
s o/ e o
1L ~0H H
I { 0.
0~ Ha *l‘ ~0H
wOH
I o w__
Mo/ H
1 TSOH
o

Figure 34 : Structures 2D des ligands puriques sé&gonnés pour constituer le jeu de données

Bien que les ligands puriques se ressemblent fernerfcf. Figure 34), la plupart des
groupes sont spécifiques d’un certain type de tighe Tableau 4a répertorie le nombre de
fois ou un ligand est présent au moins une fois demdes groupes. Par exemple, 80 groupes
ne contiennent que le ligand ATP alors que 42 erltAlTP et de ’ADP, 8 ont de I'ATP et du
NAD. Ces valeurs sont moins élevées pour les GXiRs fesquels les groupes sont plus
homogenes. Ces ligands apparaissent dans 70 grpapeslesquels 54 ne contiennent que
des ligands GXP. Il est aussi remarquable que smiks groupes contiennent des ligands
ATP et GTP alors que leurs structures sont tresbkdaies. D’autres mélanges sont aussi
détectables, cependant la base est souvent la (A&hpine ou Guanine). Le

Tableau 4b est une synthése du Tableau 4a: 83%+3383+31+22)) des groupes
contenant des AXP ne contiennent que des AXP, 7B% (76+31+0)) pour les GXP et 70%
(53 + (53+22+0)) des groupes de NAD. Le mélang®&AD et du GXP n’est jamais observé
alors que 30% des groupes contenant du NAD ont dessAXP et que 17% des groupes
contenant des AXP contiennent aussi des ligands &X¥PAD. MED-SMA est indépendant
des types de ligands et permet de différenciemmedes de liaisons des ligands des sites

classifiés.
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ATP  ADP AMP ANP | GTP GDP GMP GNP NAD
ATP 80 42 21 28 3 3 0 2 8
ADP 42 104 14 47 1 6 1 3 8
AMP 21 14 56 8 1 1 5 0 6
ANP 28 47 8 61 0 2 0 3 0
GTP 3 1 1 0 14 4 0 0 0
GDP 3 6 1 2 4 21 3 1 0
GMP 0 1 5 0 0 3 13 0 0
GNP 2 3 0 3 0 1 0 6 0
NAD 8 8 6 0 0 0 0 0 53
b)
AXP GXP NAD
AXP 303 31 22
GXP 31 76 0
NAD 22 0 53

Tableau 4 : Matrice distribution des ligands dansés MED-clusters.

Le tableau a représente la matrice de confusionlpsl® ligands. Le tableau est une synthése reptas la
matrice de confusion entre AXP, GXP et NAD. Ceddaslmontrent que les ligands AXP et GXP se mélangen
comme les ligands AXP et NAD. En revanche, lesiigaGXP et NAD ne sont jamais présents dans le méme

groupe.

Distribution des motifs / profiles PROSITE

Les protéines des groupes crées par MED-SMA s@aticaes a 296 motifs PROSITE.
L’association entre une structure et un motif sedar son identifiant PDB. Il est important
de noter que d’'une part une structure protéigudierinsouvent plusieurs chaines et qu’un
motif PROSITE n’est souvent associé qu’a une d'dllassociation effectuée ici présente un
biais car le motif n’est pas toujours associé éhizine contenant le site d’'interaction classifié.
L’analyse de la distribution des motifs PROSITE asgpendant intéressante. Elle est exposée

dans la cette patrtie.
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Figure 35 : Distribution des motifs PROSITE au seirdes MED-clusters.
a) Distribution du nombre de motifs dans les grayupar exemple, 84 groupes ne sont associés a pattenn.
b) Distribution du nombre de groupes contenant 162notifs PROSITE, par exemple, plus de cing greugmt
associés a plus de 5 motifs.

La Figure 35 montre deux distributions des motiROSITE dans les 247 MED-
clusters. Le graphe du haut (cf. Figure 35a) regésla distribution du nombre de motifs
dans les groupes: 30% (84/247) ne sont associésum anotif, alors que 28% (80/247) ne
sont associés qu'a un seul motif. 3% (10/247) smsociés a plus de cing motifs. Cette
catégorie correspond a deux types de groupes.reesigrs sont de grandes tailles comme les
groupes 40 et 157. lls contiennent respectivemé&® dt 60 sites de liaisons et sont
fonctionnellement tres hétérogénes. Les secondsiecoent des structures associées a
plusieurs motifs PROSITE tel que les groupes 105rassemblent 70 sites de liaison de
structures d’actine. Ce groupe est fonctionnelldnigrs homogene mais 93% des structures
sont associées a trois signatures PROSITE (PSO®&IB)432 et PS01132) regroupées dans
le motif PDOC00340, alors que guelques autres assuciés a d’autres motifs. Par exemple,

le complexe Actin-DNase (Code PDB 1ATN [168] estsauié aux deux autres signatures du
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motif PDOC00711 (PS00919 et PS00918). Un autre phkesst relevé dans le groupe 104 ou
une structure est associée a sept motifs correapboadx sept domaines des neuf chaines des
trois complexes DNA-directed RNA polymerase Il (EdeDB 1TWA [169]) Pour la plupart
des groupes associés a des motifs PROSITE, ury sstilprépondérant alors que la présence
des autres est souvent di au fait que d’autresehabnt aussi cristallisées dans les structures
des protéines qui présentent alors plusieurs sites.

La Figure 35b représente la distribution de chaouatif PROSITE dans les MED-
clusters. Plus de 190 motifs sont spécifiques denl groupe, 61 sont présents dans deux
groupes et curieusement sept motifs sont présearts @lus de cing groupes. Les trois
premiers sont issus du motif des protéines kinBE9C00100 : PS00107a<protein kinase
ATP-binding region signature, PS00108 & Serine/Threonine protein kinase active-site
signature» et PS50011 Rrotein kinase domain profile. 61 protéines kinases sont associées
a ces trois signatures et elles font parties dg ginupes différents. Une analyse plus détaillée
des groupes contenant des protéines kinase sdisegplus loin. Une premiere observation
est que les motifs associés aux protéines kinaggsdans les mémes groupes ce qui permet
de penser que ces protéines peuvent étre rassaneinléenction de leurs modes de liaison.

Annotation fonctionnelle

Le champ MOLECULE des fichiers PDB a été utilisaupextraire des annotations
fonctionnelles pour chaque structure du jeu (cftigpdll.B.2.v.). Les fonctions assignées ont
toutes été vérifiees manuellement avant 'anal§g@.fonctions distinctes sont ainsi annotées.
Pour analyser I'homogénéité des annotations dass M&D-clusters, le N, (nombre
équivalent d'états), présenté dans [75] et démondirds [156], a été calculé pour chaque
groupe. Basé sur la probabilité de présence d'anetibn spécifique, le & représente ici le
nombre équivalent de fonctions dans un groupedlu& le nombre d’états (ici de fonctions)
et leur distribution au sein d’'un groupe. Par exiegngi un groupe ne contient qu’une
fonction, son N, vaut 1, plus le MED-cluster est hétérogéene plugateur augmente : si deux
fonctions sont chacune présente a 50%,devBlut 2 alors que si une fonction est présente a
90% et que la seconde a 10%, la valeur du Negee$tlB. La Figure 36 (gauche) représente
la distribution des B, dans les MED-clusters. 163 groupes ont ug dé 1. Un tiers des
groupes sont donc au moins associés a deux foacti@nFigure 36 (droite) représente les
valeurs de Iy, calculées en fonction de la taille des groupesgidieement, le bl augmente en
fonction de la taille des groupes bien que quelguespes de grande taille aient ug,; Nas,

et que des petits groupes peuvent avoir ypéleveé. La Figure 37 montre une représentation
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2D des groupes avec le logiciel Biolayout [154]océs en fonction de leurell Huit groupes

ont un N,g supérieur a 5, trois sont analyses en détail Baparagraphe suivant.

-
160
|
A
120
]
Nb 80,
groupes
j
)
0 |
NS e 27
I 'S O O O A ®
P P P P %
N v
B.
18 - .
16 -
14 -
12 -
10
5 .
B 4
. : .
6 - . .
..
4 oo
saole, & | 3 -
2 »gg:f'o Sotes +
s0sscsssees o oo .o .. L 8
0 . . : . : . : . . )
0 70 20 3 4 s 6 70 8 9 100

Figure 36 : Distribution des valeurs de Neq
A. représente la distribution des valeurs desddns les différents groupes. Par exemple, 163pgoant un B,
égale a 1. B. représente la distribution dyé fonction de la taille des différents groupes.
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Figure 37 : Distribution des valeurs de I, dans une représentation 2D des MED-clusters.
Les groupes sont colorés en fonction de la valedeur N, Les lignes qui apparaissent représentent les iigar-
groupes décrits dans un des paragraphes de I'apphic

Le MED-cluster 4 a un Nqde 14,92, ce groupe est tres hetérogene. Il espasé des
sites de liaison de protéines de 27 fonctions difftes. Ces protéines sont principalement des
épimérases, des déhydratases et des déhydrogénaaesexemple hydroxysteroid
dehydrogrenases, butanediol dehydrogrenases ouolgine de biosynthése sulfolipide
SQD1. Toutes les protéines de ce groupe fixentA® Mauf la protéine Arna (code PDB
1Z7E [170]) co-cristallisée avec I'ATP. La Figur8 gontre la superposition de la protéine
dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase (code PDB : 1KER])1&vec trois autres sites de liaison
du méme groupe. Pour les trois images, la posd®dKEP est fixe, elle sert de référence.
L’'image de gauche représente une superposition laveite de liaison de la protéine UDP-
Glucose-4-epimerase (code PDB: 2P5Y). Des SCFéssiiout autour du ligand sont bien
superposes, les deux sites de liaison sont treikages. L'image du milieu représente une
superposition avec le site de la protéine GDP-Maenh6-Dehydratase (code PDB 1RPN
[172]). De maniére surprenante, les ligands sosezadien superposes, malgré un léger

décalage. Toutefois, alors que 14 SCFs en commuindgtectés sur le coté droit sur I'image
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de gauche, seulement 2 SCFs sont présents icdib&sences sont aussi notables du coté de
la protéine ou certaines hélices sont éloignéamdge de droite représente une superposition
de sites ou les ligands sont différents. Les dintiés au niveau des surfaces d’interaction
détectées par MED-SuMo permettent de superposelig@sds au niveau de leurs sous-

structures communes, I'adénosine. La partie gadebesites de liaison est semblable pour les
guatre protéines (1KEP, 2P5Y, 1RPN et 1Z7E).

Figure 38 : Exemples de superposition de sites daison en 3D par MED-SuMo.

Le site de liaison de la protéine dTDP-D-gluco$edEhydratase 1KEP (cyan) est superposé avecsttessde
liaison différents du groupe 4. Chacun posseddameion différente et implique des parties distirscdu site de
liaison. (1) superposition globale des sites de Ri€Ede la protéine UDP-Glucose-4-épimerase 2P&ejr (2)
superposition de la partie gauche du site de lie&goNAD de la protéine GDP-Mannose-4,6-DéhydraifdeN
(bleu). (3) superposition de la partie gauche aténécelle du nucléotide) du site de liaison de PKirec le site de

liaison a I'ATP de la protéine Arna 1Z7E (vert)

MED-SMA détecte les sous-poches communes entréephsgssites, il est fort probable
gue la partie gauche des sites de liaison ait pelemassemblement de ces sites aux multiples

fonctions.

Le MED-cluster 33 a un Ny de 8,53. Il est aussi fonctionnellement hétérogene
Toutefois, les fonctions sont toutes liées au partsa travers la membrane, par exemple
cystic fibrosis transmembrane conductano& transporteur ABC. Les ligands sont
homogenes, seuls des AXP sont présents, et priapipat de I'ATP et de I'ADP. Les
similitudes détectées sur les sites se situentuaute leur région phosphate. La Figure 39a
souligne que les similitudes des sites actifs ne/get pas étre les parties fixant le nucléotide
car leurs positions sont tres distinctes et cefaique des différences au niveau de la surface
d’interaction. Quelques SCFs sont tout de mémeeptés(9 SCFs), mais la plupart se
trouvent du coté des groupements phosphate (25 )SCBsFigure 39b représente la

superposition de six ligands issus de six protéasseciées a differentes fonctions: histidine
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perméase (code PDB 1B0OU [173]), maltose / maltadektansport ATP-binding (code PDB
1Q12 [174]), cystic fibrosis transmembrane transductan@mde PDB 1RO0X [175]),
multidrug resistance-associated protdirode PDB 2CBZ [176])a-hemolysin translocation
ATP-binding protein HLYB (code PDB 2FF7 [177]) et peptide transporteur TAP1 (code
PDB 1JJ7 [178]). Quatre sont co-cristallisées aved’ATP et deux avec de 'ADP. Ce
groupe donne un autre exemple des similaritésdesadétectées par MED-SuMo. Ici encore,
des similitudes locales permettent le regrouperdersites de liaison. Ce groupe illustre aussi
la flexibilité des ligands puriques qui expliqus Hiversités de modes de liaison existant pour
ces types de molécule. Pour finir, il convient demarquer les SCFs encerclés en blanc qui
soulignent aussi la prise en compte, implicite alédxibilité des protéines par MED-SuMo
(cf. Figure 39B). En effet, les regles de supetpmsisont assez flexibles pour que ces deux
SCFs de méme type, séparés de 0.5 A mais orieatéslal méme direction, soient considérés

comme équivalents.

Figure 39: Superposition de ligands du MED-clusteB3
A. Superposition de six ligands du groupe 33. Chdigand est extrait de structures de protéine tajes
fonctions différentes: quatre sont ATP (provenan2&BZ en gris, de 1BOU en orange, de 1R0X en hl@d2
en vert), et deux sont ADP (provenant de 2FF7 ageet de 1JJ7 en violet). B. Superposition d'autgands
du groupe 33. La région fixant le groupement phagplest dense en SCFs, donc hautement semblalsléadan
plupart des sites de liaison du groupe alors quéden fixant le nucléotide est pauvre en SCFs. Le
conformations du ligand sont d’ailleurs assez déffiées.

Le fait que plusieurs fonctions soient présentessdae groupe souligne que fixer un
groupement phosphate, n’est pas spécifique d’ume $enction. Cette propriété est aussi tres

commune aux protéines de transport transmembrahair@xation du ligand de ces protéines
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fonctionnellement différentes se fait par le moeelidison caractérisé dans le MED-cluster
33.

Le MED-cluster 40 a le N le plus éleve, 53,36. Il est aussi le groupe Ues jpleuplé et
contient 402 sites de liaison issus de 386 progéith@egroupe toutes les petites protéines G
du jeu de site, 279 (72% du groupe), tous les tetms d’élongation 2 » du jeu de sites, 40
soit 10%. La valeur élevée de,\provient des 18% restant, ces protéines englobeet
guantité importante de fonctions variées.

Il faut aussi souligner quelques groupes de graaitle ayant un R, bas et donc bien
homogene. En l'occurrence, le groupe 162, donalawr de Ny est 1,74, contient 28 sites de
liaison de protéines de choc thermique, les HSPilleurs, son Ny aurait da étre égal 1 car
le descriptif utilisé pour désigner HSP70 est dédf# dans certains cas et rend I'annotation
texte non homogéne. Le groupe 106 a ugd¢ 1,07, il rassemble les 70 sites de liaisons
d’actine du jeu de données. Ces deux groupes owariir le fait que MED-SMA rassemble
des protéines de fonction ou de mode d’activationilaires.

MED-SMA forme différents types de groupes, certagait fonctionnellement trés
hétérogenes, alors que d’autres sont homogénessitessde liaison de protéines ayant des
fonctions différentes mais rassemblées dans le m@roape (par exemple les petites
protéines G) peuvent partager leurs mécanismesivition ou d’inhibition et donc interagir
avec le méme type de molécule. De méme pour l@seaadu groupe 106: elles sont séparées
de tous les autres sites de liaison du jeu de dsnedles doivent donc interagir avec un mode

de liaison trés spécifique.

Liens entre groupes

Dans cette étude, nous considérons que deux graameseliés si chacun contient 1
multipatchissu du méme site de liaison. Une partie d'unyseiet étre proche d’'une famille de
protéines alors qu’une autre partie est prochealfamille différente. Deusinglepatchae
contenant pas assez de SCFs (paranaétrering_factoy pour étre fusionnés sont considérés
alors comme deurultipatchsdistincts. Cette division va permettre de refléiee certaine
flexibilité des sites. La Figure 40 montre un ex@mmtéressant de lien entre groupes
concernant, entre autres le groupe 40 qui esule grand des groupes formés. Dans la Figure
37, ce groupe est au centre de la représentationl 26t le plus foncé. Le cluster 40 est au

centre d’'un réseau impliquant 11 groupes qui ses&ien deux parties.
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La partie haute inclut cinq groupes: MED-cluster (R@=1,6, taille=5), MED-cluster
69 Neq =1,0, taille=2) et MED-cluster 78\Ng~1.0, taille=2) sont des groupes d’adénylate
kinases. Les adénylate kinases sont des enzymesplpiteansférases qui catalysent la
réaction d’interconversion des nucléotides adénife.jouent un rble important dans
I'hnoméostasie de I'énergie cellulaire [179]. Le MfElster 87 Ke~6.5, taille=56) contient
aussi des adenylate kinases. Slgtraduit une hétérogénéité fonctionnelle plus inguate, il
contient d’autres types de nucléotides kinases omr@armthymidylate kinase ou l'uridylate
kinase. Toutefois, toutes les protéines du MEDtelu87 sont des enzymes qui catalysent le
transfert d’'un phosphate d’un ATP vers I'atome &5 chucléotides. Le groupe 1M6.4=2.3,
taille=16) contient d’autres nucléotides kinasesno® déoxycytidine kinase (68%).
Cependant le déoxycytidine ne fait pas partie dedéotides naturels. La déoxycytidine
kinase humaine est responsable de la phosphoryldti;m certain nombre de nucléosides
analogues cliniguement importants [180]. Son moeldiaison doit étre différent des autres

nucléotides kinases détectées dans les groupssaaitérieurement.
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Figure 40 : Représentation d'un réseau de groupesads la classification.

Chaque nombre encerclé est un identifiant. Si deugles sont connectés, c’est qu’ils ont chacumuhipatchissu
d’'un méme site de liaison. Les structures des preéaffichées sur les lignes sont celles dongxdsait le site de
liaison partagé. Par exemple, le site de liaisbARP de la protéine 1XXI est présent dans les gexni40 et 28.
Treize liens impliquant onze groupes sont représeies liens soulignent la mise en évidence despaches

communes par MED-SMA.

La partie basse du réseau inclut six groupes. depg 138 Neg= 1,0, taille = 2) contient des
GTPases. MED-cluster 228l{;= 1,0, taille = 1) contient un site de liaison cenvg dans le
domaine GTPase commun a la fois aux protéines SRRa{ recognition particle et aux
récepteurs conjugués [181]. Le MED-cluster BBy 1,9, taille = 3) est un petit groupe
d’holoenzymes ADN polymérase Ill. Cet holoenzymelegpremier complexe impliqué dans
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la réplication de I'’ADN chez les procaryotes [18RIED-Cluster 112 ey = 1,0, taille =15)
rassemble des protéines Heat Shock Locus (HSL)AID¢ polymérase Il et des protéases
CLP. HSL et CLP ont des activités de protéines etays ; ils aident la formation des
complexes protéiques. MED-Cluster 24&{= 5,9, taille = 33) est un groupe hétérogene qui
rassemble principalement des ATPase F1, des pest&acA ainsi qu'une myosine.

Treize liens sont représentés sur la Figure 40MED-cluster 40 est connecté a cing
groupes, le MED-cluster 70 a trois groupes, cintjesuont deux liens et les trois restants
n'ont qu'un seul lien. Chacune des connexions gt illustrée par des superpositions 3D.
La Figure 41 présente deux liens entre trois greupes MED-cluster 245, 40 et 28. Nous
avons donc sélectionné trois protéines (codes PRBM8, 1SXJ et 1XXI) dont les
séquences ont un taux d’identité tres faible (4,%%4aux d’identité aléatoire étant de 12%,
elles sont vraiment distinctes). Leurs structures@ ressemblent pas non plus (cf. Figure 41
gauche). Malgré cela, 'observation de la régionside de liaison des ligands co-cristallisés
(cf. Figure 41 droite) montre d'importantes simiks locales. Les ligands, un ATP et deux
ADP sont bien superposés. La présence de plusttiFs souligne une similarité importante
dans la partie basse des trois sites du coté drgp@ments phosphates des ligands. Les
structures des protéines sont d’ailleurs aussi Sigrerposées de ce coté du site. Toutefois, la
séparation de ces sites par MED-SMA s’expliquel@dait que le reste des sites est différent.
Ces liens soulignent encore une fois des simiknité la sous-poche qui fixe des ligands
contenant une partie mono, di ou triphosphate,espattie de ces protéines qui rassemble

leurs sites.
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Figure 41 : lllustration de deux liens inter-groupes
Sur la gauche est représentée la superpositioD et 3rois structures des groupes 40, 112 et 2é8¢ PDB
1UMS8 (bleu), 1SXJ (rouge) et 1XXI (vert). Ces pin&s ont un taux d'identité de séquence tres fghio) et
adoptent des repliements relativement différerasfidqure de droite est une vue rapprochée du siit kes ligands
ATP et deux ADP sont bien superposés et les sudéi locales sont mises en évidence par plusi€lifs.SCet
exemple est représentatif des détections de satlepaimilaires par MED-SMA.

Analyse de groupes contenant des protéines kinases

Les protéines kinases jouent un role central dass/bies de régulation cellulaire des
eucaryotes [183]. Comme elles représentent la siecplus grande famille de protéines cibles
des entreprises pharmaceutiques, le concept dépprchemogenomicsystématique a
d’ailleurs été fortement exploré sur cette fandéns les projetsinomics[184]. Bien qu’elles
catalysent essentiellement la méme réaction dsefedrde groupement phosphate, les voies
cellulaires dans lesquelles elles sont impliquéed particulierement variées tout comme le
nombre de substrats qu’elles catalysent. De norsbeeanalyses, ainsi que des classifications
basées sur leur séguence ont déja été réaliséd#fpegntes approches. Certaines études ont
pu aussi combiner des informations de séquencds structures pour classer les protéines
kinases. Ayant une forte affinité pour les ligarmsiques, elles constituent une partie
importante de notre jeu de données (122 sites)tudlee de leur distribution dans notre
classification est réalisée dans le paragrapheastielle constitue une partie attrayante de
nos résultats.

En 2002, Manning et ses collaborateurs ont étalvig classification des protéines
kinases humaines, le Kinome [185]. Cette clasgiboabasée sur la séquence a permis
l'identification de sept familles principales. PTIgrotein tyrosine kinase TKL: tyrosine
kinase-like STE:Homologs of yeast Sterjl€K1; Caseine Kinase,JAGC; Protein kinase A,
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C, G,CAMK: Calcium/calmodulin-dependent protein kina8MGC: contenant les familles
CDK, MAPK, GSK33, CLK. Une famille de protéines atypiques a aus$8i aoutée, elle
contient toutes les protéines kinases non encoractésisées. Sept de nos MED-clusters
incluent des protéines kinases : MED-ClustersMg = 2,14, taille = 11), 100Neq= 2, taille

= 2), 121 Neg= 2, taille = 2), 155Ne+=1,96, taille = 5), 167Ne=17,71, taille = 60), 183
(Neq=6,41, taille = 21), 211Ne11,29, taille = 23). Les groupes de taille supggea cing
ont été analysés.

Le MED-cluster 46 est le plus homogéne, neuf pnetgisur dix font partie de la famille
AGC et le dixieme est de la famille PTK. Le MED-sller 211 est aussi assez homogene
malgré son Iy, €leve; les sites de liaison proviennent principaet de deux branches de
'arbre du kinome, PTK et CMGC, ainsi qu'une pratid’'une branche intermédiaire de ces
deux familles (code PDB 2A19). Ce site fait d’aille un lien avec le MED-Cluster 157 dont
le Neq est élevé, mais 59 sur 60 des sites de liaisondsprotéines kinases qui proviennent
des trois familles CMGC, PTK et CAMK et de la falmitle protéines kinases atypiques. Ces
différences entre la classification de Manningahbtre sont intéressantes. En effet, nous
classifions les sites de liaison des kinases efeuns séquences. Afin d’expliquer la disparité
des familles de protéines kinases, nous avons lam@@lcul avec MED-SuMo en utilisant le
site de liaison a 'ATP de la CDKZ€Il division kinase) (code PDB 1B38) comme requéte
gue nous avons comparé au reste des sites du gidipavec MED-SuMo. La Figure 42
représente les 31 premiers résultats détectés Ed-BUMo. lls sont ordonnés par score
décroissant. L'analyse fait apparaitre en prennerlh présence de toutes les CDK2 du jeu de
données dans les premieres lignes du tableau,saltéssurlignées en bleu foncé. La seconde
observation concerne la présence de protéines demae famille (CMGC), surlignées en
bleu clair. Avec un taux d’identité de séquenc8&%, les CDK2 et les glycogen synthase
kinases B (GSK3) sont de la méme famille du kinome (CMGC). En 2004e étude des
relations structures-activités (SAR) des protékiaases résolues dans la PDB a montré que
ces deux types de protéines kinases avaient destéctcomparables et qu’elles étaient
inhibées par les mémes types de molécules [NMED-SMA les rassemble dans le méme
groupe. Ce résultat montre l'intérét de cette nouvée méthode de classification.

Les sites d'autres familles sont aussi présents dantableau de résultats: autres
couleurs (cf. Figure 42) telles que PTK (vert), CKNrose), TKL (gris) ou des protéines
kinases atypiques (rouge clair). Le site de liaisoPANP de la tyrosine kinase Aurora-A
(code PDB: 2DWB en vert) a un score plus élevédjaetres CDK2, il est donc plus proche
gue certaines CDK2. MED-SuMo détecte donc des massamces structurales et

127

PARTIE 111.B: Une nouvelle méthode performante thssification des surfaces
protéigues d’interaction: MED-SMA




fonctionnelles entre les CDK2 et cette tyrosineakm Aurora-A. Ces résultats sont en
adéquation avec une étude récente qui a montréleguactivités de ces deux types de
protéines sont inhibées par les mémes classes eute les 1,4,5,6-tetrahydropyrrolo[3,4-
c]pyrazoles [186]. Ces kinases se lient donc aumesétypes de molécules, impliquant des
similitudes fonctionnelles et structurales: leucswités peuvent étre inhibées ou activées par
les mémes types de principes actifs. MED-SMA dételcinc ce genre de similitude au sein
d'un jeu de sites de liaison, cette méthode peutcd@tre utile pour la conception de
médicament avec pour rble de détecter d’autreséipes cibles qui pourraient étre
influencées par un certain type de molécule.

| PHHHH

Figure 42 : Résultats d’'une comparaison du site daison d'une cycline dépendante kinase 2 (code
PDB : 1B38) avec tous les sites de liaison du jea données avec MED-SuMo.
La ligne de la requéte est jaune. Chacune dessautdrdeurs représente un famille de kinase : CMB€&l(
foncé pour CDKZ2, bleu clair pour les autres typeMGC), PTK (vert), CAMK (rose), TKL (gris) et les
protéines kinases atypiques (rouge clair). Leskgolanches sont des protéines kinases d’'autrésesspelles
ne sont pas associées aux protéines du kinome.

La derniére remarque concerne 1"8Gite du groupe 157, site de liaison de I'enzyme
biotine carboxylase (Code PDB 1DV2). Le motif PRTBSIqui lui est associé confirme
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'appartenance a la superfamille des ATP-grasp.ufAacétude a ce jour n’évoque une
guelconque relation entre les protéines kinasefa diiotine carboxylase. Cependant, la
superposition de la CDK2, 1QMZ et 1DV2 montre @aient des similitudes dans la région
charniéere du site de 1QMZ (cf. Figure 43).

Figure 43 : Superposition 3D d’une biotine carboxydse et d’'une CDK2.
La protéine CDK2 (code PDB 1QMZ) est en gris diitatine carboxylase (code PDB 1DV2) en violet. Les
similitudes détectées par MED-SuMo sont situées tianégion charniére des sites.

Enrichissement des MED-clusters

Initialement, PROSITE avait été utilisé pour comsti un second jeu de données de
protéines se fixant aux ligands puriques. En siéecant des motifs liés aux ligands choisis,
3515 structures protéiques ont été rassemblées.s880 communes au jeu de données
construit avec la PDB, 1492 ne sont pas co-criséat avec des ligands puriques et 1143 ne
sont co-cristallisées sans aucun ligand. Afin diges de caractériser ces structures sans
ligand, nous avons décidé d’essayer de les comparer247 groupes déja identifies par
MED-SMA. Pour ce faire, nous avons utilisé MED-SuMo mode surface entiere des
protéines contre les 2322 sites a purirfigh yersussiteg. Deux criteres ont été établis pour
gu’un site soit associé a un groupe : (i) le sédED-SuMo doit étre supérieur a 5,5, et (ii) au

moins 60% des SCFs doivent étre communs avec dedsitgroupe auquel il ressemble,
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impliquant des similitudes structurales et fonatieltes (parametreovering_factoy. Le
MED-sumo-client batch (cf. Figure 20) est utiliséup lancer les simulations en ligne de
commande.

En ne considérant que le premier filtre, 567 stmed sans ligand (soit plus de la
moiti€) sont associées aux MED-Clusters qui setagmichis de 1038 sites. Certaines
structures sont associées a plusieurs groupessepis sites de liaison peuvent étre détectés
dans une méme structure. A lissue du second fiteelement 196 structures sur les 1143
sont assignés aux groupes précédents. lls corrdepba 203 sites de liaison. Sept structures
sont associées a plus d’'un groupe, ce qui estlpegsour deux raisons : (i) tout d’abord une
protéine peut avoir plusieurs sites puriquesuig protéine peut étre associée a deux groupes
déja connectés. Par exemple, 1IFMK est associéexaMED-clusters de protéines kinases ;
les groupes 157 et 211. lls contiennent déjamekipatchsissus d’'un méme site de liaison
commun a '’ANP du facteur d’initiatioa 2, (code PDB 2A19).

L’enrichissement concerne 56 groupes. Par exen@lgroupe 40 augmente de 19
nouveaux sites. Les structures des protéines lsnasesont le plus souvent résolues sans
ligand ou co-cristallisés avec des inhibiteurs dneh détectées par MED-SuMo. En effet, les
MED-clusters de protéines kinases 157 et 211 sest plus enrichis. lls gagnent
respectivement 26 et 9 sites. Ces nombres ne asritgs €levés mais ceci est principalement
dad a la rigueur des parametres fixés. En effetsramons utilisé les mémes parametres pour
MED-SMA (score_min= 5,5, covering_factor= 0,6) afin de (1) rassembler des sites
similaires, (2) d’inclure quelques connexions ergreupes et (3) d'éviter le plus d’erreurs
(faux positifs) possibles. Le reste des structw@ss ligand n’est associé a aucun groupe,
toutefois, au moins 371 ont des similarités avexgies puriques. Des surfaces d’interaction
aux purines ont donc été détectées par MED-SuMmermiant il faudrait les analyser plus
précisément pour pouvoir en tirer des conclusidas précises.

Ainsi, seulement 1/ des structures sans ligand sont donc associéegraupes.
Cependant, les parametres ont délibérément éte rigéureusement afin de ne pas induire de

fausses associations aux groupes deéja fonctionmetiespécifiques.

Discussion
Pour cette étude, MED-SMA est appliguée a une fandé protéines particulieres,
appartenant au purinome. AXP, NAD et GXP sont dganbts simples, composés de
nucléotides de méme type et de groupements phesph@ependant, ces ligands sont
flexibles et peuvent adopter différentes confororaidans les sites de liaison [187]. En effet,
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malgré de fortes similitudes, certains sites dsdias sont tres sélectifs, alors que d’autres
peuvent se fixer a différents ligands. Un exempereprésenté dans la Figure 44 ou deux
CK2 tres semblables sont superposées avec learglBgespectifs. Le GTP est superposé sur
le ligand ANP. Des SCFs sont visibles tout autoes tigands, ce qui montre de maniére

explicite que les sites de liaison sont globalent@rst proches.

Figure 44 : Superposition des ligands GTP et ANP de deux sites de liaison trés similaires.
Les deux ligands sont extraits des structures d2 (€s&de PDB 1DAY en bleu et 1LP4 en rose). Lescstres sont trés
proches mais elles sont co-cristallisées avecigasds différents.

D’un point de vue méthodologique, il est difficike comparer les résultats de notre
classification a ceux d’autres méthodes. Nebelest ®llaborateurs [188] ont reporté une
méthode qui génere automatiquement des motifs 8iside sites de liaison de structures
protéigues qui se basent sur un consensus defopsegies atomes. lls évaluent leur méthode
sur un jeu de ligands ayant une adénine et lagalidcréant 18 motifs différents. Notre étude
englobe un nombre beaucoup plus grand de protdieedlifférentes classes présentées dans
leur étude se retrouvent par MED-SMA. Néanmoins, classification présente des
différences. Concernant le motif ADP4 (cf. figure@l'article [188] et le texte associ€), trois
protéines sur cing (1EHI, 1E4E, 1GSA, 1KJQ and 1)AbHnt associées au méme groupe, le
MED-cluster 5 (1EHI, 1E4E, 1KJQ). Les deux autrestgines (LGSA et 1IAH) sont
associées a d’autres MED-clusters. Cette comparaisopeut étre étendue car le reste des

deux jeux de données est tres différent.
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La classification des 2322 sites de liaison form& yroupes. La méthode est
particulierement robuste. En effet, chaguneltipatchcontient en moyenne 48 SCFs qui sont
principalement impliqués dans des liaisons hydregg&iren moyenne 80% des SCFs des sites
de liaisons sont présents dansrtedtipatchs De maniére intéressante, un nombre conséquent
de groupes sont composés de sites lies a differgms de ligands. Toutefois, méme si GXP
et AXP ne difféerent que par deux groupements chiesg et que NAD et AXP ont une partie
strictement similaire. Les groupes sont assez figées.

L’'annotation manuelle des structures du jeu de éesnbasée sur le champ
MOLECULE des fichiers PDB a montré que la moitié deoupes ne sont associés qu’'a une
fonction et 12 % a plus de deux fonctions. Lesssdepurine ne sont généralement pas
associés aux fonctions mais aux mécanismes d'#ctivau d’inhibition. Les sites de liaison
rassemblés dans les mémes groupes peuvent domaaeaffinité pour les mémes types de
molécules actives. Nous avons analysé et présduséms groupes avec und\elevé. Le
MED-cluster 40 a la valeur desiNa plus élevée, 53. Il contient les sites de diassdes 279
petites protéines G et il est associé a plus deali@@s annotations fonctionnelles. Cependant,
il rassemble toutes les petites protéines G dulgedonnées, toutes activées et inhibées par le
méme mécanisme d’activation/inhibition. La préstotades liens entre les groupes souligne
la complexité de I'approche. En effet, un lien egirésenté par un site dont au moins deux
sous-sites se retrouvent dans deux groupes disti@eitte propriété n’est pas une simple
distinction due a la flexibilité des protéines, maine réelle distinction dans les sites de
liaison des protéines, qui est considérée commsidektudes de sous-poches.

Un résultat pertinent de cette étude est I'anatisséa distribution de motifs PROSITE
au sein de MED-clusters. PROSITE est une base migé@s de motifs de résidus basée sur la
séquence, particulierement utilisée par la commignaagientifique. Méme si un nombre
important de groupes est associé a plusieurs misifsont assez homogénes cardatierns
sont souvent redondants ou apparentés. Notre éardmlide le travail créatif de Kasuya et
Thornton qui analysent une représentation en 3DmE#s PROSITE sur les structures des
protéines [189]. lls montrent que de nombreux mofirésentent des caractéristiques
structurales similaires qui pourraient étre utdsépour créer des modéles de motifs
fonctionnels tridimensionnels. Wu et ses collabareg [190] ont aussi récemment amélioré
une étude [191] en montrant que lorsque I'infororatile la structure est disponible, elle est
plus pertinente que les motifs PROSITE simples. rdNotravail suggére que des
caractéristiques communes et distinctes peuvest @&sociées a un motif donné, et que

différents motifs peuvent partager des similituttesales. De méme, un tiers des protéines
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inclues au jeu de données ne sont associées a matiifPROSITE, notre approche souligne
l'intérét d’enrichir ces annotations avec cellesstieictures ayant des similitudes structurales
et fonctionnelles.

Ce type de relation entre les familles de protéingse en avant par I'approche MED-
SMA, est tres intéressant. Dans cette classifioatious avons choisi de fixer un score MED-
SuMo minimal élevé (5,5 qui correspond a une diteat’au moins 10 SCFs communs) dans
le but d’obtenir des groupes fonctionnellement Bgges et de limiter le nombre de faux-
positifs dans les groupes. Cette classificationmger de proposer des mécanismes
enzymatiques pour des protéines peu étudiées gordiEsnes résolues recemment, ou encore
la déduction de la fonction de protéines. En oulteest possible de proposer une fonction aux
protéines inconnues en détectant les groupes/dudéesites ayant de fortes similitudes aux
niveaux de leurs sites fonctionnels. En appariam structure a un groupe plutdét qu’a une
seule structure, le nombre des faux positifs d’gaien fonctionnelle devrait étre limité.
Cette approche permet d'orienter de maniére sugEgvune démarche expérimentale qui

viendrait confirmer les hypothéses issues de egipeoche.

Conclusion

MED-SMA est une approche de génomique structuklle. est rapide et comme noté
par Ferré et ses collaborateurs [192],datchsfonctionnels associés a une grande collection
de cavités sur les surfaces des protéines peuvsmtuéilisés pour fournir des indices
fonctionnels aux protéines dont la fonction n’esis pconnue. Cette longue observation
s’applique a notre étude. MED-SMA est une appraghigoourrait améliorer I'efficacité et le
rendement des premiéres étapes des voies de kreckehde médicaments, comme le choix
des premieres pistes ou en améliorant les pistegrgm dans la sélection de cible au profil
favorable. Cette étude met en évidence I'utilité MED-SuMo pour a la fois annoter les
structures des protéines mais aussi permettrassitication fonctionnelle et structurale d’'un

jeu de sites de liaison.
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4. Adaptation de la méthode pour la classification de

gros jeux de données

POPS (PétaOpérations Par Seconde) est un projetpdde de compétitivité
SYSTEM@TIC [145] dont le but est de concevoir dgstames informatiques hardwares
adaptés a un tres large spectre de besoins en balate performance, vers le milliard de
milliard d’opérations flottantes par seconde. Cejgirest dirigé par Bull et implique 18
partenaires. Des industriels tels EDF ou Eurodewejsies entreprises comme MEDIT et des
laboratoires académiques tels le CEA LIST (Labaratd' Intégration des Systemes et des
Technologies) ou I'IBBMC (Institut de Biochimie Btophysique Moléculaire et Cellulaire) y
participent. Pour MEDIT, I'objectif est de clasgeus les sites de liaisons de la PDB, soit
90000 sites environ, avec I'approche MED-SMA efligant des machines HPC (Calculateur
a haute performance obligh Performance Computifigtrés puissantes mises a notre
disposition par la société Bull.

Apres les classifications des protéinesfold GHKL (146 sites) et des protéines liant
les purines (2322 sites), des tentatives pour efadess jeux de sites plus grands (3500 sites de
lectines) avaient été testées sur des machinesoplusoins puissantes comme une machine
AMD bi-Opteron Dual Core 270, 6GB RA#t unelntel bi-Xeon Quad Core 5335, 16 GB
RAM Cependant, I'implémentation de la méthode n'gai particulierement adaptée aux
tres grands jeux de données. En effet, la prendieqge de comparaison multiple des sites de
liaison s’effectue exclusivement dans la mémoirgsigjue de la machine sans jamais
construire de fichier intermédiaire. Les résultétant retournés déja ordonnés sous forme
d’un fichier binaire global lisible seulement paEM-SuMo. Sur un jeu de 3500 sites, plus de
six millions de comparaisons sont nécessaires (358800 / 2). La mémoire vive des
machines utilisées se sature au bout de quelquesshde calcul sans qu’aucun résultat ne
soit retourné, lggarbagecollector d’'Ocaml n’arrivant plus a libérer suffisamment space
mémoire. Afin de pouvoir traiter les 90000 sitedal®DB, il était nécessaire de chercher une
solution technique soit au niveau des options depdation, soit au niveau de la distribution
des calculs. Cette premiére observation nous aipatenréfléchir sur ce probleme et, aussi
d’'anticiper d’'autres problemes dimplémentation @ammant la classification de grands
ensembles de sites.

Comme décrit dans la partie lll.iv, deux foncti@mnt nécessaires pour le lancement de
MED-SMA: SuMo.compare_graph_crossSuMamulti. Il faut remarquer que d’'une part ces
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deux fonctions communiquent par l'intermédiaire rd'seul fichier binaire et qu’ensuite la
fonction SuMo.multigére une longue liste de tache en mémoire, et aanane étape
intermédiaire. Jusqu’'a maintenant, la procédurda® de classification des jeux de sites
d’interactions ne posait pas de probleme de pedoo®, I'étape de comparaison deux a deux
pour le jeu de purines a nécessité en environ 3BMotre serveur bi-processebi-Xeon
Quad Core 5335, 16 GB RAMt le reste de la procédure (création du grapbkkassification
par MCL) ne prenait que 30 minutes (sur une magh®ependant, les performances globales
de MED-SMA ne sont pas linéaires mais plutét quiaglie par rapport au nombre de sites a
comparer et a classer. Ainsi, pour des jeux de éemplus importants que ceux déja utilisés,
plusieurs jours de calculs peuvent étre nécessélifasit donc anticiper des arréts inopinés de
machines sans que cela implique obligatoirememeld@cer la totalité des calculs. Ainsi, des
étapes intermédiaires, et un autre mode stockageédeltats intermédiaires et finaux sont

indispensables pour que MED-SMA soit lancé surgitaads jeux de données.

i. MED-Distribute

La comparaison multiple se lance avec un script MiiBo-lua. Lorsque le noyau
(kerne) de la machine utilisée est doté de plusieurs @PWceur de calcul, la fonction
SuMo.compare_graph_cropermet de distribuer les calculs des comparai2an2 en autant
de processus séparés. Malgré cette premiere ogtiorisla comparaison multiple d’'un jeu de
3500 sites n'est pas possible, le calcul finit ggturer la mémoire et s'interrompt. Il est donc

difficile d’envisager la comparaison multiple d€¥)90 sites de la PDB.
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1AAA IHHH  1QQQ 17727,

1HHH

1QQQ

1227

Pour effectuer les comparaisons 2 4 2, nous devons lancer 6 calculs:
1-SuMo.compare_graph_cross (subset(1 AAA—> 1HHI))
2-SuMo.compare graph cross (subset(1HHH-> 1QQOQ
3-SuMo.compare graph cross (subset(1QQQ—> 1272))
4-SuMo.compare_subset_cross (subset(1AAA~> 1HHH),subset(1HHH-> 1QQ0Q))
5-SuMo.compare_subset_cross (subset(1AAA—> 1HHH), subset(1QQQ—> 1ZZZ))
6-SuMo.compare_subset cross (subset(1HFTH-> 1QQ0Q), subset(1QQ0Q—> 1277))

Figure 45 : Exemple de découpage du jeu de donngesur optimiser I'étape de comparaison
multiple de MED-SMA.

Les résultats des comparaisons deux a deux desdatBaisons sont indépendants les
uns des autres. Il n’est donc pas indispensabléaguies les comparaisons soient réalisées par
le méme script, I'essentiel étant la fusion desltéts finaux. La Figure 45 illustre la maniere
dont nous découpons le jeu de données afin de rpasse la saturation de la mémoire
physique évoquée précédemment. Pour ce fairestia dies graphes composant la base est
récupérée. Pour I'exemple de la Figure 45, lestgramnt des identifiants allant de 1AAA a
177Z. Cette liste est découpée en ensembles de fiaid (par exemple des carrées de 2000
graphes). La nouvelle implémentation de la comparamultiple integre les deux fonctions
suivantes:

- la fonction SuMo.compare_graph_crosgui lance les comparaisons
multiples au sein de chaque bloc diagonal de laicea{cases en violettes
dans la Figure 45).

- la nouvelle fonctiorSuMo.compare_subset _crosqui permet de comparer
tous les graphes d’un ensemble a tous les graplesudtre ensemble (cases
vertes dans Figure 45), soit les blocs hors-diagsna

Alors gu’une seule fonction était utilisée pourdanles comparaisons multiples du jeu
de sites $uMo.compare_graph_cro§sAAA—>1777)), le programme est découpé en
plusieurs appels de fonctions différentes (cf. Fegd5). Les résultats de chaque appel sont
stockés dans un fichier binaire et interprétés desgtapes suivantes. Dans le cadre du projet
POPS, la société Bull a mis a notre disposition fenee de PC (cluster) HPC Xeon 64bits,

composé de 36 nceuds de calculs, chacun disposantnabins huit processeurs. Afin de
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prendre avantage de cette puissance distribudess86 noyaux linux associés, le programme
MED-Distribute a été développé au sein de MEDIT-SA. Il permetlidéribuer I'exécution
d’'un programme sur plusieurs nceuds de calcul etrédeipérer les résultats géneérés.
L'utilisateur découpe la requéte principale en omhbre fixé de requétes BIED-Distribute
lance chacune d’elles sur un nceud de calcul difféf@haque requéte est un appel a une des
fonctions de comparaisons multiples. Ces fonctipesmettent aussi la distribution des
calculs sur les CPUs disponibles, toute la puissdes nceuds de calcul est ainsi utilisée.

Pour chaque requéte, un fichier binaire contenast resultats des comparaisons
effectuées est généré. Les informations sont endinéctement extraites et stockées dans la
base de donnéesulti.db décrite dans la partie suivante.

Eun MED-SuMo:
1 requéte = 1 resultat

Distribution des calculs, 3 étapes:

1. Preparation des requétes: 1requéte = Nrequétes

2. Distribution des calculs: N requétes = N résultats

3. Fusion des résultats: N resultats = 1 resultat
Caract erisﬁques: Cﬂmplﬁa]lte l]ED—SI]NII} Sim.P].e

-Sadapte 4 la quatité de machines disponibles

(le plus il v en a. le plus rapide est le calcule)
- Sile calcule est arrété, il est repris au méme niveau.

Division

Composante MED-SuMo Distribuée

Nouvelles exigences pour MED-5uMo serveur:

Division: Le jen de donnée est divisé en une mairice carrée (cf fizure 34). Une nouvelle fonction
pour comparer tous les sites d"un sous-jeu a tous les sites d*un second sous jeu est aussi nécessaire.
(SuMo.compare subsefs cross)

Merge: Pour les étapes suivantes, tous les résultats des comparaisons doivent étre réunis dans un
méme type de données. Une nouvelle fonction de fusion des résultats est nécessaire
(SuMo.merge comparison_results files). Finalement celle-ci ne sera pas utilisée, une hase de
données stockant les résultats sera générée 4 la place

Figure 46 : Fonctionnement du programmeV ED-Distribute.

ii. Stockage des résultats

Les résultats de comparaisons multiples contiendiéiérents types de données. MED-
SMA considere a la fois le score MED-SuMo entre d@ss mais surtout les similarités

structurales 3D pour former lesnglepatchs Les positions, les orientations, ainsi que les
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types des SCFs sont indispensables pour les ésapemnt les comparaisons multiples. La
Figure 47 représente le schéma global de la baderdeéesnulti.db Elle stocke les résultats

intermédiaires des comparaisons multiples ainsiegieésultats finaux d’une classification.

mp_par -
@ MP_ID1: INTEGER
@ MP_ID2: INTEGER
@ multipatch_MP_ID: INTEGER (FK)
@ MP_SCORE: REAL

Multi.db

r"p_sc.‘ b
# MS_MP: INTEGER

# MS_SCF: INTEGER

1D: INTEGER (FK)
MP_ID: INTEGER (FK)

scf_geometry -
Liste_SCFs @ SCFG_ID: INTEGER
] —F: - @ =F_SCF_ID: INTEGER (FK)
» - S Détails_SCF @ SCFG_SCF: INTEGER
e Ve & SCFG_X: REAL
e i & SCFG_Y: REAL
'E“r'ﬁ-"?"f& INTEGER ~ st i : . @ SCFG_Z:REAL
& TP PDB_I0: VARCHAR(Z0) # SCF_ID: INTEGER Détails_Géometrie 1.3 sef geomenn, FRIndex?
@ MP_SUBID: INTEGER W SCEREN AN RO & $ xf SCFID
° MP-COH-'.DONEN‘: INTEGER & SCF_IDENTIFIER: VARCHAR(12)
& MP CLUST: INTEGER @ SCF_LABEL: VARCHAR(10)
= & SCF_RESIDUE: VARCHAR(Z))
& SCF_RESIDUE_ID: INTEGER
& SCF_RESIDUE_CHAIN: CHAR(1)
& SCF_TYPE: VARCHAR(S)
& SCF_COEF: REAL
& SCF_POSX: REAL
@ SCF_POSY: REAL
Liste_SPs & SCF_POSZ: REAL
7S & SCF_PDE_ID: VARCHAR(4)
SCF_2
SCF1 <>
{scf_par -
# PAIR_ID: INTEGER
| @ singlepatch_SP_ID: INTEGER (FK)
o e = @ sc_SCF_ID: INTEGER (FK)

SCF_Sp1 @ PAIR_SP1: INTEGER
@ PAIR_SP2: INTEGER
& @ PAIR_SCF1: INTEGER
& PAIR_SCF2: INTEGER

SCFSP2| |4 DAIR_SCORE1: REAL
@ PAIR_SCORE2: REAL
0 g scf pair_FKIncexi

# SP_ID: INTEGER

| % singlepatch_SP_ID: INTEGER (FK)
@ mulipatch_MP_ID: INTEGER (FK)
» SP_PDB_ID: VARCHAR(4)

Figure 47 : Architecture de la basemulti.db.
Sept tables répertorient d’une part 'ensembleinfesmations nécessaires a la classification des sle liaisons et
d’autre part les résultats finaux de la classiforat

La basanulti.dbse compose de sept tables. Elles répertoriedléesents nécessaires a
la classification des sites de liaisons et congenraussi les résultats finaux. La base est
construite au moment de la lecture des résultatscdmparaisons multiples générées par le
programmeVIED-Distribute elle est remplie au fur et & mesure du protocole:

- Les tablessinglepatch scf pair, scfet scf_geometrysont remplies au
moment de la création demglepatchgcf. Figure 24c). La tablsinglepatch

répertorie les informations sur lesnglepatch par exemple, la structure
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dont chaquesinglepatchest sont issu, leurs partenaires détectés par les
comparaisons multiples. La taldef pair répertorie les SCFs en commun
entre paire deinglepatchsLes tablesscf et scf geometrycontiennent des
informations sur les SCFs dsmglepatchdels que leurs identifiants, types,
positions, et leurs géométries, permettant ainsefaésentation des SCFs
dans un visualisateur 3D. Les tabkes pair et singlepatch(encadrées en
bleu dans la Figure 47) ne servent qu'aux étapegnmédiaires, et sont
inutiles pour les résultats finaux de la classtf@ma Elles sont cependant
conserveées pour que la classification puisse éise énjour régulierement en
fonction des nouvelles structures de la PDB.

- Les tableanultipatchet mp_scfsont remplies au moment de la construction
des multipatchs Certains champs restent vides tel MP_CLUST qui
correspond a l'identifiant du groupe auquehaltipatchappartient. Il n’est
précisé qu’une fois la classification terminée.

- La tablemp_pairfait le lien entre lesnulipatchs Pour chaque paire, le score
MED-SuMo est calculé et stocké. La formation dupbeade similarité se

fait par une requéte sur cette table.

Ces modifications permettent maintenant de lare@tdssification de tous les sites de
la PDB. Nous avons pu en effet éliminer les limtshniques du protocole. Le travail n’est
pourtant pas terminé, une longue phase d’analysememce. Le fait que les résultats
intermédiaires soient disponibles danglti.dbnous permet de lancer plusieurs classifications
avec des matrices de similarité normalisées deéérdifites manieéres afin de choisir les
meilleurs parametres possibles. Les valeugs $pécificité et sensibilité seront utilisées pour
évaluer la classification (cf. partie Ill.Bv2). Certains résultats intéressants des application
décrites précédemment seront aussi recherchéd’'afmluer les clusters. Le projet POPS
prévoit aussi le développement de deux interfacephiques permettant la visualisation
globale de la classification et une analyse sppeoifides groupes: une interface propriétaire
utilisant l'architecture de MED-SuMo GUI et dontslgpécifications sont en cours et une
interface web dont le développement est déja cornénet qui sera disponible pour la
communauté scientifique. La baseiltidb sera au coeur des deux interfaces et permettra par
exemple d’'accéder au contenu des groupes ou depsgpee lesnultipatchs Le but de ces

interfaces est de permettre une analyse et exglorabmpléte de la classification et surtout
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de comprendre les similarités fonctionnelles déestpar la méthode MED-SMA dans les

sites de liaison de la PDB.
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C. Une nouvelle méthode de conception de novo de

molécules actives

1. Idée Générale

La PDB est une source majeure d’informations stradés expérimentales sur les
interactions entre les ligands et les protéinesdépassant en 2008 les 50000 enregistrements,
elle constitue incontestablement une réelle rich@ssir le chimiste médicinal. Les méthodes
prédictives Target-Based drug desigee basent sur ces informations biostructurales et
proposent principalement les protocoles suivarit¥:l€ criblage virtuel qui positionne et
calcule des scores pour un grand ensemble de nedécandidates en optimisant les
interactions dans le site actif, (2) la génératiemovode candidat médicament en allongeant
itérativement une molécule dans le site actif gdingisation des interactions avec la protéine,
(3) le fragment-based drug desigqui va prédire le positionnement de fragments dzins
autour du site actif, fragments qui pourront sexddr hit et par association générer des
molécules candidates complétes. Au croisement akgriieres catégories, BREED [193] est
une méthode de conception de molécdiesiovoqui se base sur les alignements structuraux
de protéines d'une méme superfamille pour superpleseligands qui y sont fixés. Ces
ligands, qui sont dans leurs conformations actises)t ensuite recombinés en 3D par
permutation de liaisons covalentes superposées fmumer de nouvelles molécules.
Ramensky et ses collaborateurs [194] ont été lemiprs a remarquer que les similitudes
locales des protéines détectées a I'échelle ddDB &aient une influence positive sur les
résultats de ces protocoles. En effet, si des aiitéis locales sont détectées entre paires de
sites de liaison, la partie du ligand du secorel(siti le fragment) se liant a la partie commune
peut étre transférée sur le premier ligand. Autdmtcombinaisons possibles qu’il y a de
similitudes locales détectées dans les structueela PDB. Ramensky et ses collaborateurs
utilisent le concept de remplissage d’'un site desdin avec un nuage d’atomes. Une fonction
de score basée sur ces nuages d’atomes permeteedsuiavoriser le positionnement de
certains ligands dans des processus damarrapekiGg, ou sert comme source
d’'information pour optimiser des molécules activas les modifiant avec les atomes du
nuage. Leur méthode présente toutefois deux limitBane part, des atomes et non des
fragments de molécule sont utilisés, aucune inftionaur leur valence n’est intégrée. Il est
donc difficile de les combiner pour former de ndles molécules, et la génération de
molécule compléte nécessite beaucoup plus de cambims que si des fragments sont
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utilisés. Dans ce cas, 2 a 3 hybridations suffipenir construire un nouveau ligand. D’autre
part, la méthode de comparaison de I'environnerdestligands est basée sur des graphes
d’atomes ce qui est beaucoup moins performant egigiaphes de triplets de SCFs utilisés
par MED-SuMo.

Dans ce cadre, MED-SuMo est un des rares logigield 38] qui détecte les similitudes
fonctionnelles de sites de liaison, et qui perrfadighement des protéines cibles mais aussi
des ligands dans les poches. Un de ces avantagesrsnest la possibilité d’utilisation d’'un
nouveau type de base; une base MED-SuMo de saiepade liaison. L'analyse des
meéthodes de conception de nouvelles molécules camdbil’approche originale de MED-
SuMo ont mené au développement d'une nouvelle méthde conception de molécules
actives combinant la détection de similitudes lesatles surfaces des protéines et une
approche fragmentale [17]. Ce protocole proposi tpplications avec (1) la génération
d’'une base de données de fragments ciblée surroténe donnée, (2) la conceptida novo
de molécules actives, et aussi (3) la possibilibgtiniser des molécules déja actives sur des
protéines cibles précises. De plus, il se basd'esemble des informations biostructurales
de la PDB, ce qui maximise les probabilités de alétedes similitudes locales. Cette
approche est particulierement efficace a deux égdbdune part, les bases MED-SuMo
peuvent contenir des milliers de poches voire dastaines de milliers de sous-poches
définies par des complexes protéine-fragment, aing des centaines de milliers de
descriptions de surfaces d’interaction locale &tyttle part des requétes de surfaces entieres
de protéines sont possibles.

Deux autres avantages sont également a releveprdreier concerne la méthode de
fragmentation appelée MED-Fragmentor qui générendkiples motifs protéine-fragment a
partir d'un ensemble de complexes protéine-ligdrad détection des structures 2D exactes
issue d’'une grande librairie de petite moléculelssrstructures de ligand de la PDB permet
d’identifier ces fragments. Ces motifs 3D, appeMED-Portions, sont donc des sous-
structures chimiques a la fois présentes dans ase de données de petites molécules actives
et détectées dans une sous-structure de ligand fixéedprotéine. Les MED-Portions sont
définis par plusieurs critéeres: (1) une sous-stmecthimique dont les atomes ont la méme
topologie qu’'une molécule issue d'une bibliotheglee molécules, soient des molécules
synthétisable, (2) les atomes des extrémités dgsnients pour marquer les connexions vers
le ligand original: les anciens atomes sont rengdgmar deslummyatomes qui n'ont pas de
types mais qui conservent leurs positions, final@n{8) par la surface d’interaction de la

protéine a proximité spatiale du fragment, doncitEpar les SCFs de MED-SuMo.
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Figure 48: Représentation d’'un exemple de MED-Portins.
Comprenant une sous-structure chimique, les atalm@snyaux extrémités qui étaient connectées, et les
SCFs détectés autour du fragment sur la surfate gl®téine.

La base de MED-Portions est construite en croidant tous les complexes protéine-
ligand de la PDB avec un sous-groupe de petite cat@éextraite de la chimiotheque
PubChem Son exhaustivité constitue le second avantagerchocole. D’avantage de détails
sur sa construction seront décrits dans la padieaste. Une fois générée, cette base de
surface d’interaction protéine-fragment s’utilise th méme maniére qu'une base MED-
SuMo. Des surfaces d’interaction requétes sont enégs a tous les éléments de la base. Les
résultats ljits) détectés sont des MED-Portions ayant des SCFsnoos avec la requéte et
formés d’'une sous-structure chimique correctemesitipnnée pour interagir localement
avec la surface requéte. L'ensemble des MED-Patiécupérés est filtré pour garder les
meilleurs candidats et les MED-Portions résultaoist ensuite combinés en 3D pour former
de nouvelles molécules hybrides avec le programma®Mybridise. Cette approche permet
donc le remplissage de n’importe quelle surfacatefaction par des MED-Portions qui,
hybridés peuvent constituer de nouveaux ligandsmieis. Aprés la description compléete du
protocole, une application sur le récepteur pretdimase VEGFR-2 illustrera I'utilité et
I'efficacité de la méthode.
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2. Mise en place du protocole

L’approche fragmentale est composée de trois gaessentielles. La premiere partie
concerne la création du nouveau type de base MBEWBeSIa basefragment,composée de
MED-Portions (cf. Figure 49). La seconde partietpaur le lancement dens MED-SuMo
sur cette nouvelle base et la troisieme partie peten combinaison des fragments des hits
détectés avec MED-Hybridise. Les paragraphes stav@mtiennent une description de ces
trois étapes. Les figures de cette partie sonaesr de la publication dont je suis co-auteur
(article 3 [17]).

I. Construction de la base fragments

De la méme maniere que les bases de sites denli@oasesiteg et de surfaces entiéres
(basefull), il faut avoir préalablement la PDB localementéférencée par I'intermédiaire de
la basepdb_index.db(cf. Il.i). Pour chaque entrée de la PDB, un prote unique est
utilisé (cf. Figure 49): (i) détection des ligandi$), détection de sous-structures 2D dans ces
molécules, fragmentation des molécules et stocklagenformations dans une nouvelle base
frag_info.dh et (iii) construction de la base MED-SuMo. Treisus-étapes sont nécessaires

pour construire la baseagments
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Petites molecules

Fichiers PDB (subset PubChem)

| ' Détection de
Ligands
|
L 2

Détection de
match 2D

Actions MED-SuMo >
Fragmentor

Protéine-Fragments

Constructions

MED-Portions
[ |

) WMED-Portions

Figure 49 : Protocole de I'approche fragmentale paula construction de la base de MED-Portions.
Les rectangles représentent les traitements abgaigues et les cylindres, les bases de donnéesasldans le
protocole. La base « Fichiers PDB » eqtdé_index.dbla base « Protéine-Fragments » est la frage info.dh la
base « Petites molécules » est la BageChem Compounds la base de « MED-Portions », la baagments

Premiére étape : Détection des Ligands

Un ligand se définit par trois caractéristiques ufe molécule chimique ayant moins
de 100 atomes lourds caractérisés par le cHdBEIpATMdans le fichier PDB, (ii) une chaine
homo-peptidiqgue ou hétéro-peptidique ayant moind@eésidus (acides aminés ou autres),
(i) un ligand lié de maniére covalente a la pmnot¢ définit par le champlETATM. La
détection des ligands par MED-SuMo serveur se daéc la commande MED-sumo-clui

(cf.Annexe 2
# sumo pdb frag_lig_info ID_PDB
Elle transmet une liste d’'informations sur les tiga et les atomes les constituant (tels que les

noms de ligands, ou les positions des atomes) agrgnme MED-Fragmentor par

I'intermédiaire d’un fichier texte au format PDB.
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Deuxieme étape : MED-Fragmentor : Détections dass-structures 2D et stockage des

fragments
Le r6le de MED-Fragmentor est de construire I'ensendes MED-Portions détectés

sur chaque ligand de complexe. Un MED-Portion asteprésentation de MED-SuMo de
motifs fragment-protéine, ses caractéristiquestntiéfinies dans la partie III.C.1. Les ordres
de liaison sont attribués aux ligands en foncti@n leur géométrie avec le programme
OpenBabel 2.2.0 [143,195] et les informations sbotkées sous la forme d’un fichier SD. A
cette étape, aucune correction des ordres dediaisst effectuée.

Pour gu’un ligand issu de la PDB soit sélectionin@ut qu’il soit composé d’au moins
6 atomes. Ainsi le glycérol ¢Eis(OH);) est analysé alors que d’autres molécule comroe I'i
phospate (P®) ou I'imidazole (HGHsN,) sont directement considérés comme le fragment
d'un MED-Portion. L’identification des fragmentseffectue au travers d’'une détection
topologique de sous-structures 2D entre chaquadigie la PDB et chaque fragment importé
a partir d’'une chimiotheque donnée.

PubChem Compound496] est une base de petites molécules annotiédsrohations
sur leur origine (fournisseur) et éventuellementtaires activités biologiques. Un filtre
préalable permet d’éliminer les molécules consieerdomme indésirables. Les molécules :
(1) contenant d’autres atomes que [H, B, C, N, QR FS, CI, Se, Br, |, As, Te, Si], ou (2)
ayant un poids moléculaire supérieur a 250 Da puwyant un poids moléculaire inférieur a
70 Da sauf celle contenant un cycle, sont éliminéesalement, 2 112 444 molécules sur
19 202 121 sont sélectionnées ; 1 577 071 en edmhies doublons topologiques.

La génération des MED-Portions se fait par un digme de détection de sous-
structures basé sur la théorie des graphes, ererobeint la plus grande sous-structure
possible dans un ligand & partir de la structurec@plete d’'un fragment provenant d’'une
chimiothéque. Cet algorithme utilise les états tiigation des atomes similaires détectes et
néglige les ordres de liaison explicites, la citéa{comparaison 2D) ainsi que les atomes
d’hydrogéne. Les sous-structures détectées smaéra par ordre décroissant de leur nombre
d’atome lourd. Lorsque des matches similaires détectés, les doublons sont éliminés afin
de limiter la redondance (cf. regle dans [17]). kesrdonnées cartésiennes des atomes de
chacunes des sous-structures détectées sont cdeselvextraction d’'une sous-structure
d’'un ligand implique le découpage de certainesdias et la génération de liaison avec une
valence libre. Lorsqu’une liaison est coupée, umat factice gummyatom) est ajouté a la
sous-structure sur I'atome pointé par la liaisonpge, permettant ainsi la conservation de la

trace ou le ligand original était connecté. Lesrdoanées cartésiennes dummyatome sont
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celles de I'atome découpé. Chaque correspondaricet@kée dans la nouvelle base de
donnéedrag_info.db(représentée par la base « Protéine-Fragmentas>ldaFigure 49), et
servira pour la génération de la base MED-SuMo &DNPortions.

Ce protocole permet la fragmentation de 81% de®1tllligands uniques de la PDB.
Leurs atomes sont décrits par 13.8 MED-Portionsnegenne (18% par un MED-Portions,
46% par cinq MED-Portions et 65% par un a dix ME@t®Ns). Un exemple de la
fragmentation du ligand GIG de la protéine kinadeG¥FR-2 (Code PDB 20H4 [197]) est

montré Figure 50.

Figure 50 : Description du ligand GIG par 10 MED-Pations.
(A) structure du ligand GIG. (B) structures des MBDbBrtions représentés sans les SCFs afin quedeefigste
lisible.

Les deux premieres étapes aboutissent a la créitambasérag_info.dl qui contient
les informations nécessaires a la création de & WED-SuMo de MED-Portions. La

commande suivante permet le lancement du processinagmentation :
# sumo frag3d init
Comme cette étape nécessite plusieurs jours delcalee autre commande permet la

reprise du processus afin que la fragmentation spuieprendre si la machine est

« malencontreusement » interrompue :
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# sumo frag3d recover

Troisieme étape : Construction des MED-Portiors@tkage dans la baagments

Une base de sites MED-SuMo garde les référencedigands des structures dans le
pdb_index.dbPour chaque ligand, les SCFs sont détectés gtappme MED-SuMo est généré
et stocké. La base de fragments est construitetiesant les sous-structures 2D détectées,
exprimées avec leurs coordonnées 3D et stockéds pangramme MED-Fragmentor. Pour
chaque fichier PDB, une liste de fragments 3D txtkee dans la baseag_info.dbavec la
position de chaque atome. Leurs positions permdteétection des SCFs dans un rayon de
4.5 A sur la surface de la protéine concernéer Bloague fragment, un graphe MED-SuMo

est généré et stocké dans la base. La commandesvED-clui suivante est utilisée :

# sumo graphdb update frags

L’enchainement de ces trois étapes aboutit a lérgéon de la base MED-SuMo de
MED-Portions. La base finale contient 395 360 ME@t®ns.

ii. Cartographie des surfaces d’interactions avec d&bMPortions

Premiére partie : Lancement d’'un calcul MED-SuMo

La base de MED-Portions s’utilise de la méme mangue les autres bases MED-
SuMo, principalement par le MED-SuMo GUI ou avec MBumo-client batch. La surface
d’'une protéine est utilisée comme requéte et MEDksdétecte les MED-Portions adoptant
des surfaces d’interactions similaires. Les fragsaasus des MED-Portions sont alors
positionnés dans le repere de la protéine requ@beme précisé dans la partie 1.D.1,
I'utilisateur est libre de construire toute soreerdquétes.

Un MED-Portion détecté par MED-SuMo partage doncnains 3 SCFs communs
avec la requéte. Comme les SCFs sont dans un mgoh5 A autour du fragment, les
groupements chimiques qu’ils représentent, corgnbdortement aux interactions protéine-
fragment locales. La liste des 50 000 meilleurs ME®tions classés par score MED-SuMo
décroissant peut étre exportée de l'interface dogmghdans un format XML ou dans un
format SD annoté [198] en éliminant au préalabdedeublons 3D. Unun dure en moyenne
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vingt minutes si la requéte est un site de liasbane heure lorsque la requéte est une surface
entiére de protéine (sur la machlneXeon Quad Core 5335, 16 GB RAM

Seconde Partie : Sélection et analyse des MEDd?P@rti

Les MED-Portions peuvent étre filtrés, sélectionetanalysés de différentes manieres
en fonction (1) des descripteurs dis tels le MED-SuMo score ou le RMSD des SCFs
communs détectés, (2) des descripteurs bioinfoquesi tel le domaine PFAM de la chaine
ou le fragment se fixe, (3) des atomes dont, ipestible de calculer les propriétés physico-
chimiques ou de détecter si ils sont en contact & atomes de la protéine requéte, (4) et
finalement des types d’'SCFs communs avec la requéte

Un score MED-SuMo minimal de 3.1 permet I'élimimatides hits ayant moins de 4
SCFs.

iii. Génération de molécules réelles avec MED-Hybridise

MED-Hybridise
MED-Hybridise permet la recombinaison 3D des fragtsdssus des MED-Portions

pour former des molécules putatives significatipesir la conception de médicament. Cet
outil utilise en entrée la liste de MED-Portiongpexée du MED-SuMo GUI dans le repére
3D de la protéine requéte. Il fournit des outienstards de chémoinformatique pour analyser
a la fois les fragments en entrée et les moléclilmes hybridées. Différents types
d’algorithmes de combinaison de sous-structures disponibles. MED-Hybridise utilise la
méthode de combinaison de chaine€lfain Combine») qui s’inspire de I'approche BREED
[193] originalement implémentée pour la combinaisenligands. Pour BREED, il faut tout
d’abord fournir en entrée un ensemble de ligandlpbdement superposé dans le site actif de
la requéte. Ensuite ce logiciel combine ces ligapdar former d’autres molécules. Le
principe de la méthode de combinaison de chairmsseesur la détection de liaisons qui se
superposent entre paires de MED-Portions alignésixDiaisons sont semblables si leurs
« ordres de liaison » sont les mémes, si les distaantre les paires d’atomes sont comprises
dans une certaine valeur et si les directions deteurs des deux liaisons sont comprises dans
un certain angle. Par défaut, ces valeurs sontAlet115°.

L'utilisation d’'une protéine requéte pour détedes similitudes locales et les MED-
Portions présentent certains avantages par rap@@REED. D’une part, les hybrides formés

S’ajustent sans heurt intermoléculaire sur la seridinteraction de la requéte. D’autre part,
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MED-SuMo permet la détection dhéts entre familles, dite interfamille, des fragmentgraits

de ligands co-cristallisés avec des protéines uhdlés différentes de celle de la requéte alors
que BREED n'utilise que des alignements de strestule méme superfamille). Cette
démarche va permettre la génération d’hybrides @aiueibler certaines protéines sans ligand
connu. Ensuite, BREED requiert d’avoir préalablemsuperposé les ligands dans le site
actif, ce qu’'unrun standard MED-SuMo siteersusla base sites peut d’ailleurs facilement
générer. De plus, le MED-sumo-client en « batch ypeamis le développement d’une
composante MED-SuMo pour le programme de pipeliciee§ic Pipeline Pildt" 7.0 [144].
MED-SuMo peut étre inclus dans un enchainement rdgrammes, ce qui permet de

totalement automatiser I'enchainement des trozestdécrites:

- Lancement d’umun MED-SuMo sur la base fragments.
- Exportation de la liste des fragments et leurs doonées.

- Analyse et hybridation des fragments pour créeraie/elles molécules.

La Figure 51 est un exemple d’enchainement desqmmoges aboutissant & la génération de
nouvelles molécules. En outre, cette nouvelle agprdavorise la création de molécules plus
facilement synthétisables. En effet, les MED-Paodiocontiennent des sous-structures
chimiques issues de molécules de la base PubChempdmds qui sont synthétisables. Une
hybridation arbitraire de ces sous-structures est ¢lus certainement synthétisable qu’une
combinaison de sous-structures aléatoires ou endore ensemble d’atomes. Enfin, les
atomesdummy permettent la génération de liaison entre sowstsires chimiques ou des
substitutions peuvent réellement avoir lieues. Ciassons existent donc aussi plus

certainement dans des molécules synthétisables.

Run SUMO to retriewe Hyhbridise the

_ e
aligned f ligandsifragments to
ligandsffragments in
the queny binding =it

generate neuw

MEL-Subda molecules

HThL

Wiewer

FDB MED-SUMO =i zeare MED-filtar MED-Hybrid MED-filtar M ED-Hybrid filtar bad Remove SO iriter

Reader 5.5 ise geometny Duplicate
Molecules

Figure 51 : Exemple d’enchainement des programmeopr I'approche fragmentale avec le
framework Scitegic Pipeline Pilot™ 7.0 [144].

Combinaison de MED-Portions en ligands potentiels
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Pour chaque cible, la premiére étape d’hybridasierfait entre un ensemble de sous-
structures potentiellement intéressantes (cf. Eig2®) qui sont sélectionnées en fonction des
cibles. Chaque étape d’hybridation commence aves tes MED-Portions et inclut les
hybrides des étapes précédentes. Entre chaque diffi@eents filtres sont applicables. Dans
un premier temps, les hybrides sont filtrés poudegales molécules possédant une sous-
structure 2D ou 3D particuliere reconnue expérimlentent comme importante. Par
exemple, pour les protéines kinases, la présenge gfoupement phenylamide est favorisée
car il se lie a la partie charniere des sites disdns des ligands DFG-out. Finalement, les
hybrides ayant plus de cing heurts intermolécusagneec la requéte sont éliminés a la seconde

étape.

g

O

Figure 52 : Sous-structure intéressante pour la prgine kinase VEGFR-2
contenant le groupement phenylamide, extrait du lignd GIG de la structure 20H4

Nous allons maintenant décrire une application mtiogole de conception de molécule

activede novosur un récepteur kinase VEGFR-2.

3. Application de I'approche fragmentale sur le réc  epteur
protéine kinase VEGFR-2

La superfamille des protéines kinase est une cibtéressante pour l'industrie
pharmaceutique. En effet, la fonction centrale @& grotéines concerne la transduction des
signaux cellulaires chez tous les organismes etdsionctionnement est a l'origine de
pathologies graves comme le cancer, le diabéte exundaladies inflammatoires comme
l'arthrite. Le site de liaison a 'ATP est localigél'interface entre deux lobes formant le
repliement spécifique des protéines kinases. Ed,2@Qremier inhibiteur de protéine kinase
s’administrant oralement, l'imatinib [199], a ét@paouvé contre la leucémie myéloide
chronique, prouvant ainsi qu'une poche a ATP caserpouvait présenter une affinité
particuliere et étre sélective envers une petitééoute. La structure de la protéine a été

résolue et a révelé que la fixation de limatimiand la poche a ATP provoque un
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déplacement important de la phénylalanine dansdef @FG qui développe une nouvelle
poche. Alors que dans la conformation active, Esxdpoches sont connectées par une région
charniére composée de résidus ayant un role crdare la liaison avec les ligands DFG-out
Les modifications conformationnelles induites pandtinib rendent la structure inactive.

Dans cette étude, nous avons sélectionné la steudtune protéine kinase DFG-out
particulierement étudiée, le récepteur VEGFR-2. reguéte MED-SuMo soumise est

représentée Figure 53)

Figure 53 : Représentation de la requéte soumisdabase de MED-Portions.
Le site de liaison de la structure de la protéinase VEGFR-2 (code PDB : 20H#4. Représentation de la
requéte contenant les SCFs détectés dans un rayb® A autour du ligand®. Représentation des triplets de SCFs
qui forment le graphe de la requéte qui est compaxégraphes de MED-Portions pré-compilés.

Le protocole décrit précédemment est utilisé poéméger des inhibiteurs DFG-out
potentiels. Des hybrides 3D sont donc générés ldgmsche DFG-out et seuls ceux contenant
la sous-structure phénylamide du ligand GIG ontgat€lés. Ce choix est important pour la
génération de ligands DFG-out car ce groupementhgrode la région charniere est
uniquement observé dans les ligands se fixant aG-8. Il va donc induire un biais
intéressant pour les hybrides générés sachantapusevwoulons éviter de générer des ligands
se fixant aux structures DFG-in. De plus, la baseMED-Portions contient a la fois les

structures DFG-out et DFG-in ce qui est profitatde la région charniére est commune a ces
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deux structures. Les MED-Portions extraites de DirGyeuvent donc contribuer a la
génération des hybrides DFG-out.

Apres le filtrage des hits, 1474 MED-Portions soahservés (cf. Figure 54), parmi
lesquels 25% proviennent de familles PFAM difféesntles protéines kinases. Ce sont des
hits interfamilles. Ce pourcentage est important et logs influent sur les résultats de
I’hybridation.

Figure 54 : MED-Portions détectés par MED-SuMo.
En A. représentation des 1474 MED-Portions détquaésMED-SuMo. En B. MED-Portions détectés pour tawpiéte
comprenant toute la surface de la protéine.

L’'analyse des chéassis moléculairexgffolg des hybrides permet d’extraire 9000
molécules uniques dont 175 correspondent aux Igakedla PDB (19 ligands uniques). Le
protocole mis en place permet donc la génératioligdads connus présents dans la PDB et
plus particulierement de 8000 nouveapaffoldsnon observés dans la PDB. 83 des 175
matches sont des ligands de protéine kinase téls 309, BMU, L10, 1PP, G2G, BAX,
2RL. La comparaison a une base de molécliteblfled Compounjisiétecte 549 matches
(294 uniques) qui sont des molécules candidatéseisgantes pour inhiber en conformation
DFG-out. En paralléle, nous avons aussi recherebéhybrides générés dans une base de
données des faux-positifs pour le VEGFR-2, la bakd® [200], seuls 2scaffoldssont
retrouvés (ceux des molécules : ZINC00341936 etCDI0570337). Un faible taux de faux
positifs est donc généré par notre approche. Deiamaimtéressante, 27 matchs (dont 13
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uniques) sont annotés comme actifs sur les pradimases, correspondant a 735 ligands des
tests d'activité des protéines kinases de PabChem Ces ligands pourraient donc
potentiellement étre testés sur les protéines &asnnues pour se lier aux sites DFG-out.
Certainsscaffoldssont retrouvés dans les tests d'activité des imedékinases de la
PubChem et pas dans la PDB. La plupart ont deérdiftes mineures avec les ligands de la
PDB tels qu'un O a la place d’'un N dans une rédjamme, ou d’'un N a la place d’'un C dans
un cycle aromatique. Le ligand correspondant au pom®PubChemayant I'identifiant
CID=3527591 est particulierement intéressant. llaemoté comme inhibiteur de la protéine
kinase FAK et contient une sous-structure benzazyde originale. Nos résultats suggerent
gue cette molécule est un ligand DFG-out poter{tél Figure 55 et Figure 56) ce qui
nécessiterait naturellement d'étre validé expértaement. De maniére surprenante, une
structure récemment déposée dans la PDB (3C1XJnesprotéine kinase complexée avec le
ligand DFG-out contenant un groupement malonani@d ][ Ce ligand est proche de notre
hybride car il est différent de la fraction amide @rée que nous retrouvons habituellement

dans cette position dans les complexes issus BB

N

f?

Figure 55 : Exemple d’hybrides obtenus avec le pragmme MED-Hybridize.
A-E : Structure de cing hybrides contenant desfslth de la base RubChenCompounds somme par exemple la
sous-structure ayant I'identifiant CID=3527591 ésmmtée dans E.
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\
Figure 56 : Molécule D de la Figure 55 représentée seloasscoordonnées 3D dans la requéte 20H4.
Cette molécule est une hybride de quatre MED-Pustaxtraits des fichiers PDB : 2HZ0, 20H4, 1IWBN;T8C
(toutes étant des structures de kinases DFG-onthice avec la sous-structure phénylamide initidiee
minimisation énergétique sur la géométrie de I'iddma permis la relaxation du groupement benzolzydea Une
liaison hydrogéne est détectée entre le groupeaaehbnyle de I'aspartate 1044 et le groupementdigrirazide.

Conclusion

Nous avons développé un protocole complet et autqueapour lefragment-based
drug designpermettant de générer des moléculies novobasées sur des informations
structurales de la PDB. Cette nouvelle méthodeurst combinaison des trois techniques
MED-Portions, MED-SuMo et MED-Hybridise. Elle sesleasur la soumission d’'une surface
d’interaction requéte afin de superposer des meptiig€ine-fragment issus de la PDB. Les
sous-structures chimiques sont ensuite exportégaetant leurs coordonnées 3D dans le
repere 3D de la protéine requéte, et ensuite caabipour former de nouveaux composés
hybrides. Le programme MED-SuMo Fragmentor perneetgdnérer un grand nombre de
MED-portions, des complexes protéine-fragment éstra partir des complexes protéine-
ligand de la PDB se basant sur de réelles peti®@éaules chimiques. Le protocole peut étre
enrichi avec des données biostructurales propmstaau format PDB. Toute autre
chimiotheque peut aussi servir au protocole derieagation. Nous avons choisiPaibChem
car d'une part elle regroupe un grand nombre detootéds réelles de fournisseurs différents
et d’autre part certaines de ces molécules dispabanmnotations biologiques. L’objet MED-
Portion est un concept nouveau qui contient uns-structure chimique, deRimmyatomes
représentant les valences libres sur les fragneties SCFs de MED-SuMo représentant les

groupements chimiques de la surface de la protfinateraction potentielle avec les atomes
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du fragment. Combiné avec I'approche de MED-SuMoprotocole permet de remplir des
surfaces d’interactions de protéines (sites desdigi surfaces entiéres ou autres) par un
ensemble de MED-Portions. L’'application sur la gno¢ kinase VEGFR-2 permet de
récupérer descaffoldsde ligands actifs connus. De plus, la structurneé’ sous-structure
potentiellement intéressante (phénylamide) estdéenpar hybridation avec les MED-
Portions obtenus jusqu'a la formation d’une mokcchndidate. En détectant parmi les
molécules hybrides celles directement disponibbssdine chimiothéque donnée, il devient
possible d’acheter directement ces molécules cateid Une application sur les GPCR a

aussi été réalisée et a éte publié recemment [ABid17]).
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Iv. Conclusion générale

La fonction d’une protéine est étroitement liéeoa gepliement tridimensionnel. Cette
affirmation qui semblait évidente doit étre consé@deavec précaution car de plus en plus de
contre-exemples ont été mis en évidence. Si lactiétedes repliements adoptés permet de
proposer une classification de la PDB sur desrestéhermodynamiques fondamentaux, la ou
les fonctions d’une protéine s’expriment au travées interactions intermoléculaires avec
d’autres partenaires biologiques. Les interacti@mire macromolécules biologiques et
partenaire moléculaire reposent sur un ensemblaedictions de faible énergie: liaisons
hydrogenes, interactions électrostatiques, conMats der Waals et effets hydrophobes, qui
interviennent entre groupements chimiques spéafiglia surface de la protéine entre donc
en contact avec ses partenaires, le coeur de sausérdui conditionnant le repliement
observé. Etudier cette surface d’interaction perdeetomprendre les mécanismes impliqués
dans la fonction de la protéine. L'affirmation posge pourrait donc étre remplacée par celle
ci: «la fonction d’une protéine est étroitemegtla la surface d’interaction exposée de sa
structure tridimensionnelle », sans pour autantimiger I'importance des mécanismes de
flexibilité/adaptabilité. MED-SuMo repose sur l'asson selon laquelle des surfaces
d’interaction similaires peuvent se lier aux mémasécules. Bien qu'il s'inspire d’autres
méthodes basées sur I'étude de groupements chimigu surface des protéines, son
approche compléte basée sur la théorie des graghasovante et rapide.

Mon travail de thése s’est divisé en deux partissindtes. La premiere a été de
participer au développement de méthode dans lafptate logicielle MED-SuMo dans le
cadre du savoir-faire mis en ceuvre par MEDIT, eutajnt certaines fonctionnalités ou en
améliorant les communications client-serveur. &t de MED-SuMo dans différentes
applications de modélisation moléculaires baséedasstructure des protéines a été mis en
évidence dans une revue [14], notamment pour I'@mtiom fonctionnelle de protéines
hypothétiques. En effet, alors que les approchétidés classiques des protéines ne donnent
aucun résultat exploitable pour la protéine TM1(11Z], MED-SuMo propose des fonctions
biochimiques en détectant des surfaces d’intenadiimilaires a d’autres sites de liaison dont
la fonction est définie et les mécanismes d’actiomnus. Pour la protéine YBLO36C, annotée
comme hypothétique, la situation est différentd-BISAST détecte des similitudes avec des
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alanines racémases avec un taux d’identité de séguaroche de 40 %. Profunc, avec la
méthode de comparaison DALI, détecte également sieditudes avec des structures
d’alanines racémases. En ce cas, MED-SuMo confatenenaniere précise ce que d’autres
approches détectent en localisant quatre alaniaeénrases dont les sites de liaison se
superposent parfaitement avec celui de la reqoét€igure 22).

La seconde partie de mon travail a été détendreDMEMo vers deux autres
approches: la classification de surfaces d’intéwastavec MED-SMA et la conceptiale
novode molécules actives avec I'approche fragmentale.

MED-SMA intégre d’une part une comparaison 2 a 20te les sites d’interaction d’'un
jeu de protéines donné, par la technologie MED-Sudtld’autre part la classification globale
de ces sites. Les deux applications décrites gatisées sur des ensembles de sites de liaison
connus et pour chacune delle, MED-SMA rassemblesdas mémes groupes des sites
connus pour fixer des types équivalents de molécuans la classification des sites
puriques, deux regroupements de protéines kinasmses de familles différentes (selon le
travail de Manning et ses collaborateurs [185])tsparticulierement intéressantes. La
premiére concerne les sites d’'une CDK2 et d’'une &SKont rassemblés, ce qui est
corroboré expérimentalement par une étude desiomatstructure-activit¢ (SAR) des
structures de protéines kinases résolues [184] p&réines ont des activités comparables et
sont inhibées par les mémes types de moléculeset@nde concerne le site d'une CDK2 et
celui d’'une protéine tyrosine kinase Aurora-A saunssi rassemblés par la méthode, ces deux
sites s’averent étre méme plus proche que cella geotéine 1B38 et d’autres CDK2 du jeu
de données. Alors que ces deux protéines kinasessssi issues de familles différentes, une
autre étude montre gu’elles sont inhibées par lés@s classes de molécules. L’application
sur les protéines du repliement GHKL montre aussméme type de regroupement, les
protéines se liant a la molécule active, radicisoht rassemblées dans le méme groupe.

Alors que la taille des sites de liaison dépentefoent de la taille des ligands fixés, les
MED-clusters ne sont pas influencés par le typelidgesds des sites. En effet, les ligands
sont mélangés dans un grand nombre de groupesdoMiED-SMA rassemble des sites de
liaisons qui adoptent des modes de liaison proatiequi par extension fixent des ligands
proches. Ce type de relation entre les famillespd®éines est tres intéressant et leur
identification est une application directe de MEMIA Si des protéines peu étudiées sont
détectées dans un groupe, cette classificationques permettre de déduire des mécanismes
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enzymatiques ou encore de déterminer la fonctioprdéines. MED-SMA pourrait donc
permettre d’améliorer I'efficacité et le rendemestla recherche relative a la conception de
médicaments, notamment en facilitant le choix desngeres pistes a suivre. Cette étude
illustre l'utilité de MED-SuMo pour a la fois anmstles structures des protéines mais aussi
permettre la classification fonctionnelle et starate d’'un jeu de sites de liaison. Cette
nouvelle méthode s’inclut dans un projet en cowpldis grande envergure qui concerne la
classification de tous les sites de liaisons dBDdB. Une fois achevée et validée, elle sera
mise a disposition de la communauté scientifiquéaers d’'une interface web actuellement
en développement a MEDIT.

La seconde extension de MED-SuMo est le protoc@ecdnceptionde novode
molécules actives pdragment-based drug desid@BDD). Cette nouvelle méthode est une
combinaison des trois techniques MED-Portions, M&EIDAo et MED-Hybridise. Elle se
base sur la comparaison d'une surface d’interactEguéte, a une base d’interactions
protéine-fragment extraits a partir des complexegéme-ligand de la PDB, dans le but de
superposer des fragments dans le site actif degiaéte. Ces sous-structures chimiques sont
exportées en conservant leurs positions et combiBBepour former de nouveaux composes
hybrides. Pour cette nouvelle approche, mon rélecipal avec le savoir-faire mis en ceuvre
par MEDIT, a été I'adaptation de MED-SuMo serveoump(1l) qu’il communique avec le
programme MED-Fragmentor, et (2) gu'’il puisse géeenouveau type de base MED-SuMo
de surfaces d’interactions définie par les MED-Bog. L'efficacité de la méthode est
illustrée par l'application sur la protéine kina8&GFR-2. Elle permet de récupérer des
scaffoldsde ligands actifs connus. Une extension de la odéthgui inclura les molécules
d’eau des fichiers PDB a été initiée.

MED-SuMo est un logiciel en permanente évoluti@ancapacité a détecter des surfaces
d’interaction similaires est puissante et ouvre rdaltiples nouvelles applications car
applicable a tous les types de surfaces d’intemactilon activité future au sein de MEDIT
sera de gérer et d'optimiser les protocoles de MEIMo existants et de I'adapter pour
d’autres applications. Une extension de la méthmale détecter et comparer les interfaces
protéine-protéine a déja pu étre initite et desnmes tests satisfaisants ont été réalisés.
Cependant, la taille de ces interfaces étant seyréria celle des sites de liaison classique, des

modifications techniques seront nécessaires potimiger les résultats obtenus. L'interface
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graphique est aussi en cours d’'adaptation afinrdétgr pleinement d’une visualisation en
3D des similitudes détectées. Ce projet est uneewehallenge captivant.

Enfin, d’autres évolutions sont prévues comme laepen compte des facteurs B des
structures des protéines dans le calcul du scorB-B&EMo. Un nouveau projet d’annotations
des structures est en outre envisagé. Pour I'hdimdex PDB permet dimporter toute
nouvelle annotation dans les bases de données MiM».S es annotations comme PFAM
ou PROSITE ne concernent souvent gu’'une petiteiepde la protéine (une chaine, ou
guelques résidus). La possibilité de faire le lgrire les similitudes détectées par MED-
SuMo et des annotations précises (de I'ordre ddu¥permettrait d’exploiter pleinement les

résultats détectés.
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ANNEXES




Annexe 1: Surface de Connolly

La surface de Connolly (ou surface moléculaire)dédinie en faisant rouler une sphere
sonde d’'un rayon égal a celui d’'une molécule dsaaua surface de Van der Waals. Elle est a
ete deéfinie par Michael Connolly [129]. La Figuré Blustre la description précédente et

montre en exemple la surface de la prot&#eCTX-Hvla.

Van der Waals

Figure 57 : Exemples de surface de Connolly.
A gauche, les sphéres rouges représentent lessagovian der Waals des atomes, la sphére bleugsesyie |la
sonde, et la surface bleue qui se dessine estficeude Connolly. A droite est représentée laasarfle Connolly
(ou surface moléculaire) de la protéideACTX-Hvla. Figure extraite de [143].

Annexe 2: Description compléte des lignes de commandes MEEumo-clui

La Figure 20 est une représentation de l'architecgiobale de MED-SuMo. Trois
interfaces permettant I'utilisation des fonctiontéed de MED-SuMo sont disponibles. Les
deux premieres, MED-sumo-clui et MED-sumo-lua stodale. Cette annexe décrit les
fonctionnalités des commandes disponibles viadiiiaice MED-sumo-clui. Trois types de
commandes existent : ‘sumo pdb’ gere la hadle index.dl(cf. partie 1l.i), ‘'sumo graphdb’
gere les bases de graptsites full et frags (cf. parties ILii, ILiii et IlL.i), et ‘sumo frg3d’
gere la base de fragment générée par le programii@-Magmentor (cf. partie 1ll.i). Une

description des lignes de commande disponibles suit

sumo pdb ...
Manipule I'index PDB.
pdb where
Affiche I'emplacement de I'index PDB.
pdb info
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Affiche les statistiques de I'index PDB.
pdb get ID
Affiche le contenu du fichier PDB ID.
pdb list [RE]
Liste les ID PDB et les noms de fichiers (mat¢haptionnelle expression réguliére RE)
pdb query QUERY
Liste les ID PDB et les HEADER matchant la ragU@UERY.
pdb check
Vérifie I'index PDB et affiche les fichiers noe&ux, mis a jour et ceux manquants.
pdb update
Met a jour I'index PDB
pdb update_frags
Met a jour I'index PDB et la base de donnéeg fiiefo.db.
pdb add PATH...
Ajoute des fichiers a I'index PDB.
pdb drop [ID | PATH]
Retire des entrées de I'index PDB; I'argument et ID, un nom de fichier ou un nom de
répertoire
pdb annot PATH
Ajoute les annotations d'un fichier.
pdb get_annots
Affiche la liste d’annotations existent dansdlex PDB.
pdb blacklist [add ID... | drop ID... | clear | sh ow]
Gere la liste d’entrés de la PDB blacklistées.
pdb ligands ID
Affiche la liste des ligands de I'entrée PDB ID
pdb frag_lig_info ID
Affiche la listes des atomes des ligands de 'enBBB ID

sumo graphdb ...

Manipule les bases MED-SuMo

graphdb where
Donne I'emplacement des bases de graphes (graphdb
graphdb info
Affiche les statistiques des graphdb
graphdb update [sites|full|frags]
Lance la compilation des graphdbs en fonctiotinidex PDB

graphdb stats [sites|full|frags] [IDS...]
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Affiche les statistiques de certains graphes

sumo frag3d ...
Manipule la baséag_info.db
frag3d where
Donne I'emplacement de la bdsag_info.db
frag3d init
Lis I'index PDB et lance la fragmentation des ligampar le programme MED-Fragmentor
frag3d recover
Reprend la fragmentation ou elle s’est arrétée salcul est interrompu
frag3d info
Affiche le nombre de fragments stockés dans frdg.db
frag3d list ID

Affiche la liste des noms des fragmemtsespondent au fichier PDB ID

Annexe 3: Description des requétes MED-sumo-client.

L'interfacage client-serveur de MED-SuMo se fait fantermédiaire d’'une liste de requéte
permettant d’accéder aux fonctionnalités de MED-8udédrveur. Cette annexe contient une bréve
description des requétes disponibles et qui n'@st §té décrites dans le manuscrit. Une requéte se
lance comme illustré dans la partie haute de larEi@5 soit :
sumo-client —address address —port ####- u user —p passwd —command
“requéte}’
available-functions
Permet de récuperer la liste de requéte dispopiile le sumo-client
available-profiles
cf. partie IILii
available-annotations
cf. partie IILii
job-cancel
Permet d’annuler urun MED-SuMo en utilisant son identifiant
job-status
Vérifie le statut d'urrun lance. Il peut étre en cours, fini, ou infructueux
pdb-headers-get
Permet de récupérer les annotations stockées 'datex|PDB pour une structure
pdb-headers-query

Permet de récupérer une liste de structure PDBt @gmnannotations précises
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sumo-classify

Classe les résultats d'un run MED-SuMo en fonctlerieurs signatures en SCFs, permet la création
du dendrogram dans MED-SuMo GUI

sumo-delete-results

Efface les résultats des runs MED-SuMo stockés smréeur

sumo-full-results

Permet de récupérer les resultants dwm différent mode sont accessible : mode CS (poubDME
SuMo GUI), mode XML, mode TEXT

sumo-select

Permet la construction de la requéte qui sera smyrpar exemple, le site de liaison n°1, ou tcate |
surface d’'une protéine

sumo-check

Vérifie si la requéte soumise est valide

sSumo-groups

Permet de récupérer les informations 3D des SClgaret les triplets formés (n’est utilisé que pas
MED-SuMo GUI)

sumo-molecule

Permet de récupérer les informations 3D des SQRs, gque les triplets formés (n’est utilisé que pas
MED-SuMo GUI)

sumo-ligands-results

Récupére les informations des ligands des n meslleits

sumo-list-results

Liste les résultats deansdisponible sur le serveur

sumo-run

Permet de lancer uan MED-SuMo (cf. Figure 15)
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Annexe 4

MED-SMACL PDB_LIG_Id Ligand

cLt 192 ANP
Lt 280 | ANP
oLt K013 ANP
L1 MX0 223 ANP
cLl MX0.3.28  ANP
cLt MXO4 25 ANP
Lt MX05.22  ANP
cL_1 IMX0_6.21 | ANP
cLt PYGLI | ANP
cL1 PVG20 | ANP
cL1 OZR_LIT | COX
cL1 10ZR2113 | ANP
Lt 9ZALMm | ANP
Lt S0 ANP
oLt 52,100 | ANP
cL1 125917 | ADP
cLl 125411 | ADP
cLt 255,28 | ADP
cLt 1256185 | ADP
cL! 1258284 | ADP
cLt 25C_19 | ADP
cLt 125C25 | ADP
L2 GV 12 | SAP
L2 1GKZ_ 13 | ADP
cL2 150118 128"
cL2 100110 ANP
L2 WME_Z 6l | ADP
cL2 100175 = ADP
L2 100273 | ADP
L2 ITHE 1123 ADP
cL2 ITHE_L124  ADP
cL2 THN_L 104 ADP
cL2 THN_2_ 101 ADP
L2 MD_13%  ATP
cL2 moz3 = AP
cL2 mL_1_27 ATP
cL2 224 AP
cL2 Mm_32s | ATP
cL2 C2h 1120 ADP
cL2 WHELLSE | ANP
cL3 06178 MOV
CL3 K8 NV
cL3 K264  NOV
L3 KZN_L5 = CBN
cL3 1941105 NV
cL3 B4 2103 | NOV
Lt 1A4H 162 | GMY
L4 BML137 | ADP
cL4 BMV 17 | ADP

SCOP family
DWA_Gyrase_B_EColi
DNA_Gyrase_B_EColi

TOPO_WI
TOPO_¥I
TOPO_¥I
TOPO_¥I
TOPO_WI
TOPO_WI
ONA_TOPO_Il_Byeast
DONA_TOPO_II_Byeast
DNA_TOPO_Il_Byeast
ONA_TOPO_Il_Byeast
DONA_TOPO_IlByeast
TOPO_IV
TOPO_IV
TOPO_¥I
TOPO_¥I
TOPO_WI
TOPO_¥I
TOPO_¥I
TOPO_¥I
TOPO_¥I

alpha-ketoacid_dehydrogenase_kinase
alpha-ketoacid_dehydrogenase_kinase

Histidine_Kinase_Ches,
Histidine_Kinase_PhoQ
Pyruvate_dehydrogenase_kinase
Anti-sigma_factor_spollab
Anti-sigma_factor_spollab
Anti-sigma_factor_spollab
Anti-sigma_factor_spollab

Anti-sigma_factor_spollab
Anti-sigma_factor_spollab
Anti-sigma_factor_spollab
Anti-sigma_factor_spollab
Sensor_histidine_kinase_TM0853
Histidine_Kinase_CheA
DNA_GYRASE_B_EColi
DNA_GYRASE_B_TT
DhA_GYRASE B_TT
DN&_GYRASE_B _EColi
TOPO_IV
TOPO_IV
HSP30_Yeast
HSP90_Yeast
HSP0_Yeast

MED-SMACL PDB_LIG_Id Ligand

CLd 86216  ADP
L4 BELLS | ANP
oL+ BGA_15 = RODC
CL4 BYQ199 = ADP
CLs EASII0 | ADP
L4 EAB2M09  ADP
CL4 M4 | ATG
CL 4 HIU_2 4  ATG
CL4 WME_1B3 | ADP
CL 4 NHH 143 ANP
CL4 INH_LI0E | ANP
CLs NHLT42 | NP
CLs 105F_ 188 | KOS
L4 Y511 NEC
CL4 10Ys_1 87 ROI
CL4 GYE1MZ | COY
CLs TEV_L107 | AMP
L4 TBW 2106 AMP
CLd CO_115  ATP
L4 oozl ATP
CL4 TCELNE | ADP
oL s TCe2 M  ADP
CL4 WY 128 PA7
CL¢ WZ1$5 = ROC
CL4 00269 | ROC
L4 2013  NEC
L4 2022 | NEC
CL4 uve1es | PUI
CLs Y718 PUs
CL_é uvs 182 | PUS
L4 10814 PUS
CL_4 WYC_1LI44  PUT
ClL4 WYL | PUS
CLd WYELW | PUS
CLd WYF_ITH PUI
CL4 WYG_113%8 | PU2
L4 WYH 168 | PUO
L4 LB | PUZ
CLd YK L1B8  PUX
CLd uYM_L1:2 | PUS
CLd CLL1 4BC
CLs YC3I_M 4BC
L4 1¥C4_1 89 4P
CL4 WET.139 | GOM
CLd WSZI1 | NEC
CLd NTO 180  ADP
CLd W97 Hed
L4 ZwH 158  RDE
L4 2BRC_L20 | CT5

SCOP family
Mull
Mull

HSP30_Yeast

HSP30_Human
PMS2Z
PMS2
PMS2
PMS2

Pyruvate_dehydrogenase_kinase
Mull
Mull
Mull

HSP30_Human

HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog

HSP30_Human

HSP30_Human

HSP30_Human

HSP30_Human

HSP30_Human

HSP30_Human

HSP30_Human

HSF30_Human

HSP30_Human

HSP30_Human

HSP30_Human

HSP30_Human

HSP30_Human

HSP30_Human

HSP30_Human

HSP30_Human

HSP30_Human

HSP30_Dog
HSP30_Dog

HSP30_Yeast

HSP90_Yeast

HSP390_Yeast

MED-SMACL PDB_LIG_Id Ligand

ClL4 BRELN | K2
L4 2BRE 218 K&
CL4 2BSM 177 BSM
L4 BT 181 | CT5
CL 4 BT0 278 CT5
L4 2BYH 189 207
CL4 2BYL1134 20D
ClLs B25170 | 4B
CL4 825265  ABt
L4 2CCS198  4BH
CL¢ CCT 130 2
CL4 20CU 197 209
Cl4 200D1.9%  CT5
L4 200029 CT5
CL4 EXLIH | GMY
L4 EXL 240 GMY
CL s PWY LR Hed
L4 OFWZ 185 HM
CL4 FXS 1786 FROA
L4 FYFIE0 | ROE
CL4 2FYP 259  ROE
L4 2GFO172  RDA
CL¢ JGFO267  FOA
L4 GBAP 110 Pa7
L4 26OP2_128  PAT
L4 MBS 1122 D28
CL4 HEM_L138  NEI
L4 HIM 2136 | NEI
CLd HCH M2 NBA
CL4 JHCH2 M0 | NSA
L4 HGLI6 NSO
L4 HGLZ 4 NSO
ClL4 2HKJ 138 | ROC
L4 WS 148 NP4
CL¢ VU145 NP5
ClL4 AWKI00 | MIS
Cl4 AVOIIE  2GG
LS 1591129  ACP
CLS W2 127 | ADP
cLs 159167 ANP
cLs 159254  ADP
CLs 156,151 ACP
CLS 154243  ACP
LS 15BL1 | ANP
cLs 58215 ANP
oLs 15C_160  ADP
CLs 15C 2 47 = ADP
cLs 2CHE 253 ANP

SCOP family
HSP30_Yeast
HSP30_Yeast
HSP30_Human
HSP30_Human
HSP30_Human
HSP30_Human
HSF30_Human
HSP30_Human
HSP30_Human
HSP30_Human
HSP30_HumanC
HSP30_Human
HSP30_Human
HSP30_Human
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Human
HSP30_Human
HSP30_Yeast
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Human
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
HSP30_Dog
TOPQOVI
HSP30_Yeast
HSP30_Yeast
HSP30_Yeast
HSP30_Human
Histidine_Kinase_Ched
Histidine_Kinase_Ched
Histidine_Kinase_CheA
Histidine_Kinase_CheA
Histidine_Kinase_Ched
Histidine_Kinase_Ched
Histidine_Kinase_Chef,
Histidine_Kinase_CheA
Histidine_Kinase_CheA
Histidine_Kinase_Che&
Histidine_Kinase_Ched
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ARTICLES

Article 1 :
Functional annotation strategy for protein structures

Olivia Doppelt, Fabrice Moriaud, Aurélie Bornot aAtexandre G. de Brevern

Abstract

Whole-genome sequencing projects are a major safroceknown function proteins.
However, as predicting protein function from sequeememains a difficult task, research
groups recently started to use 3D protein strustarel structural models to bypass it. MED-
SuMo compares protein surfaces analyzing the comtnpogsnd spatial distribution of specific
chemical groups (hydrogen bond donor, acceptortip@snegative, aromatic, hydrophobic,
guanidinium, hydroxyl, acyl and glycine). It is abio recognize proteins that have similar
binding sites and thus, may perform similar funcsioWe present here a fine example which

points out the interest of MED-SuMo approach fardtional structural annotation.

Article 2 :

Analysis of HSP9O0 related folds with MED-SuMo clasBcation approach.

Olivia Doppelt-Azeroual, Fabrice Moriaud, FrancbBislfaud and Alexandre G. de
Brevern

Abstract

Three-dimensional structural information is crititar understanding functional protein
properties and the precise mechanisms of proteintifbns implicated in physiological and
pathological processes. Comparison and detectiqoraiin binding sites are key steps for
annotating structures with functional predictiomsl @are extremely valuable steps in a drug
design process. In this research area, MED-SuMa powerful technology to detect and
characterise similar local regions on protein ste$a Each amino acid residue's potential
chemical interactions are represented by specifidaSe Chemical Features (SCFs). The
MED-SuMo heuristic is based on the representatibbinding sites by a graph structure
suitable for exploration by an efficient comparisalgorithm. We use this approach to
analyze one particular SCOP superfamily which ideki HSP90 chaperone, MutL/DNA
topoisomerase, histidine kinases arkktoacid dehydrogenase kinase C (BCK). They share
common fold and a common region for ATP-binding. dralyze both similar and differing
features of this fold, we use a novel classifiaattoethod, the MED-SuMo Multi approach
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(MED-SMA). We highlight common and distinct feagarof these proteins. The different
clusters created by MED-SMA vyield interesting olbsdéions. For instance, one cluster
gathers three types of proteins (HSP90, topoisaseevd and BCK) which all bind the drug
radicicol.

Article 3
Computational Fragment-Based Approach at PDB Scalby Protein Local Similarity
Fabrice Moriaud, Olivia Doppelt-Azeroual, LaetiNgartin, Ksenia Oguievetskaia,
Kerstin Koch, Artem Vorotyntsev, Stewart A. Adcaakd Francois Delfaud

Abstract

The large volume of protein-ligand structures nowailable enables innovative and
efficient protocols in computational FBDD (Fragm&#sed Drug Design) to be proposed
based on experimental data. In this work, we baildatabase of MED-Portions, where a
MED-Portion is a new structural object encoding teiofragment binding sites. MED-
Portions are derived from mining all available pintligand structures with any library of
small molecules. Combined with the MED-SuMo softsvdo superpose similar protein
interaction surfaces, pools of matching MED-Posiatan be retrieved from any binding
surface query. The rapidity of this technology waboits application to a diverse set of 107
protein binding sites. The selectivity of the piaibis shown by a qualitative correlation
between the average hydrophobicity of the poolMBD-Portions and those of the binding
sites. To generate hitlike molecules, MED-Porti@me combined in 3D with the MED-
Hybridise toolkit. Our MED-Portion/MED-SuMo/MED-Hyllise protocol is applied to two
targets that represent important protein superfasih drug design: a protein kinase and a G-
Protein Coupled Receptor (GPCR). We retrieved astmolecules of PubChem bioassays for
the two targets. The results show the potentiafifating relevant leads from any protein 3D
structure since the occurrence of interfamily ME@rins is 25% for protein kinase and
almost 100% for the GPCR.

Article 4
MED-SuMo applications
Olivia Doppelt-Azeroual, Fabrice Moriaud, Stewadodck and Frangois Delfaud
Abstract
Three-dimensional protein structures are a majarrcgo of information to help

understand functional protein properties which igghly influencing drug design
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computational methods. Target-based drug desigrroappes assist in designing and
optimizing compounds that bind to specific targ®&D-SuMo is a powerful technology to
localize similar local regions on protein surfackss a target-based and uses the concept of
exploiting all macromolecule structures availalnighe PDB. Therefore, it is in contrast with
widely used methods such as docking/scoring, d® ni@sign or map-based methods. MED-
SuMo is covering and contributing to a large pasfallrug discovery applications. Here, we
describe applications which are specific to thisdkof methods. For example, functional
annotation, pocket profiling, structural superposi$, and automated functional binding site
classification. Others applications assists inramovative way, the medicinal chemist and the
molecular modeller in more frequent task like |elgtovery and lead optimization like drug

repurposing and Fragment-Based drug design.

Article 5
Fast and Automated Functional Classification with MED-SuMo: An Application
on the Purinome
Olivia Doppelt-Azeroual, Kerstin Koch, Francois Beid, Fabrice Moriaud and

Alexandre G. de Brevern

Abstract

Background

Ligand-protein interactions are essential at bigialg processes. The precise
characterization of protein binding sites is crutdaunderstand protein function. MED-SuMo
is a powerful technology to localize similar locagions on protein surfaces. Its heuristic is
based on a 3D representation of macromoleculeg ysiecise Surface Chemical Features
associating chemical characteristics with geomadtpcoperties.

Here we present a new automated and fast claggficenethod (MED-SMA). It uses
MED-SuMo ability to detect and characterize loaalikrities to classify binding sites. After
the comparison of all the binding sites, a simijagraph is built and is classified with
Markov Clustering algorithm.

Results

In this work, we classify a dataset of 2322 putiireding sites. Indeed, purine binding
sites are particularly studied druggable siteshay tare more catalytic than functional. So,
instead of gathering binding sites with the samactions, we regroup binding sites with

similar binding modes.e. they can be inhibited or activated by the sameemdés. 247
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clusters are created. Results are analyzed indegaPROSITE annotations and carefully
refined functional annotations from the PDB. As exted, binding sites with related
mechanism are gathered,g, the Small GTPases. Nevertheless, protein kindises
different Kinome family can also be found in thengaclusters, e.g., Aurora-A and CDK2 that
are inhibited by the same molecules. Representakamples of different clusters are
presented.

Conclusion

The efficiency of MED-SMA approach is shown asatlgers binding sites of proteins
with similar Structure Activity Relation (SAR) (COKand GSKB). Moreover, an efficient
new enrichment protocol enables to associate apotstes to the binding site classification.

The gathering of binding sites with similar bindingpdes can be used in target based
drug design applications or to predict cross-redgtand potential toxic side effects. MED-

SMA can also be easily used at a proteome level.
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