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qui m’a accueilli au sein de l’équipe de RMN et modélisation moléculaire
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Résumé

Les anti-intégrases actuels sont dirigés contre l’activité catalytique de
l’intégrase du VIH-1. Cependant, le développement de ces molécules inhibi-
trices de l’activité catalytique est rendu difficile du fait de l’apparition rapide
de mutants résistants, d’une part, et de l’inhibition non souhaitée de certaines
enzymes cellulaires de recombinaison d’autre part.

La découverte de l’importance de l’interaction entre la protéine LEDGF
(Lens Epithelial Derived Growth Factor) et l’intégrase, dans le cycle viral, a
permis de dévoiler une cible potentielle pour le développement de nouveaux
anti-intégrase.

Une approche de criblage virtuel par docking a été utilisée afin de découvrir
de nouvelles molécules pouvant potentiellement inhiber l’interaction intégrase·-
LEDGF. Les études in silico sont menées en parallèle avec des expériences
RMN de type STD (Saturation Transfer Difference) et WaterLOGSY (Water-
Ligand Observed via Gradient SpectroscopY ), afin d’identifier les interactions
entre les hits potentiels et le complexe intégrase·LEDGF.

L’étude RMN des interactions ligand·protéine a permis de valider la fixa-
tion de ces nouvelles molécules sur l’intégrase. Les expériences de compétitions
ont permis de montrer que certains hits ne se fixent pas au niveau du site
catalytique. Le développement et la validation d’un nouvel outil de criblage
virtuel : le logiciel AuPosSOM, nous a permis de caractériser le mode de
fixation de ces nouvelles molécules anti-intégrase.
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Abstract

Current anti-integrase agents targets the catalytic activity of the HIV-1
integrase. However, their development is hampered by the rapid onset of re-
sistance mutations as well as the unwanted inhibition of cellular recombining
enzymes.
The LEDGF (Lens Epithelial Derived Growth Factor) has been identified as
an important interacting factor of the integrase in the viral cycle. Therefore,
the disruption of this interaction can be considered as a new potential target
for antiretroviral agents.
A structure-based virtual screening approach has been used to discover new
potential inhibitors of the integrase·LEDGF interaction. The combination
of in silico studies with NMR experiments, like STD (Saturation Transfer
Diference) and WaterLOGSY (Water-Ligand Observed via Gradient Spec-
troscopY), has allowed the characterization of the interactions between lig-
ands and integrase·LEDGF complex.
The NMR studies validated the binding of those new ligands to the integrase.
NMR competition experiments led to the identification of non-catalytic lig-
ands. A new tool for virtual screening – the AuPosSOM software – has been
developed and validated. This software allowed us to characterize the binding
mode of these new anti-integrase agents.
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2.3 Interaction intégrase·LEDGF . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
2.3.1 Structure du LEDGF et interaction intégrase·LEDGF . 28
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5 Résonance Magnétique Nucléaire 93
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7.1.2 Blind docking . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 158

7.2 Étude RMN des interactions ligands·intégrase . . . . . . . . . 162
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Chapitre 1

Le Virus de l’immunodéficience
humaine : cycle viral et
stratégies antirétrovirales

1.1 Introduction

Le VIH 1 est l’agent étiologique du SIDA 2. Le VIH-1 est un Lentivirus
(membre de la famille des rétrovirus) à ARNs 3 simples brins. Il infecte
spécifiquement les lymphocytes T CD4+, les macrophages et les cellules den-
dritiques du système immunitaire humain et provoque leur mort. Lorsque
le nombre de cellules décline en dessous d’une valeur critique, l’immunité à
médiation cellulaire est fortement diminuée voire annihilée, laissant la place
à des infections d̂ıtes opportunistes. Le SIDA fût pour la première fois re-
porté par l’U.S.-CDC 4 en 1981. C’est en 1983 que l’équipe du Professeur
Jean-Claude Chermann de l’Institut Pasteur, sous la direction de Luc Man-
tagnier, découvre et isole son agent étiologique : le VIH [7]. Cette menace
pour la santé humaine s’est rapidement transformée en une épidémie mondi-
ale faisant plus de 25 millions de mort de 1981 à 2006. Le SIDA représente
de nos jours la troisième cause de décès au rang des maladies infectieuses.

Deux types de virus de l’immunodéficience humaine existe : le VIH-1 et
le VIH-2. Le VIH-2 est moins transmissible et la période entre l’infection
et la déclaration de la maladie associée est plus longue que pour le VIH-
1. À l’échelle mondiale, le VIH-2 est moins répandue que le VIH-1 et sa

1. Virus de l’Immunodéficience Humaine
2. Syndrome d’Immunodéficience Acquise
3. Acides RiboNucléiques
4. United States - Centers for Disease Control and prevention

15
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Figure 1.1 – Cycle de réplication du VIH-1

distribution se localise essentiellement en Afrique de l’ouest. Le VIH-1 est le
type prédominant.

1.2 Cycle de réplication du VIH-1

Le VIH-1 utilise la machinerie cellulaire dans un grand nombre d’étape du
processus de réplication. Cependant le cycle de réplication (voir figure 1.1)
fait intervenir des réactions propres au virus que la cellule ne peut pas
réalisées. Ces étapes doivent être catalysées par des enzymes d’origine virale.
Trois enzymes possèdent des activités catalytiques essentielles à la réplication
du virus : la transcriptase inverse, l’intégrase et la protéase. Ces enzymes se
trouvent au sein du virus, protégées par la capside et la membrane virales.
L’ensemble des étapes nécessaires à la réplication du virus est présenté sur
la figure 1.1 et est détaillé ci dessous :

Adsorption et fusion L’infection cellulaire débute par l’interaction entre
la protéine virale gp120 et des récepteurs extra-cellulaires. Le récepteur
cellulaire principale du VIH-1 est le récepteur CD4 et les protéines
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trans-membranaires CCR5 et CXCR4 jouent le rôle de co-récepteur
[28]. L’étape d’adsorption est suivie par le phénomène de fusion de
la membrane virale avec la membrane cellulaire. Le matériel viral, en-
zymes et ARNs, est ainsi libéré dans le cytoplasme de la cellule infectée
après dissociation de la capside (décapsidation).

Transcription inverse La transcriptase inverse, une enzyme virale, catal-
yse la réaction de transcription inverse qui permet le passage de l’ARN
viral à l’ADN 5.

Intégration L’ADN viral nouvellement synthétisé est intégré au sein du
génome cellulaire. L’enzyme virale qui catalyse cette réaction est l’inté-
grase. Le processus d’intégration est complexe et nécessite en amont
l’import nucléaire du matériel viral. Cette étape clé du cycle viral sera
détaillé dans la suite, ainsi que les mécanismes mis en jeu. L’ADN viral
intégré est appelé provirus.

Transcription La transcription est l’étape qui permet de produire des ARNs
messagers (ARNm) à partir de l’ADN proviral. L’ensemble des méca-
nismes impliqués est réalisé par la machinerie cellulaire qui est ainsi
détournée par le virus.

Traduction Cette étape de production des protéines virales à partir des
informations de séquence portées par les ARNm met aussi en jeu la
machinerie cellulaire. Les protéines produites sont des polyprotéines
virales qui ont besoin d’être maturées afin de produire les protéines
virales fonctionnelles.

Maturation La maturation consiste en la coupure spécifique de liaisons
peptidiques des polyprotéines virales ce qui permet la production des
protéines virales matures.

Bourgeonnement Le bourgeonnement des nouveaux virus permet la libé-
ration de virus actifs pouvant infecter de nouvelles cellules. Les glyco-
protéines virales (gp120 et gp41), exprimées à la surface de la cellule
infectée, sont incorporées à l’enveloppe virale provenant de la cellule
infectée.

1.3 Les agents anti-VIH

Il n’existe pas encore de vaccin protégeant efficacement contre l’infection
par le VIH-1 [89]. Cependant, une étude récente a montré une protection
partielle par vaccination contre le VIH-1 chez l’homme [150].

5. Acide DésoxyriboNucléique
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Des progrès importants ont été réalisés dans le traitement des malades du
SIDA. La thérapie développée, nommée HAART 6, consiste en la combinai-
son de différentes molécules agissant sur des cibles moléculaires différentes.
Les buts de cette thérapie est d’améliorer la qualité de vie des patients, de
réduire les complications et de réduire la virémie en dessous des seuils de
détection. Cependant ces traitements ne soignent pas le patient de manière
définitive, l’arrêt du traitement entrâınant la ré-apparition des symptômes
de la maladie.

La mise en place d’un traitement curatif est difficile du fait de l’intégration
du génome viral, sous forme de provirus, dans le génome de la cellule infectée.
De plus le VIH-1 est un virus qui mute de manière importante, ce qui en-
trâıne rapidement des phénomènes de résistance aux molécules développées.
Ce fort taux de mutation est expliqué par le turnover réplicatif élevé du virus
combiné à la faible fidélité de la transcriptase inverse lors du phénomène de
synthèse de l’ADN viral à partir de l’ARN viral.

La combinaison de différentes molécules anti-VIH utilisée au cours de la
thérapie HAART permet de contrebalancer les phénomènes de résistance du
virus. Classiquement, les cibles privilégiées des thérapies mises en place sont
la transcriptase inverse et la protéase du VIH-1 [119].

De manière générale, les molécules anti-virales peuvent agir sur les pro-
téines virales ou cellulaires. La première approche permet de développer des
molécules plus spécifiques, moins toxiques, mais entrâınant des phénomènes
de résistance de la part du virus. La deuxième approche permet d’avoir un
spectre d’action plus large suivant les souches virales, évite les phénomènes
de résistance, mais entrâıne une toxicité importante [119].

Depuis 1987 [124], les stratégies développées pour lutter contre le VIH-1
sont définies comme indiquées dans le tableau 1.1 page ci-contre. L’ensemble
des étapes du cycle peuvent servir de cible thérapeutique potentielle pour le
développement des anti-VIH. Actuellement, plus de 30 molécules et com-
binaisons de molécules différentes sont autorisées par la FDA 7 [48]. Ces
molécules appartiennent à six classes différentes détaillées ci dessous.

Inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (NRTIs 8)
La première molécule développée pour le traitement du SIDA est le
NRTI 3’-azido-2’,3’-dideoxythymidine (AZT) [125], qui est un analogue
nucléosidique, inhibant le fonctionnement de la transcriptase inverse.
Toutes les molécules de cette classe agissent en inhibant l’activité cat-
alytique de la transcriptase inverse. Ce sont des analogues du substrat

6. Highly Active Anti-Retroviral Therapy
7. United States - Food and Drug Administration
8. Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors
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Étape du cycle virale Mode d’action potentiel
Adsorption à la cellule hôte et
entrée des virus

Liaison d’une molécule ou d’un
anticorps à la protéine gp120.
Blocage des co-récepteurs CXCR4
et CCR5

Fusion des membranes virales et
cellulaires

Liaison d’une molécule à la
protéine gp41

Transcription inverse de l’ARN en
ADN

Inhibition de la transcriptase in-
verse

Dégradation de l’ARN viral dans
l’hybride ARN·ADN

Inhibition de la RNase H

Intégration de l’ADN viral Inhibition de l’intégrase
Expression des gènes viraux Inhibiteurs de la protéine virale tat
Maturation des virions Inhibiteurs de la protéase, de la

myristoylation et de la glycosyla-
tion

Bourgeonnement des virus Interférons

Table 1.1 – Mode d’action et cibles thérapeutiques potentielles pour le
développement d’anti-VIH. D’apès Mitsuya et al. [124].
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de cette enzyme.

Inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (NNRTIs 9)
Les première molécules inhibitrices de la transcriptase inverse, non ana-
logue du substrat, sont apparues dans les années 1989/1990 [5, 121,
140]. Ces inhibiteurs agissent en se liant de manière non compétitive –
par rapport au substrat de l’enzyme – à un site allostérique spatiale-
ment proche (∼ 15 Å) du site catalytique [34].

Inhibiteurs de la protéase (PIs 10)
Ces inhibiteurs bloquent l’étape tardive de maturation des polyprotéines
virales. Ces inhibiteurs empêchent donc la formation de particules vi-
rales infectieuses.

Inhibiteurs de la fusion (FIs 11)
La glycoprotéine virale gp120 se lie au récepteur CD4 de la cellule hôte.
Cette interaction est à l’origine d’une modification conformationnelle
qui permet de dévoiler le site de fixation de gp120 aux co-récepteurs
CXCR4 et CCR5. Cette seconde interaction modifie la conformation
de la protéine gp41 qui devient alors active. Ceci déclenche alors la
fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire. Les inhibiteurs
de fusion comme l’enfuvirtide [113], le seul composé autorisé dans le
traitement du SIDA, vise la glycoprotéine virale gp41.

Inhibiteurs de l’entrée - Inhibiteurs des co-récepteurs (CRIs 12)
Du fait de l’importance des co-récepteurs CCR5 et CXCR4 dans le
mécanisme d’entrée du VIH-1 dans la cellule hôte, des inhibiteurs de
cette étape ont été développés. Le composé maraviroc [38] est la seule
molécule antagoniste de CCR5 autorisée pour le traitement du SIDA.

Inhibiteurs du transfert de brin de l’intégrase (INSTIs 13)
Ces inhibiteurs agissent sur l’étape d’intégration de l’ADN viral au sein
de l’ADN cellulaire de l’hôte. Ils vont être décrit plus en détail par la
suite.

9. Nonnucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors
10. Protease Inhibitors
11. Fusion Inhibitors
12. Co-Receptors Inhibitors
13. Integrase Strand Transfer Inhibitors



Chapitre 2

L’intégrase du VIH-1 : Aspects
structuraux et fonctionnels

2.1 Les activités catalytiques de l’intégrase

L’intégrase catalyse l’insertion covalente d’une copie de l’ADN viral, pro-
duit de la transcription inverse de l’ARN viral génomique, dans le génome
de la cellule infectée (voir figure 1.1 page 16). Les fonctions catalytiques de
l’intégrase sont essentielles au cycle de réplication du VIH et ont donc fait
l’objet d’une recherche pharmacologique intense.

L’intégrase possède deux activités catalytiques essentielles au cycle de
réplication du virus : le 3’-processing et le transfert de brins. Les mécanismes
mis en jeu sont détaillés sur la figure 2.1 page suivante

L’ADN viral intégré au sein du génome cellulaire est un ADN linéaire
issu de la transcription inverse du génome viral. Dans un premier temps,
l’intégrase se fixe sur une séquence courte située aux deux extrémités des
répétitions terminales de l’ADN viral (LTR 1). Elle catalyse alors une réaction
endonucléolytique des extrémités 3’-OH de l’ADN viral qui entrâıne l’élimination
d’un dinucléotide à chaque extrémité. Cette réaction est communément ap-
pelée 3’-processing (voir figure 2.1 page suivante).

L’intégration de l’ADN viral dans le génome cellulaire correspond, au sens
strict, à une réaction de transfert de brins. Cette réaction, aussi catalysée
par l’intégrase, correspond à la formation concomitante de deux liaisons co-
valentes par attaque nucléophile des deux extrémités 3’-OH de l’ADN viral
sur deux groupements phosphate, situé à 5 paires de bases d’intervalle, de
l’ADN cellulaire. La structure formée présente alors des bases non appariées
(en rouge sur la figure 2.1 page suivante) correspondant aux deux bases de

1. Long Terminal Repeat
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3'-processing

3' 3'5' 5'

3' 3'

5' 5'

5'

3' 5'

3'

Transfert de brins

Figure 2.1 – Processus d’intégration du génome viral (en gris) au sein du
génome cellulaire (en bleu) catalysé par l’intégrase (en orange). Les bases
non appariées sont indiquées en rouge. D’après Pommier et al. [143].
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Domaine N-terminal
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Coeur catalytique
(CCD)
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Motif Hélice-Tour-Hélice Repliement RNase H Repliement SH3

Figure 2.2 – Les trois domaines de l’intégrase. Les résidus HHCC et DDE
indiqués sont impliqués dans la fixation de cations métalliques. L’organisation
topologique de chaque domaine est indiqué par le texte en italique.

l’extrémité 5’ de l’ADN viral et aux cinq bases non appariées générées lors de
l’étape de transfert de brins. La réparation de ces structures non appariées
est réalisée par des enzymes de réparation de l’ADN de la cellule infectée
[143].

In vivo, la maturation des extrémité 3’-OH – 3’-processing – et le transfert
de brin sont spatialement et temporellement séparés. En effet le 3’-processing
a lieu dans le cytoplasme de la cellule, tandis que l’intégration prend place,
évidemment, dans le noyau de la cellule infectée.

In vitro une troisième réaction peut être mis en évidence. Cette réaction
nommée désintégration est la réaction inverse du transfert de brin [26]. Con-
trairement à la réaction de maturation des extrémités 3’-OH et au transfert
de brins qui requièrent les trois domaines de l’intégrase, la réaction de désinté-
gration peut être catalysée uniquement par un domaine isolé de la protéine
qui contient le site actif : le CCD 2 [53].

2.2 Structure de l’intégrase

L’intégrase est une protéine de 288 acides aminés (32 kDa). Elle comporte
trois domaines indépendants (voir figure 2.2) : un domaine central (50-212),
responsable de l’activité catalytique, un domaine N-terminal (1-49) qui est
nécessaire à l’oligomérisation de l’intégrase, enfin un domaine C-terminal
(213-288) qui possède la propriété de se fixer à l’ADN de façon non spécifique.

Jusqu’à ce jour, aucune structure complète de l’intégrase du VIH-1 entière
(1-288) n’a été résolue pour des raisons de faible solubilité et de flexibilité in-
terdomaine. En revanche, plusieurs structures des domaines isolés ou bien en-

2. Core Catalytic Domain
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core de deux domaines consécutifs ont été élucidées. Cependant Cherepanov
et al. ont publié récemment, dans le journal Nature, la structure tridimen-
sionnelle de l’intégrase du PFV 3 en complexe avec son ADN viral. L’aligne-
ment séquentiel et structural de l’intégrase du PFV avec les structures des
domaines obtenus pour l’intégrase du VIH-1 montre une grande conser-
vation des éléments structuraux principaux. Ce résultat est majeur pour
la compréhension du fonctionnement des anti-intégrases actuels, puisque la
structure de cette intégrase a aussi était obtenue en présence des deux anti-
intégrases les plus aboutit, à savoir le raltégravir (MK0518) et l’elvitegravir
(GS9137). Cette structure peut donc servir de base pour le développement
de nouveaux inhibiteurs de l’intégrase du VIH-1.

2.2.1 Domaine N-terminal

Le domaine N-terminal (NTD 4) comporte un motif HHCC, analogue à un
doigt de zinc. Il fixe effectivement ce cation et sa fixation induit le repliement
du domaine N-terminal, la multimérisation de l’intégrase entière et ampli-
fie l’activité catalytique de l’intégrase [181]. Chaque unité monomérique est
structurée en quatre hélices α, les hélices α2 et α3 formant un motif hélice-
tour-hélice. L’ensemble est stabilisé par la coordination du zinc et par des
interactions hydrophobes.

2.2.2 Domaine C-terminal

Le domaine C-terminal (CTD 5) est constitué de cinq brins β antipar-
allèles, structure en tonneau β, et possède une topologie comparable au do-
maine SH3 6. Le CTD établie des interactions faibles non spécifiques avec le
squelette phosphodiester de l’ADN viral. Le CTD pourrait aussi être impliqué
dans la fixation de l’ADN cellulaire cible [62].

2.2.3 Domaine catalytique

Le domaine central, ou CCD, contient le site actif constitué d’une triade
catalytique regroupant les trois acides aminés D64, D116 et E152. Chacun
des trois acides aminés est strictement requis pour l’activité catalytique de
la protéine. De nombreuses structures cristallographiques du domaine cat-
alytique de l’intégrase du VIH-1 ont été obtenues. Cependant toutes ces

3. Prototype Foamy Virus
4. N-terminal domain
5. C-terminal domain
6. SRC Homology 3 Domain
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structures contiennent au moins la mutation F185K qui augmente la sol-
ubilité de la protéine tout en préservant son activité catalytique in vitro [82].
Le domaine catalytique se replie en une structure contenant un feuillet β
à cinq brins dont le second est antiparallèle aux autres et six hélices α. Ce
repliement est similaire à celui de la RNase H 7. Une boucle flexible con-
stitué des résidus 140 à 149 permet d’orienter le glutamate 152 en direction
des deux autres résidus de la triade catalytique D64 et D116. La flexibilité
de cette boucle, qualifié classiquement de boucle catalytique, complique les
calculs visant à modéliser l’interaction d’un ligand avec le site catalytique
(docking moléculaire) [18].

La particularité de la triade catalytique est sa capacité à fixer des cations
métalliques divalents comme le cation magnésium (Mg2+). Cependant il n’ex-
iste pas de structure cristallographique de l’intégrase du VIH-1 avec deux ions
Mg2+ au niveau du site actif. La structure très récente de l’intégrase du PFV
en interaction avec le composé GS9137 présente deux ions magnésium au
niveau du site catalytique (code pdb : 3l2w) [62]. Une structure de l’intégrase
du virus du sarcome aviaire (code pdb : 1vsh) [15] a aussi était déterminée
en présence de deux cations Zn2+. Mis à part ces deux structures, la plu-
part des structures cristallographiques où un cation est présent, un seul ion
est fixé entre les groupes carboxylates des aspartates 64 et 116 formant un
complexe de coordination avec un seul oxygène de chaque résidu et quatre
molécules d’eau selon une géométrie octahédrale. Le deuxième ion pourrait
être stabilisé par le squelette phosphodiester de l’ADN substrat [98].

2.2.4 Organisation multimérique de l’intégrase

L’organisation multimérique de l’intégrase est nécessaire à son activité
[46]. En présence d’ADN viral, l’intégrase forme un dimère à chacune de ses
extrémités [51]. Les structures cristallographiques du CCD sont des struc-
tures dimériques et l’interface dimère·dimère est critique à la formation des
tétramères [61]. L’observation de structures cristallographiques de l’intégrase
à deux domaines (NTD-CCD) montre que la stabilisation du tétramère passe
par une interaction NTD·CCD intermoléculaire (voir figure 2.3 page suiv-
ante). Ces résultats sont corroborés par l’élucidation très récente de la struc-
ture cristallographique de l’intégrase entière du PFV [62]. Pour l’intégrase
du HIV-1, l’interaction intermoléculaire NTD·CTD passe par l’établissement
de liaisons électrostatiques entre le glutamate 11 du NTD et la lysine 186
du CCD (voir figure 2.3b page suivante). La mutation d’un de ces résidus
entrâıne la dissociation de la forme tétramère [61, 13]. D’autres interactions

7. Ribonucléase H
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Figure 2.3 – Structure cristallographique (code pdb : 1k6y [177]) de
l’intégrase à deux domaine (NTD-CCD). (a) Ensemble de la structure, for-
mant un tétramère (NTD2-CCD2)2. (b) Détail des interactions NTD·CCD
stabilisant la structure du tétramère. [61]
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Figure 2.4 – Structure cristallographique (code pdb : 3l2s [62]) de l’intégrase
entière du PFV en interaction avec l’ADN viral (en orange).

impliquant l’aspartate 25 du NTD, la lysine 188 et le glutamate 198 du
CCD, permettent de stabiliser le complexe. Cependant ces résidus semblent
moins critiques à la stabilisation du tétramère puisque leurs mutations en-
trâınent des effets beaucoup moins drastiques que la mutation de la lysine 186
[61, 118]. Ceci est en accord avec les distances calculées entre ces différents
résidus pour la structure représentée sur la figure 2.3 page ci-contre.

La figure 2.4 représente la structure cristallographique de l’intégrase entière
du PFV. Sur cette figure, nous pouvons voir que le tétramère CCD4 est sta-
bilisé par l’interaction intermoléculaire entre le NTD d’un monomère et le
dimère CCD2, comme montré précédemment avec l’intégrase du VIH-1. Des
données de modélisation par homologie montre que l’organisation des do-
maines de l’intégrase du HIV-1 peut adopter la même organisation globale
des domaines [62]. De plus l’étude de données de microscopie électronique
obtenues sur des complexes de l’intégrase du VIH-1 [123] concordent avec la
structure cristallographique de l’intégrase du PFV.

2.3 Partenaires cellulaires de l’intégrase du

VIH-1 : importance du LEDGF

Bien que l’intégrase recombinante seule soit nécessaire et suffisante à la
réaction d’intégration in vitro, de nombreux travaux indiquent que le re-
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Figure 2.5 – Les quatre domaines fonctionnels du LEDGF.

crutement de facteurs cellulaires est nécessaire à l’intégration in vivo. Parmi
l’ensemble des partenaires cellulaires identifiés, une attention particulière sera
porté ici sur la protéine cellulaire LEDGF 8, premier cofacteur de l’intégrase
responsable du ciblage et de l’intégration du génome viral dans des régions
spécifiques de la chromatine [40, 24].

2.3.1 Structure du LEDGF et interaction intégrase·-
LEDGF

L’épissage alternatif du précurseur ARNm de LEDGF permet l’expression
de deux isoformes p75 et p52 qui diffèrent seulement par leur domaine C-
terminal. p52 ne possède pas de domaine de liaison à l’intégrase (IBD 9).
Dans la suite nous parlerons uniquement de l’isoforme LEDGF/p75, qui sera
notée LEDGF.

Le LEDGF est une protéine de 530 acides aminés composée de quatre
domaines fonctionnels (voir figure 2.5). Cette protéine possède dans sa région
N-terminal un motif PWWP (de séquence proline-tryptophane-tryptophane-
proline) très conservé, retrouvé dans de nombreuses protéines associées à
la chromatine. Le motif AT hook, ou crochet AT, se trouve sous forme de
deux copies entre les résidus 178-183 et 191-197. Ce domaine AT hook se
lie aux régions de l’ADN riche en AT. La coopération des domaines PWWP
et AT hook permet l’association du LEDGF à la chromatine [102, 170]. Un
signal de localisation nucléaire (NLS 10) est situé entre les résidus 149-156.
Le LEDGF a tout d’abord était identifié comme un co-activateur général de
la transcription [52].

Diverses études ont montré que le LEDGF est capable de se fixer à
l’intégrase des Lentivirus [101, 22] et en particulier à l’intégrase du VIH-
1 [24, 40]. Cette interaction stimule l’activité enzymatique d’intégration in
vitro [101, 22] et est se fait par l’intermédiaire du domaine IBD du LEDGF,

8. Lens Epithelial Derived Growth Factor
9. Integrase Binding Domain

10. Nuclear Localization Signal
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Figure 2.6 – Contacts intermoléculaires clés entre le dimère CCD2 de
l’intégrase du VIH-1 (en cyan et vert) et le domaine IBD du LEDGF (en
magenta), pour la structure cristallographique 2b4j [23]. Les liaisons hy-
drogènes sont indiquées en pointillées jaunes, les acides aminés impliqués sont
représentés en modèle bâton. La sphère rouge représente une molécule d’eau
impliqué dans un réseau de liaisons hydrogènes. Les résidus d’acide aminé
impliqués dans des contacts hydrophobes sont représentés par des sphères.

retrouvé uniquement dans la région C-terminale de l’isoforme p75 entre les
résidus 340 et 417.

La structure cristallographique du complexe formé d’un dimère de do-
maines CCD de l’intégrase et du domaine IBD du LEDGF a été résolue [23].
Les principaux contacts mis en jeu dans la stabilisation du complexe sont
représentés sur la figure 2.6. Les interactions représentées sur cette figure
concordent avec les données de mutagenèse dirigée contre les résidus d’acides
aminés I365, D366 et F406 du LEDGF. La mutation de ces résidus abolit l’in-
teraction entre l’intégrase et le LEDGF. De plus la mutation de la valine 408
réduit significativement l’affinité entre ces deux protéines [25]. L’isoleucine
365 du LEDGF plonge dans une poche hydrophobe de l’intégrase formée par
les résidus de la châıne B : L102, A128, A129 et W132, et les résidus de la
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châıne A : T174 et M178. Les résidus F406 et V408 du LEDGF protège du
solvant le résidu hydrophobe W131 de la châıne B de l’intégrase. Ce résidus
est exposé au solvant lorsque l’intégrase n’est pas liée au LEDGF. L’aspar-
tate 366 du LEDGF effectue deux liaisons hydrogènes avec les amides du
squelette peptidique des résidus E170 et H171 de la châıne A de l’intégrase.
L’amide de l’isoleucine 365 du LEDGF établit une liaison hydrogène avec
le groupement carbonyle de la glutamine 168 de la châıne A de l’intégrase.
Une molécule d’eau se trouvant au niveau de cette interface sert de relais
pour l’établissement d’une liaison hydrogène entre le carboxyle de l’isoleucine
365 du LEDGF et la fonction alcool de la thréonine 125 de la châıne B
de l’intégrase. On peut noter aussi l’existence de deux ponts salins (non
représentés sur la figure 2.6 page précédente) entre la lysine 364 du LEDGF
et le glutamate 170 de la châıne A de l’intégrase, ainsi qu’entre la lysine 360
du LEDGF et l’aspartate 167 de la châıne A de l’intégrase. La mutation de
ces résidus en alanine n’entrâıne pas de modification significative sur la liai-
son entre l’intégrase et le LEDGF [25]. Le rôle de ces résidus doit ainsi être
mineur comparativement aux autres interactions décrites et représentées en
figure 2.6 page précédente.

2.3.2 Rôle du LEDGF dans l’infection par le VIH-1

La capacité de l’intégrase à se lier à la chromatine est dépendante du
facteur cellulaire LEDGF [101, 108]. De plus, la stabilité et l’accumulation
nucléaire de l’intégrase du VIH-1 sont fortement réduites lorsque le LEDGF
est sous-exprimé [100]. Ces résultats suggèrent que le LEDGF permet de lier
l’intégrase à la chromatine mais aussi jouerait un rôle dans l’import nucléaire
et la protection de l’intégrase contre la dégradation par le protéasome. La sur-
expression du domaine IBD du LEDGF dans des cellules empêche de manière
drastique l’intégration du génome viral [35]. La compétition de l’IBD avec le
LEDGF endogène pour le même site de fixation sur l’intégrase empêche la
formation du complexe actif pouvant se lier à la chromatine.

L’interaction du LEDGF se fait exclusivement avec les intégrases des
rétrovirus du genre Lentivirus [16]. La caractéristique des rétrovirus de ce
genre par rapport aux autres genres de rétrovirus (Alpha-, Beta-, Gamma-,
Deltarétrovirus et Spumavirus) est leur capacité à s’intégrer dans des zones
transcriptionnellement active de la chromatine [157]. Cette propriété est
dépendante de l’interaction intégrase·LEDGF [27].

La figure 2.7 page ci-contre propose un modèle du rôle du LEDGF dans le
cycle viral du VIH-1. Dans ce modèle le domaine N-terminal (PWWP) amène
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Figure 2.7 – Rôle du LEDGF dans le cycle viral du VIH-1. Le LEDGF inter-
agit avec l’intégrase du complexe de pré-intégration (PIC : Pre-Integration
Complex ) par le domaine C-terminal IBD. Le domaine AT, contenant les
deux motifs AT hook, interagit avec l’ADN cellulaire cible. Le domaine
PWWP permet le ciblage du PIC au sein d’une zone transcriptionnellement
active de la chromatine par son interaction avec un facteur inconnu de la
chromatine (noté ” ?”). D’après Hare & Cherepanov [60].
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le complexe de pré-intégration (PIC 11) dans une zone transcriptionnellement
active de la chromatine en se fixant à un facteur chromatinien. Le domaine AT
stabilise cette interaction en s’arrimant à l’ADN cible cellulaire. Le LEDGF
est relié au PIC via l’intégrase par le domaine IBD du LEDGF.

2.3.3 Rôle du LEDGF dans la tétramérisation de l’inté-
grase

Nous avons vu dans le paragraphe 2.2.4 page 25 que l’organisation mul-
timérique de l’intégrase est nécessaire à son activité. De plus nous avons vu
que le domaine N-terminal de l’intégrase était important à la formation de
tétramère.

L’élucidation récente de la structure cristallographique d’un fragment
à deux domaines (NTD + CCD) de l’intégrase du VIH-2 en interaction
avec l’IBD du LEDGF (code pdb : 3f9k [63]), a montré que le complexe
intégrase·LEDGF est stabilisé par une interaction entre le NTD et l’IBD –
représentée par la ligne rouge sur la figure 2.8a page ci-contre. L’interaction
NTD·CCD décrite précédemment est représentée en bleu sur cette même fig-
ure. Ces données sont en accords avec des résultats antérieurs montrant que
le NTD est nécessaire à une interaction de haute affinité avec le LEDGF
[108]. Cependant du fait de l’organisation dimérique de l’intégrase dans cette
structure, la compréhension du mécanisme moléculaire de stabilisation du
tétramère d’intégrase par le LEDGF reste incomplète.

La résolution de la structure de l’intégrase contenant les domaines NTD-
CCD du MVV 12 en complexe avec l’IBD du LEDGF a permis de comprendre
les interactions mis en jeu dans la stabilisation du tétramère d’intégrase par
le LEDGF (code pdb : 3hph) [61]. La figure 2.8b page suivante donne la
structure de l’ensemble du complexe ((CCD-NTD)2·IBD2)2 et un modèle
simplifié de l’architecture globale de ce complexe est représenté en figure 2.8c
page ci-contre. Dans ce modèle le domaine N-terminal de l’intégrase joue un
rôle cruciale dans la formation du tétramère actif de l’intégrase. En effet
celui ci stabilise le tétramère en établissant une interaction avec le CCD
du dimère opposé. Le domaine IBD du LEDGF stabilise le tétramère en
se liant à la fois aux CCD d’un dimère et au NTD du dimère opposé. Il a
été démontré que le LEDGF stimule la tétramérisation de l’intégrase in vitro
[118]. Afin d’expliquer ce mécanisme, un modèle allostérique a été développé.
La fixation de l’IBD du LEDGF sur le dimère CCD2 pourrait entrâıner, par
un mécanisme allostérique, la formation de l’interface CCD/NTD [66].

11. Pre-integration Complex
12. Maedi-Visna Virus
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(a) Interactions CCD-NTD·IBD intra-
dimères de l’intégrase du VIH-2 (code
pdb : 3f9k). La ligne bleu indique l’inter-
action intra-dimère NTD·CCD et la ligne
rouge indique l’interaction NTD·IBD.
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(b) Interaction CCD-NTD·IBD intra-dimères et
inter-dimères de l’intégrase du MVV (code pdb :
3hph). La ligne bleu indique l’interaction inter-
dimère NTD·CCD et la ligne rouge indique l’in-
teraction NTD·IBD.
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(c) Représentation simplifiée
du complexe présenté en figure
b.

Figure 2.8 – Interactions entre les domaines NTD, CCD de l’intégrase des
lentivirus et le domaine IBD du LEDGF. Implication du LEDGF dans la
multimérisation de l’intégrase.
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Figure 2.9 – Inhibiteurs ”catalytiques” de l’intégrase.

2.4 Inhibition de l’intégrase du VIH-1

2.4.1 Inhibiteurs ”catalytiques”

Sept années de recherche, depuis la découverte des premiers inhibiteurs
de l’intégrase en 1993, ont été nécessaire pour le développement des premiers
inhibiteurs sélectifs du transfert de brin. Le raltegravir (MK0518, figure 2.9a)
a été approuvé par la FDA le 12 octobre 2007 comme inhibiteur sélectif du
transfert de brin et ouvre la voie à une nouvelle famille de médicaments
anti-VIH ciblant la troisième enzyme de ce virus. L’elvitegravir (GS9137,
figure 2.9b) est lui en phase III d’essai clinique.

Le mode d’action des inhibiteurs ”catalytiques” sélectifs du transfert de
brin est schématisé sur la figure 2.10 page suivante et est comparé au mode
d’action des inhibiteurs non sélectif du transfert de brin, bloquant aussi le
3’-processing [85].

En principe, l’inhibition de l’intégrase peut avoir lieu à deux moments
clés du processus :

– avant l’interaction avec l’ADN viral. On parle alors d’inhibiteur du 3’-
processing. Ces inhibiteurs ne se lient alors qu’à un seul cation métallique
Mg2+.

– avant l’interaction avec l’ADN de l’hôte. On parle alors d’inhibiteur du
transfert de brin. Ces inhibiteurs se lient aux deux cations métalliques
Mg2+.

Les inhibiteurs du transfert de brin appartiennent en général à la famille
des dicétoacides et dérivés. C’est dans cette famille qu’ont été identifiées les
molécules présentant les meilleurs activités antirétrovirales. Les polyphénols
inhibent souvent l’étape de 3’-processing, mais de manière non sélective – ils
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Figure 2.10 – Mécanisme d’action des inhibiteurs de l’intégrase (zone cerclée
de rouge) dans son cycle catalytique.
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Figure 2.11 – Inhibiteurs ”non catalytiques” de l’intégrase.

inhibent aussi le transfert de brin – et non spécifique.

2.4.2 Inhibiteurs ”non catalytiques”

Nous allons focaliser notre étude sur l’identification de petites molécules
bloquant l’interaction entre l’intégrase et le LEDGF. Avant la mise en évidence
du LEDGF comme partenaire d’interaction de l’intégrase, deux molécules :
le tétraphénylarsonium (voir figure 2.11a) et le dihydroxyphénlyltriphényl-
arsonium (voir figure 2.11b), ont été identifiées comme des inhibiteurs de
l’intégrase, bien que seulement le deuxième inhibe faiblement l’activité enzy-
matique in vitro [126].
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Le site de fixation identifié cöıncide avec le sillon, présent sur le dimère
CCD2 de l’intégrase, accueillant la boucle de l’IBD du LEDGF (voir fig-
ure 2.6 page 29). Le tétraphénylarsonium effectue une interaction charge-
charge avec la fonction carbonyle de la glutamine 168 de l’intégrase, tandis
qu’un cycle aromatique de ce composé interagit avec les tryptophanes 131
et 132. Un dérivé de coumarine (voir figure 2.11c page précédente) [2] a
aussi été découvert comme interagissant dans une région proche de la région
précédemment décrite. Des dérivés de coumarines présentent des IC50 com-
prises entre 7 et 20 µM sur l’intégrase, in vitro.

Des études plus récentes ont montré que le peptide contenant les résidus
compris entre les positions 355 et 377 de la séquence du LEDGF peut influer
sur l’interaction entre l’intégrase et le LEDGF avec une IC50 de 25µM [1].
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Chapitre 3

Modélisation moléculaire

The underlying physical laws necessary for the mathematical
theory of a large part of physics and the whole of chemistry
are thus completely known, and the difficulty is only that the
exact application of these laws leads to equations much too
complicated to be soluble.

Paul Dirac

3.1 Docking

3.1.1 Introduction

Le docking , ou arrimage moléculaire, permet de prédire la conformation
d’une molécule ligand au sein d’une macromolécule cible. Le logiciel de dock-
ing permet d’optimiser les interactions ligand·récepteur par une exploration
systématique de la conformation du ligand au sein du site de fixation. Il est
généralement divisé en deux parties :

– l’algorithme de docking à proprement parlé, qui permet l’exploration
de l’espace conformationnel,

– la fonction de score qui permet d’évaluer l’énergie d’interaction entre
la molécule dockée et le récepteur.

Le docking , du fait de la difficulté de prévoir une énergie d’interaction
à partir d’une structure tridimensionnelle, produit un ensemble de résultats
qui correspond à un ensemble de conformations ligand·protéine. La technique
calculatoire du docking peut être utilisée pour répondre à deux types de
problème :

– nous connaissons une molécule active, agissant sur une cible donnée,
mais la structure tridimensionnelle du complexe ligand·récepteur est

41
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inconnue. Dans ce cas le docking permet de prévoir une structure tridi-
mensionnelle hypothétique du complexe protéine·ligand. La fonction de
score permet alors de classer les différentes poses du même ligand au
sein du récepteur. En général, en l’absence de données expérimentales,
la pose retenue est la pose de plus basse énergie ;

– nous cherchons à découvrir des molécules actives dans une chimiothèque
pour une cible considérée. Dans ce cas, après docking de l’ensemble
des molécules de la base de donnée, celles-ci sont classés par énergie
d’interaction croissante, c’est à dire des complexes les plus stables au
complexes les moins stables, selon les prédictions de la fonction de score.
Cette technique correspond alors à un calcul de criblage virtuel basé
sur la structure du récepteur ou structure-based virtual screening.

La réussite d’un docking repose alors sur deux conditions :
– la capacité de l’algorithme générateur de conformations à produire au

moins une conformation exacte parmi les n poses produites
– la capacité de la fonction de score à classer la bonne conformation

comme la meilleure conformation.
La fonction de score est donc primordiale dans le processus de docking . Il en
existe trois types :

– fonction de score explicite dépendante d’un champ de force (AMBER
ou CHARMM) (explicit force field scoring function)

– fonction de score empirique (empirical scoring function) donnant l’en-
thalpie libre selon la formule :

∆G =
∑

i∈interactions
∆Gi · fi(l, r) (3.1)

où l et r sont les termes traduisant la géométrie du ligand
– fonction de score basée sur des données statistiques obtenues à par-

tir de structures obtenues expérimentalement (knowledge based scoring
function).

Trois logiciels de docking ont été utilisés : AutoDock [127], DOCK [94, 44,
128, 96] et Surflex-Dock [79].

3.1.2 AutoDock

Exploration de l’espace conformationnel

Le logiciel AutoDock [127] implémente trois algorithmes d’exploration de
l’espace conformationnel.

– Un recuit simulé utilisant la méthode Monte Carlo [122]
– Un algorithme génétique [70]
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– Un algorithme génétique Lamarckien [127]

Nous allons décrire uniquement les algorithmes génétiques du fait de la limi-
tation de la méthode du recuit simulé à un petit nombre de degrés de liberté
du ligand (moins de huit liaisons de libre rotation).

Les algorithmes génétiques utilisent des variables d’état décrivant les
translations, rotations et conformations possibles du ligand au sein du site de
docking . Chaque variable d’état correspond à un gène. L’ensemble des vari-
ables d’état décrivant une pose de docking représente donc un génotype. Les
coordonnées atomiques découlant d’un génotype correspondent au phénotype.
Les phénotypes peuvent être évalués grâce à la fonction de score qui lui associe
ainsi une énergie d’interaction. L’algorithme est initialisé aléatoirement. Des
paires aléatoires d’individus sont ainsi croisées en utilisant un processus de
crossing-over. Chaque descendant reçoit des gènes provenant de l’ensemble de
ses parents, et chaque gène peut muter de manière aléatoire. Les individus au-
torisés à se reproduire sont ensuite sélectionnés par une évaluation d’énergie
par la fonction de score ; les complexes ligand·récepteur les plus stables sont
ainsi sélectionnés à chaque génération. L’algorithme se termine après un nom-
bre donné d’itération (nombre de sélections positives ou négatives lors des
itérations).

L’algorithme génétique Lamarckien repose sur le même principe que l’al-
gorithme génétique standard décrit ci-dessus. Jean-Baptiste de Lamarck, nat-
uraliste français, a proposé la théorie de la transmission des caractères acquis.
Le caractère acquis pour l’algorithme de docking envisagé provient d’une
minimisation énergétique avant la sélection. La génération suivante provient
ainsi de structures minimisées énergétiquement (figure 3.1 page suivante).
L’algorithme génétique Lamarckien est plus rapide que l’algorithme génétique
standard dans la recherche du minimum.

Fonction de score

La fonction de score AutoDock [127] est une fonction de score semi-
empirique comportant des coefficients provenant d’analyses statistiques de
complexes protéine·ligand avec des constantes d’association connues. Cette
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Figure 3.1 – Comparaison de l’algorithme génétique standard et de l’algo-
rithme génétique Lamarckien.
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fonction comporte cinq termes :

∆G = ∆GV dW

∑
i,j

(
Aij
r12
ij

− Bij

r6
ij

)
(3.2)

+∆GliaisonsH

∑
i,j

E(t)

(
Cij
r12
ij

− Dij

r10
ij

)
(3.3)

+∆Gelec

∑
i,j

qiqj
ε(rij)rij

(3.4)

+∆GtorNtor (3.5)

+∆Gsol

∑
i,j

(SiVj + SjVi)e
(−r2ij/2σ

2) (3.6)

Les cinq termes en ∆G sont des coefficients déterminés empiriquement à par-
tir d’une analyse par régression linéaire à partir de complexes protéine·ligand
avec des constantes d’association connues. La somme sur i et j est réalisée sur
l’ensemble des paires d’atomes appartenant au ligand et au récepteur, respec-
tivement. Les trois premiers termes, classiques de la mécanique moléculaire,
décrivent les interactions de van der Waals, les liaisons hydrogènes et les in-
teractions électrostatiques. Les deux derniers termes apportent le facteur en-
tropique lié à la diminution de l’espace conformationnel et à la désolvatation
induites par la fixation du ligand sur le récepteur.

Les paramètres Aij et Bij, décrivant les interactions de van der Waals,
sont basés sur le champ de force Amber [176].

Les paramètres Cij et Dij sont calibrés de telle sorte que les valeurs
d’énergie de liaison hydrogène (terme 3.3) soit de 5 kcal · mol−1 pour une liai-
son hydrogène idéale avec une distance de 1,9 Å entre un atome d’azote et un
atome d’oxygène et de 1 kcal · mol−1 pour une liaison hydrogène impliquant
un atome de soufre et pour une distance de 2,5 Å. Le facteur ∆GliaisonsH

module l’énergie calculée en apportant la contribution géométrique basée sur
l’angle entre donneur et accepteur de liaison hydrogène.

L’énergie de Coulomb (terme 3.4) est basée sur la constante diélectrique
de Mehler et Solmajer [120] dépendante de la distance inter-atomique (ε(rij)).

Le terme de désolvatation (terme 3.6) dépend des volumes des atomes
considérés (V ) pondérés par un paramètre de solvatation (S). Une fonction
exponentielle dépendante de la distance inter-atomique (rij) est pondérée par
la constante σ fixée à 3,5Å.

Le calcul de l’énergie d’interaction est basé sur une grille (générée par
AutoGrid) représentant le récepteur. Cette méthode permet de simplifier le
calcul : à chaque point de la grille la valeur d’énergie est calculée en se basant
sur le type d’atome, les charges et la position au sein de la grille. La grille
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Figure 3.2 – Paramètres descriptifs de la grille générée par AutoGrid

est décrite par un ensemble de paramètres à savoir les dimensions de la grille
(longueur et largeur du parallélépipède) et l’espacement des points (maillage
de la grille) (figure 3.2).

3.1.3 Dock

Dock 1.0 est le premier logiciel de docking recepteur·ligand automatique
développé. Il a été décrit pour la première fois en 1982 [94]. Il a été développé
par le département de Pharmacologie de l’université de Californie San-Francisco
(UCSF).

Exploration de l’espace conformationnel

Dock est basé sur la complémentarité stérique entre ligand et récepteur.
La surface moléculaire est générée de manière classique par l’utilisation d’une
sphère roulant sur les sphères de van der Waals des différents atomes (fig-
ure 3.3 page suivante). Une image négative de la poche de docking est alors
représentée par un ensemble de sphères de diamètre différent tangentes à
la surface moléculaire en exactement deux points (figure 3.4 page ci-contre).
Les atomes du ligand sont ensuite superposés sur les centres des sphères ainsi
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Figure 3.3 – La surface moléculaire est générée par une sphère sonde de 1,4Å
de rayon (afin de représenter une molécule d’eau) roulant sur les sphères de
van der Waals des différents atomes. La surface moléculaire correspond aux
points de contact entre la sonde et les sphères de van der Waals ainsi que les
rentrants.

Surface
moléculaire

Ensemble de
sphères représentant
la poche de docking

Figure 3.4 – Représentation de la poche de docking par un ensemble de
sphères.
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générées. Une fois l’orientation générée l’interaction ligand·récepteur est op-
timisée énergétiquement. Pendant la minimisation le ligand est autorisé à
être flexible, le récepteur, lui, restant rigide. Afin de prendre en compte la
flexibilité du ligand, le ligand est coupé en fragments rigides. Chaque frag-
ment est docké comme indiqué précédemment. Ensuite les fragments rigides
sont reliés par les fragments flexibles. Chaque orientation ainsi générée est
évaluée énergétiquement par la fonction de score. Cet algorithme est qualifié
d’algorithme anchor and grow [44].

Fonction de score

La fonction de score DOCK est une fonction de score explicite dépendante
du champ de force AMBER. La fonction de score est dépendante de deux
termes :

– un terme potentiel de Lennard-Jones (interactions de van der Waals)
– un terme électrostatique

E =
lig∑
i

rec∑
j

(
Aij
raij
− Bij

rbij
+ 332

qiqj
ε(rij)rij

)
(3.7)

3.1.4 Surflex-Dock

Exploration de l’espace conformationnel

Le programme Surflex-Dock utilise un protomol [78] afin de décrire le site
de docking . Le protomol est construit à partir de trois sondes différentes :

– C = O représentant les accepteurs de liaison hydrogène
– NH représentant les donneurs de liaison hydrogène
– CH4 représentant les zones hydrophobes

La molécule à docker est fragmentée en parties rigides. Chaque fragment
rigide est aligné sur le protomol en utilisant une fonction Gaussienne dépendante
de la distance entre les surfaces complémentaires du protomol et du frag-
ment docké [77]. L’optimisation de l’alignement utilise une représentation
sous forme de triangle. Des triangles de tailles identiques représentent une
complémentarité chimique. Une transformation qui donne lieu à une bonne
complémentarité chimique donne naissance à une pose de haut score.

Le fragment associé au meilleur score de docking est utilisé comme tête
(head) pour la reconstruction de la molécule entière. La pose est optimisée
localement pour s’adapter au mieux au récepteur. Le fragment suivant (queue
ou tail) est alors aligné avec le protomol mais est soumis à des contraintes
afin que la queue puisse s’associer à la tête.
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Figure 3.5 – Les deux stratégies envisageables lors d’un blind docking .

Fonction de score

La procédure de scoring du logiciel Surflex-Dock repose sur une fonc-
tion de score empirique basée sur l’analyse statistique de 34 structures de
complexe protéine·ligand (16 protéines différentes) allant de 10−3 à 10−14 M
en terme de Kd. Elle résulte de la combinaison linéaire de quatre fonctions
non-linéaires dépendantes des distances entre la surface du récepteur et du
ligand. Les quatre termes considérés sont les suivants :

– terme stérique
– terme polaire
– terme entropique caractérisant les degrés de liberté
– terme entropique de solvatation

3.1.5 Docking à l’aveugle ou blind docking

Lorsque le site de fixation du ligand étudié n’est pas connu, il est possible
d’effectuer un docking sur l’ensemble de la surface moléculaire : on parle alors
de docking à l’aveugle ou encore de blind docking [67]. Deux stratégies sont
envisageables afin de réaliser un blind docking (voir figure 3.5).

La première consiste à créer une bôıte englobant l’ensemble de la sur-
face moléculaire du récepteur [67]. Le calcul de docking est alors réalisé sur
l’ensemble de la protéine ce qui conduit à deux limitations :

– le temps de calcul est long
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– la maille de la grille de docking doit être assez grande afin de pouvoir
englober l’ensemble de la surface moléculaire et que le temps de calcul
reste raisonnable.

La deuxième approche consiste à prédire des sites potentiels de fixation
des ligands [55]. Cette approche repose sur le calcul des MIFs – Molecular In-
teraction Fields [54]. Les MIFs décrivent les variations spatiales de l’énergie
d’interaction entre la cible considérée et un atome, ou un groupement chim-
ique, sonde. Le calcul est discrétisé par l’utilisation d’une grille tridimension-
nelle entourant l’ensemble de la protéine cible. Le calcul des MIFs est réalisé
par le logiciel EasyMIF [54] qui utilise le champ de force GROMOS [171] et
une constante diélectrique dépendante de la distance. Le logiciel SiteHound
[54] est ensuite utilisé afin de sélectionner les zones d’interaction favorables
et de les regrouper afin de représenter la totalité d’un site de fixation. Les
différents sites ainsi trouvés sont ensuite classés selon le potentiel d’interac-
tion.

3.1.6 Post-processing

Le post-processing correspond à un ensemble de calculs supplémentaires
effectués après un docking afin d’affiner et/ou de reclasser un ensemble de
poses de docking d’une même molécule ou de molécules différentes. Un résultat
de docking est composé des coordonnées cartésiennes du ligand dans le repère
du récepteur ainsi que des estimations d’énergies de liaison souvent décom-
posées suivant les différents termes de la fonction de score. Les algorithmes
utilisables en post-processing utilisent ces données en entrée. Le choix des
outils de post-processing est important, et conditionne souvent les résultats
obtenus lors d’un criblage virtuel (voir section 3.2 page 55) [107].

Une telle analyse des résultats de docking peut être menée grâce à l’util-
isation de multiples protocoles :

– calcul de l’enfouissement du ligand [162]
– prise en compte de l’entropie des châınes latérales de la protéine [56]
– combinaison du docking avec des méthodes QSAR 1 [88]
– affinement des poses de docking par MM–PBSA 2 ou MM–GBSA 3 [137]

(voir page 53)
– utilisation d’une fonction de score topologique [111]
– utilisation d’une carte auto-organisatrice (voir chapitre 4 page 67) [14]
L’affinement des poses de docking peut aussi permettre l’introduction de

la flexibilité du récepteur. Cette flexibilité peut être introduite par dock-

1. Quantitative Structure-Activity Relationship
2. Molecular Mechanics – Poisson-Boltzmann Surface Area
3. Molecular Mechanics – Generalized Born Surface Area
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ing sur de multiples conformations du récepteur 4 [167], ou par mécanique
moléculaire avec flexibilité partielle ou totale du récepteur [57].

Le post-processing consiste le plus souvent en une nouvelle prédiction des
énergies d’interaction à partir des poses générées.

CScore

Les fonctions de score sont pour la plupart empiriques et découlent d’un
nombre restreint de données expérimentales. Elles essayent d’être le plus
général possible et de s’appliquer au maximum de problèmes possibles. Cepen-
dant du fait de leurs différences vis à vis de leur calibration, le scoring est
dépendant de la cible, tout comme l’efficacité de l’algorithme de docking.
CScore regroupe un ensemble de fonctions de score [29] permettant ainsi
le choix de la fonction de score la mieux adapté au problème et même
l’établissement d’une fonction de score consensus provenant de l’ensemble
des résultats de scoring. CScore regroupe quatre fonctions de score : G score
[84], D score [95], PMF score [130] et ChemScore [39].

G Score : Cette fonction de score est composée de trois termes :

– énergie du complexe ligand·protéine :

Ecomplexe =
lig∑
i

prot∑
j

(
A

r8
ij

− B

r4
ij

)
(3.8)

où rij sont des distances inter-atomiques
– énergie interne (intra-ligand) :

Eint = Evdw + Etors (3.9)

avec Etors, l’énergie de torsion du ligand et Evdw donnée par la rela-
tion :

Evdw =
lig∑
i

prot∑
j

(
C

r12
ij

− D

r6
ij

)
(3.10)

– énergie de liaison hydrogène, basée sur le type des atomes (donneurs
et accepteurs de liaison hydrogène) et la géométrie du système (in-
cluant les interactions avec des métaux).

4. Cette technique nécessite un nouveau docking des molécules sélectionnées, cepen-
dant elle est classée dans ce paragraphe intitulé post-processing car elle implique une
pré-sélection afin de rester dans des temps de calculs raisonnable lors d’un criblage virtuel
(section 3.2 page 55).
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PMF Score : Cette fonction de score est basée sur l’analyse d’un grand
nombre de complexes protéine·ligand extrait de la Protein Data Bank
(PDB). Est ainsi extrait une fonction décrivant l’énergie libre d’Helmholtz
des interactions protéine·ligand (Potential of Mean Force, PMF) :

PMFscore =
lig∑
i

prot∑
j

Aijrij (3.11)

où Aijrij est la contribution d’une paire d’atome de type i et de type j
à une distance rij.

D Score : Cette fonction de score est basée uniquement sur les interactions
entre charges et de van der Waals entre les atomes de la protéine et du
ligand :

Dscore =
lig∑
i

prot∑
j

(
A

r12
ij

− B

r6
ij

+ 332
qiqj
Drij

)
(3.12)

avec qi la charge de l’atome i et D la constante diélectrique.

ChemScore : Trois termes composent cette fonction :
– énergie de liaison hydrogène :

∆GliaisonH =
lig∑
i

prot∑
j

g1(∆rij)g2(∆αij) (3.13)

avec :

g1(∆rij) =


1 si ∆rij ≤ 0, 25Å

1− ∆rij−0,25

0,4
si 0, 25Å < ∆rij ≤ 0, 65Å

0 si ∆rij > 0, 65Å

(3.14)

et,

g2(∆αij) =


1 si ∆αij ≤ 30◦

1− ∆αij−30

50
si 30◦ < ∆αij ≤ 80◦

0 si ∆αij > 80◦
(3.15)

où, ∆rij est la déviation par rapport à une longueur de liaison H· ·
·O/N idéale de 1, 85Å et ∆α la déviation par rapport à un angle idéal
de 180◦ pour une liaison hydrogène N/O-H· · ·O/N.

– énergie de coordination métal-ligand :

∆Gmetal =
lig∑
i

prot∑
M

f(ΓiM) (3.16)
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avec ΓiM la distance entre l’atome i du ligand et le métal M de la
protéine et

f(ΓiM) =


1 si ΓiM ≤ 2, 2Å
1− ΓiM−2,2

0,4
si 2, 2Å < ΓiM ≤ 2, 6Å

0 si ΓiM > 2, 6Å

(3.17)

– énergie de contact hydrophobe :

∆Glipo =
lig∑
i

prot∑
j

f(Γij) (3.18)

avec Γij la distance entre l’atome lipophile i du ligand et l’atome
lipophile j de la protéine.

f(Γij) =


1 si Γij ≤ R1Å

1− Γij−R1

3,0
si R1Å < Γij ≤ (R1 + 3, 0)Å

0 si Γij > (R1 + 3, 0)Å

(3.19)

où

R1 = rvdW (i) + rvdW (j) + 0, 5 (3.20)

avec rvdW (i) le rayon de van der Waals de l’atome i.
– entropie rotationnelle, qui représente la diminution de la liberté con-

formationnelle du ligand suite à sa fixation sur la protéine :

∆Grot = 1 +
(

1− 1

Nrot

)Nrot∑
i

Pnl(i) + P ′nl(i)

2
(3.21)

avec Nrot le nombre de liaisons de libre rotation figées au sein du
récepteur et Pnl(i) et P ′nl(i) la proportion d’atomes non hydrophobes
de part et d’autre de la liaison de libre rotation i.

MM–GBSA

Cette technique permet de calculer une énergie d’interaction entre un
récepteur et son ligand. L’implémentation de cette méthode au sein du logiciel
Dock 6.4 [96] a été utilisée. Cette implémentation repose sur le travail de
Srinivasan et al. [161] et revu par Kollman et al. [92]. Elle utilise le modèle
de solvatation de Hawkins [64] avec les paramètres décrits par Tsui et al.
[169].
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Le calcul de l’énergie libre de liaison est basé sur le cycle thermody-
namique suivant :

Phase gaz : Protéine + Ligand
∆Ggaz

bind> Protéine · Ligand

Phase aqueuse : Protéine

∆Gsolv
prot

∨
+ Ligand

∆Gsolv
lig

∨ ∆Gsol
bind> Protéine · Ligand

∆Gsolv
comp

∨

Ainsi, l’expression de ∆Gsol
bind est :

∆Gsol
bind = −∆Gsolv

prot −∆Gsolv
lig + ∆Ggaz

bind + ∆Gsolv
comp (3.22)

L’énergie libre de solvatation ∆Gsolv est calculée en sommant une composante
polaire ∆Gsolv

pol et une composante non polaire ∆Gsolv
np . La contribution non

polaire est considérée comme étant proportionnelle à la surface accessible
au solvant (SASA : Solvant Accessible Surface Area). Celle-ci est calculée à
l’aide du logiciel Amber 8 grâce à l’algorithme ”icosahedra”. Deux méthodes
peuvent-être utilisées pour calculer ∆Gsolv

pol :
– par la résolution des équations de Poisson : Molecular Mechanics Pois-

son Boltzman Surface Area (MM–PBSA)
– par l’utilisation du modèle de Born : Molecular Mechanics Generalized

Born Surface Area (MM–GBSA)
L’énergie libre de liaison hors solution, est donnée par la relation :

∆Ggaz
bind = Eelec + Evdw + Eint − T (Scomp − (Sprot + Slig)) (3.23)

avec Eelec, décrivant les forces électrostatiques, Evdw, les forces de van der
Waals et Eint l’énergie interne du système (terme géométrique).

Les termes entropiques sont décomposés en entropie translationnelle Strans,
rotationnelle Srot et vibrationnelle Svib. L’entropie translationnelle est dépendante
de la masse des molécules, l’entropie rotationnelle dépend du moment d’in-
ertie des molécules et l’entropie vibrationnelle est calculée par une analyse
en modes normaux [165].

Flexibilité du récepteur

Le logiciel Dock 6.4 permet d’introduire de la flexibilité au sein du récepteur
en accord avec la théorie de l’ajustement induit [93] (figure 3.6 page suivante).
Le processus passe par une minimisation d’énergie, suivie par une dynamique
moléculaire de Langevin à température constante, puis de nouveau une min-
imisation avant l’évaluation finale de l’énergie. Ces calculs utilisent le champ
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+

Protéine

Ligand

Protéine.Ligand

Figure 3.6 – Modèle de l’ajustement induit

de force AMBER [141, 176]. Le protocole utilisé est détaillé dans la publica-
tion de Graves et al. [57]. Les résidus à une distance inférieure ou égale à 3Å
du ligand sont les seuls atomes flexibles.

3.2 Mise en place et évaluation d’un proto-

cole de criblage virtuel

La modélisation permet l’obtention d’un modèle, c’est son but. Cepen-
dant le modèle est un reflet simplifié de la réalité donc il est intrinsèquement
inexact. Nous avons vu que les algorithmes de docking sont des calculs em-
piriques donc simplifiés par rapport à la complexité physique du problème.
Le caractère simplifiant du modèle est cependant bénéfique puisqu’il permet
souvent de mieux comprendre le phénomène ou l’objet étudié, souvent com-
plexe. Au fur et à mesure qu’un modèle se complexifie, du fait du progrès
scientifique mais aussi technologique, il tend de manière asymptotique vers
la réalité, à condition, bien entendu, qu’il soit construit en tenant compte de
données expérimentales fiables. Ainsi le modèle vient de l’expérience, par ex-
emple il nous faut, pour effectuer un docking , la structure tri-dimensionnelle
du récepteur, et doit mener à l’expérience : les ligands sortis d’un criblage
virtuel doivent être testés.

Enfin un modèle doit pouvoir être évalué. L’évaluation d’un modèle doit
passer par la comparaison de celui-ci avec la réalité : les données expéri-
mentales. Ainsi il est nécessaire pour évaluer un modèle d’avoir accès à un
nombre important de données expérimentales afin que l’évaluation soit statis-
tiquement satisfaisante. Dans notre cas, cette évaluation passe par l’utilisa-
tion de chimiothèques défiant les algorithmes de docking afin de se trouver
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dans les conditions les plus difficiles à surmonter – en quelques sortes un banc
d’essai pour le docking . Cette évaluation doit aussi être quantifiée et cette
quantification doit pouvoir être comparée avec l’évaluation d’autres modèles.

3.2.1 Choix de la chimiothèque

La méthode du docking moléculaire est largement utilisée dans le domaine
du criblage virtuel, cependant les algorithmes de docking ne sont pas parfait
[135, 91]. Il est donc nécessaire d’évaluer de manière fiable ces algorithmes.
Cette évaluation passe le plus souvent par le calcul de l’enrichissement : est
évalué la capacité d’un logiciel de docking à classer en premier les molécules
les plus actives. L’évaluation du protocole de docking nécessite donc l’utilisa-
tion d’une base de donnée moléculaire contenant deux sortes de molécules :
des molécules d’activités connues contre la cible considérée et des molécules
non-actives contre cette même cible. La capacité du logiciel de docking à
retrouver les molécules actives est la propriété la plus souvent testée, l’aspect
quantitatif de prévision de l’affinité est souvent ignoré. Le criblage virtuel par
docking est donc un test binaire permettant de classer les molécules en deux
groupes : actives et non-actives envers la cible considérée.

Le choix des molécules actives et non-actives ne doit pas être fait au
hasard. En effet la fiabilité du test dépend grandement de la base de données
choisie. Par exemple la fonction de score dépend souvent de la masse molé-
culaire des molécules [138]. De manière générale l’enrichissement observé peut
être purement artificiel si les ligands présentent des propriétés physico-chi-
miques très différentes des molécules inactives [172]. Afin que l’enrichissement
calculé soit réellement dû à des propriétés topologiques des ligands et non pas
à des propriétés physiques triviales il est nécessaire que les molécules inactives
présentent des propriétés physiques semblables aux ligands. On parle ainsi
de leurre (decoys en anglais).

Les procédés de criblages virtuels présentés ici ont été réalisés sur différentes
banques de molécules. Le logiciel AuPosSOM (voir chapitre 4 page 67 et pub-
lication [14]) a été initialement testé avec le logiciel AutoDock 4.0 sur trois
cibles différentes : la protéase du VIH-1, la transcriptase inverse du VIH-1 et
la thrombine humaine. Les coordonnées cartésiennes de ces récepteurs ont été
téléchargées sur les serveurs de la protein databank (PDB). Pour chacune des
cibles des molécules connues ont été extraites de la base de données : binding
database (http ://www.bindingdb.org) [99] et associées à la base de données
interne du laboratoire représentant ainsi une sous base de la chimiothèque
nationale de France (http ://chimiotheque-nationale.enscm.fr), composée de
1 108 molécules. Pour les trois cibles, protéase, transcriptase inverse et throm-
bine, respectivement 22, 14 et 20 ligands connus ont été utilisés. Pour la tran-

http://www.bindingdb.org
http://chimiotheque-nationale.enscm.fr
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Figure 3.7 – Effet du nombre de vrais positifs dans une chimiothèque de
1 130 composés sur la probabilité de regrouper au moins l’ensemble des com-
posés actifs. (voir équation 3.24)

scriptase inverse uniquement des inhibiteurs non nucléosidiques (NNRTI) ont
été utilisées.

Afin d’étudier l’influence du nombre de molécules actives introduites dans
une banque de données lors des tests de protocole de criblage virtuel, la prob-
abilité de sélectionner au moins l’ensemble des composés actifs par un pro-
cessus aléatoire a été calculée. Cette probabilité P est donnée par la relation :

P =

∑n−p
i=0 C

i
n−p∑n

j=pC
j
n

(3.24)

avec p le nombre de vrais positifs, n le nombre total de composés. L’évolution
de cette probabilité en fonction du nombre de vrais positifs est donnée en
figure 3.7. Pour le cas du criblage sur la protéase du VIH-1 p = 22 et n =
1 130. Ainsi la probabilité de regrouper l’ensemble des composés actifs si
nous considérons un processus aléatoire est de 2, 38 · 10−7. Toujours pour
une banque de donnée de 1 130 composés la probabilité P est inférieure à 1%
lorsque le nombre de vrais positifs est supérieur à six. Cette même probabilité
devient inférieure à 1�quand le nombre de vrais positifs est supérieur à dix.
Ainsi en terme de rapport entre le nombre de vrais positifs et le nombre total
de composés de la chimiothèque, le test réalisé est statistiquement pertinent.

Cependant pour les raisons expliqués ci-dessus et du fait que d’éventuelles
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molécules actives puissent être présentes dans la base de données extraite de
la chimiothèque nationale de France, il a été nécessaire de pousser plus loin
le test des protocoles de criblage développés ici.

Pour ce faire nous avons utilisé la base de données DUD (a Directory of
Useful Decoys) [73] afin d’avoir un test fiable des protocoles de criblage. Cette
base de données accessible à l’adresse http ://dud.docking.org est composée
de 2 950 composés actifs pour un total de 40 protéines cibles. Pour chaque
composé actif, 36 leurres (decoys) – possédant des propriétés physiques simi-
laires (masse moléculaire, logP), des topologies différentes et aucune activité
ou affinité pour la cible considérée – sont présents. La base de données DUD
est construite à partir de la base de données ZINC [75], une base de données
libre de composés accessibles commercialement, créée pour le criblage virtuel.

Les distributions de cinq propriétés physiques (masse moléculaire, nombre
d’accepteurs de liaison hydrogène, nombre de donneurs de liaison hydrogène,
nombre de liaisons de libre rotation, logP) des ligands et des leurres de la
DUD ont été tracées sur la figure 3.8 page ci-contre. Les propriétés des leurres
sont comparables aux propriétés des ligands actifs à partir desquels ils ont
été générés : la gamme de variation ainsi que la position du maximum est
globalement la même.

3.2.2 Évaluation basée sur l’utilisation des courbes de
ROC

L’acronyme ROC signifie Receiver Operating Characteristic. Cette re-
présentation graphique issue des travaux théoriques de Neyman et Pearson
[132, 133] a trouvé sa première application pratique lors de la seconde guerre
mondiale. À cette époque les opérateurs radio britanniques utilisaient cette
méthode afin de différencier les signaux correspondant à l’approche d’avions
de guerre visant Londres par rapport à des signaux aléatoires correspondant
à des interférences. Depuis lors, cette méthode est utilisée dans une multi-
tude de domaines aussi variés que la médecine [183], l’acoustique [166], la
météorologie [86], la criminologie [6], ... afin de déterminer la performance
d’un modèle de classification binaire et/ou d’optimiser la classification par le
modèle étudié.

Cependant l’utilisation des courbes de ROC n’est que récente dans le
domaine du criblage virtuel et n’est pas nécessairement très répandue. Malgré
tout son utilisation permet d’avoir une méthode standard d’évaluation et
d’optimisation d’un outil de criblage in-silico [168].

Le but d’un criblage virtuel est de sélectionner par diverses méthodes
calculatoires les molécules actives et aussi de dé-sélectionner les molécules

http://dud.docking.org
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Figure 3.9 – Sous ensembles d’une chimiothèque à considérer lors d’un pro-
cessus de criblage virtuel. L’ensemble A représente l’ensemble des molécules
actives de la chimiothèque. L’ensemble D représente l’ensemble des molécules
inactives de la chimiothèque. Ainsi A ∪ D représente l’ensemble de la
chimiothèque. S représente l’ensemble sélectionné par le processus de criblage
virtuel, ainsi S ∩A est l’ensemble des vrais positifs, S ∩D est l’ensemble des
faux positifs, A \ S est l’ensemble des faux négatifs et D \ S est l’ensemble
des vrais négatifs.

inactives d’une chimiothèque. Ainsi deux ensembles doivent-être formés : un
ensemble sélectionné comportant le maximum de molécules actives (vrais
positifs) et le minimum de molécules inactives (faux positifs) et son ensem-
ble complémentaire correspondant devant comporter par conséquent le max-
imum de molécules inactives (vrais négatifs) et le minimum de molécules
actives (faux négatifs) (voir figure 3.9).

Les ensembles définis en figure 3.9 permettent alors de calculer deux
valeurs , la sensibilité (Se) et la spécificité (Sp), qui vont permettre de quanti-
fier la qualité d’un criblage. La sensibilité (Se) est la proportion vrais positifs
résultant du criblage, ainsi :

Se =
card(S ∩ A)

card(A)
(3.25)

La spécificité (Sp) est la proportion de vrai négatif rejetée par le criblage,
ainsi :

Sp =
card(D \ S)

card(D)
= 1− card(S ∩ D)

card(D)
(3.26)

Le nombre d’éléments et la composition de l’ensemble S sélectionné va
dépendre d’une valeur seuil noté T (threshold). Dans des protocoles classiques
de criblage virtuel, à chaque molécule peut être associé un score qui reflète
l’énergie d’interaction avec le récepteur. Ainsi si on considère une valeur
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Figure 3.10 – Espace de ROC. Le tracé rouge représente le résultat pour
un processus de sélection aléatoire. Le tracé bleu représente une courbe de
ROC d’un processus de sélection discriminant en partie les molécules actives
au sein d’une base de donnée. Le tracé vert représente le cas d’un processus
de sélection idéal.

d’énergie d’interaction nous cherchons à sélectionner les molécules qui ont
une énergie la plus basse possible (l’énergie libre de formation du complexe
devant être négative), correspondant à la structure la plus stable. Pour un
seuil T donné nous cherchons ainsi les molécules dont l’énergie libre ∆G est
inférieure à T . Si T est supérieure à l’ensemble des énergies calculées alors
l’ensemble des molécules est sélectionné, dans ce cas S = A∪D, c’est à dire que
l’ensemble des molécules est sélectionné (seuil trop permissif) donc Se = 1 et
Sp = 0. Au contraire si T est inférieur à l’ensemble des énergies alors aucune
molécule n’est sélectionné, dans ce cas S = ∅ (seuil trop restrictif) donc
Se = 0 et Sp = 1. Ainsi pour une cible donné nous devons trouver le seuil
optimum (Topt) tel que Se et Sp soient maximum. Pour ce faire, il est possible
de tracer l’évolution du taux de vrai positif (TPR : True Positive Rate) c’est
à dire la sensibilité Se en fonction du taux de faux positifs (FPR : False
Positive Rate) soit 1 − Sp. Le tracé Se = f(1 − Sp) représente une courbe
de ROC (voir figure 3.10). L’espace de ROC est définit dans l’intervalle de
définition [0; 1]2.

Afin de quantifier la qualité d’un processus de criblage virtuel il est
intéressant de calculer l’aire sous la courbe de ROC ou AUC : Area Under
Curve. En effet cette valeur donne la probabilité qu’un composé actif choisi
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aléatoirement soit classé au dessus d’un composé inactif choisi aléatoirement
[45]. Ainsi pour un processus dont la courbe de ROC est confondue avec la
diagonale (en rouge sur la figure 3.10 page précédente), l’AUC est égale 0, 5
ce qui correspond donc à un processus aléatoire. Ainsi un modèle capable de
différencier des composés actifs parmi des composés inactifs est représenté
par une courbe qui passe au dessus de la diagonale (en bleu sur la figure 3.10
page précédente), dont l’AUC est par conséquent supérieure à 0, 5. Un modèle
idéal, fiable à 100%, est caractérisé par une AUC de 1 et possède donc une
courbe qui se confond avec les intervalles de définition y et x de l’espace de
ROC (tracé vert sur la figure 3.10 page précédente).

Le choix du meilleur seuil (T ) doit être effectué en sélectionnant le point
le plus proche du point idéal de coordonnées (0, 1). Afin de choisir ce point
nous proposons de calculer la norme du vecteur ~γ qui relie le point idéal (0, 1)
à un point de la courbe de ROC. Cette norme est donnée par la relation :

‖~γ‖ =
√

(1− Sp)2 + (1− Se)2 (3.27)

Le point associé au ‖~γ‖ le plus faible correspond au point associé au seuil
optimal T .

L’algorithme 1 page 64 permet de calculer les coordonnées des points
de la courbe de ROC correspondant à un résultat de criblage virtuel. Ce
résultat consiste en une série de réels, correspondant à des valeurs de scores,
associés à l’identifiant d’une molécule. Afin de générer de manière efficace les
points de la courbe de ROC à partir de cette liste, nous pouvons utiliser le
caractère monotone de la classification binaire par le score. En effet, si une
molécule est active pour un seuil donné, cette molécule restera active pour un
seuil inférieur. Si une molécule est inactive, elle restera inactive quelque-soit
le seuil considéré. Ainsi en classant les molécules par scores décroissants il
est aisé et rapide de calculer les points de la courbe de ROC en parcourant
un à un les éléments de la liste ainsi triée. Si nous commençons par une
molécule active il suffit de compter une à une ces molécules en parcourant
la liste jusqu’à l’obtention d’une molécule inactive. Alors dans ce cas nous
obtenons le premier point de la courbe de ROC d’abscisse 0 et d’ordonnée
y1. Ensuite nous comptons pas à pas, en partant de cette molécule inactive,
le nombre de molécules inactives jusqu’à l’obtention d’une molécule active.
Nous obtenons alors un deuxième point d’abscisse x1 et d’ordonnée y1. Nous
pouvons alors reprendre le dénombrement des molécules actives jusqu’à ce
que nous rencontrions une molécule inactive : nous obtenons alors le point de
coordonnée (x1, y2). En itérant cette procédure nous traçons ainsi la totalité
de la courbe de ROC. Si nous partons avec une molécule inactive la procédure
est la même sauf que le premier point est alors d’ordonnée nulle et d’abscisse
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Figure 3.11 – Illustration de l’algorithme de construction d’une courbe de
ROC (voir algorithme 1 page suivante). Le vecteur (A,A,D,A,D,D,A,D)
représente une liste triée selon le score, de molécules actives (A) et inactives
(D). Les points numérotés de 1 à 6 indiquent les étapes du tracé de la courbe
de ROC en accord avec l’algorithme 1 page suivante.

non nulle (x1). Donc à chaque changement du caractère actif ou non actif de la
molécule il faut enregistrer, au sein d’un vecteur, les coordonnées d’un point
de ROC. Cette procédure est présentée dans l’algorithme 1 page suivante et
illustrée par la figure 3.11.

Algorithme 1 (Méthode de génération des points de ROC)
Nous considérons ici une fonction de score arbitraire qui attribue aux com-
plexes les plus stables un score positif maximal.
Entrées : M , liste des molécules étudiées ; f(M), est une fonction per-
mettant de déterminer si la molécule M est active (f(i) = 1) ou inactive
(f(i) = 0) ; P > 0 le nombre de molécules actives ; N > 0 le nombre de
molécules inactives.
Sorties : R, la liste des coordonnées des points de la courbe de ROC.

Mtrié
Tri par ordre décroissant de score←−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−M

FP ← TP ← 0 (Nombre de faux positifs : FP ; et de vrais positifs : TP)
R← [ ]
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fprec ← −1
i← 1
tant que i ≤ |Mtrié| :

si f(i) 6= fprec :
Ajouter les valeurs (FP

N
, TP
P

) à R
fprec ← f(i)

si f(i) = 1 : #(c’est à dire que la molécule considérée est active)
TP ← TP + 1

sinon :
FP ← FP + 1

i← i+ 1
Ajouter les valeurs (FP

N
, TP
P

) à R #(ajout des derniers points)

3.2.3 Réalisation

Équipements utilisés

Afin de réaliser les calculs de docking dans une période de temps raisonnable
les calculs ont été réalisés pour la plupart sur le cluster de calcul de la
plateforme bioinformatique MIGALE de l’unité ”Mathématique, Informa-
tique et Génomique” INRA 5. Le cluster de la plateforme est constitué de
376 équivalents processeurs de génération différentes, allant du Xeon 64 bits
au Quad Core (128 coeurs AMD Quad Core 8354 2.8 GHz ; 128 coeurs Intel
Quad Core E5520 2.27 GHz ; 80 coeurs Intel Quad Core 5340 2.33 GHz ; 40
coeurs Intel Dual Core 5140 2.33 GHz). La couche logicielle permettant d’ex-
ploiter au mieux cette puissance de calcul est un gestionnaire de file d’attente
nommé Sun Grid Engine. Le cluster de la plateforme est de type Beowulf.

Pour des calculs moins importants 10 pseudo-processeurs ont été mis en
parallèle au sein du laboratoire (Intel Core2 Duo CPU P8400 @ 2.26GHz ;
Intel Core2 Quad CPU Q6700 @ 2.66GHz ; Intel Core2 Quad CPU Q9400
@ 2.66GHz) en utilisant la couche logicielle parallel python :
(http ://www.parallelpython.com).

Préparation des molécules

Les charges partielles atomiques de la protéine ont été calculées grâce au
champs de force AMBER ff99SB [30] pour les résidus d’acides aminés stan-
dards. Les charges partielles atomiques des molécules dockées ont été cal-
culées avec le module Antechamber du programme AMBER avec la méthode
AM1-BCC [175, 176].

5. Institut National de Recherche Agronomique

http://www.parallelpython.com
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Protéine Code PDB Référence bibliographique
Protéase du VIH-1 2bpw [131]
Transcriptase inverse du VIH-1 1uwb [33]

1rt4 [42]
2be2 [68]
1jla [148]
1rt1 [72]

Thrombine humaine 1afe [36]
Complexe IN·LEDGF 2b4j [23]
Domaine catalytique de l’intégrase 1bl3 [109]
Domaine catalytique de l’intégrase
du virus du sarcome aviaire

1vsh [15]

Table 3.1 – Code d’accès aux principales structures tridimensionnelles
étudiées.

Les molécules dockées ont préalablement étaient minimisées avec le pro-
gramme MMTK (Molecular Modelling Toolkit) [69] avec 10 000 étapes de
minimisation et un pas de 0,02Å. Le module Antechamber [174] de AMBER
a été utilisé pour attribuer les paramètres atomiques à la molécule.

Les codes d’accès aux fichiers de coordonnées atomiques sur la protein
databank (http ://www.pdb.org) sont donnés dans le tableau 3.1.

http://www.pdb.org
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Chapitre 4

Développement et
implémentation du logiciel
AuPosSOM : Automatic
Analysis of Poses using
Self-Organizing Map

If the brain were so simple that we could understand it then
we’d be so simple that we couldn’t.

Lyall Watson

4.1 Introduction

Le criblage virtuel consiste en une série de filtre de diverses natures ayant
pour but de diminuer progressivement la liste des composés potentiellement
actifs. La diminution de cette liste doit être faite de telle sorte que le taux de
vrais positifs augmente, en même temps que le taux de faux positifs diminue.
Le processus de criblage commence en général par une évaluation rapide des
composés vis à vis de leur toxicité et de leur potentialité à être un composé
actif (filtre ADME-Tox : Absorption Distribution Metabolism Elimination
Toxicity). Le processus continue ensuite par un criblage basé sur la structure
des ligands (ligand-based approaches) et/ou basé sur la structure du récepteur
(Structure-based approaches) [129].

Pour l’approche basée sur la structure, les différentes molécules de la
base de données sont dockées sur la structure tridimensionnelle du récepteur.

67
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L’amélioration des protocoles de docking (voir section 3.1 page 41) permet
la génération de conformations similaires aux données cristallographiques.
Cependant les fonctions de score n’arrivent pas toujours à discriminer la
pose correspondant à la pose cristallographique vis à vis de l’ensemble des
poses générées par l’algorithme de docking [179]. L’amélioration des fonctions
de score reste un enjeux important dans le domaine du criblage virtuel basé
sur le docking . Cependant, un filtre de score permet de réduire sensiblement
le nombre de molécules candidates, mais le classement de ces molécules ne
peut être effectué par l’utilisation du score. L’inspection visuel des poses
peut permettre de restreindre cette liste, mais celle ci est impossible à réaliser
lorsque le nombre de molécule est supérieur à la centaine [87, 4]. De plus cette
étape est dépendante des connaissances de l’utilisateur dans le domaine et
reste donc très subjective et fastidieuse. Ainsi d’autres filtres doivent être
appliqués afin de réduire la liste de molécules.

Le logiciel AuPosSOM 1 propose une méthode de regroupement de mo-
lécules grâce à l’utilisation de vecteurs mathématiques décrivant les interac-
tions entre ligand et récepteur. Les données sont regroupés par une carte auto-
organisatrice de Kohonen ou SOM (Self-Organizing Map) [90]. Ce réseau de
neurones artificiels permet de réduire l’espace dimensionnel. Les vecteurs à
n dimensions sont cartographiés sur un espace à deux voire trois dimensions.
Ces structures intelligentes de représentation de données sont inspirées par
les neurosciences, comme la plupart des algorithmes développés en intelli-
gence artificielle. Il s’agit ici de reproduire le principe neuronal du fonction-
nement du cerveau des vertébrés : des stimuli de même nature excitent une
même région corticale (voir homonculus de Penfield [156], figure 4.1 page ci-
contre). De la même manière, la carte auto organisatrice se déploie de façon
à représenter un ensemble des données, et chaque neurone se spécialise pour
représenter un groupe bien particulier des données selon les points communs
qui les rassemblent (figure 4.2 page suivante). Renner et al. [149] a développé
une méthode de scoring consensus utilisant des empreintes de contacts et une
analyse par carte de Kohonen. Cependant il n’est pas proposé un protocole
d’analyse de la carte de Kohonen permettant de classé hiérarchiquement les
molécules de façon non supervisée.

Le classement hiérarchique des molécules suivant les poses de docking pro-
pose une alternative au problème des fonctions de score et de l’identification
de modes alternatifs de liaisons des molécules.

De plus, l’analyse proposée ici repose sur une analyse statistique de l’ensem-
ble des poses générées par les logiciels de docking . Ainsi le problème de la
sélection de la meilleure pose est contourné puisque l’ensemble des poses

1. Automatic analysis of Poses using Self-Organizing Map
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Cortex Sensitif Cortex Moteur

Figure 4.1 – Homonculus de Penfield : la partie de gauche représente la
topographie du cortex sensitif et la partie de droite du cortex moteur. Sur
la surface du cortex est représentée la partie du corps qui est activée si on
stimule la zone correspondante. Ainsi, un espace à trois dimensions – le corps
humain – est représenté sur une surface bidimensionnelle – la surface corti-
cale. Cette somatotopie correspond à une diminution de l’espace dimensionnel
comme pour les cartes de Kohonen.

Espace des données à
discrétiser

Carte de Kohonen de
dimension :
3 x 2 = 6

Figure 4.2 – La carte de Kohonen permet de représenter un espace com-
plexe à n dimensions dans un espace de dimension réduite p, avec p < n (ici
p = 6). L’espace ainsi discrétisé est découpé en p ensembles chaque ensemble
contenant x données présentant des points communs qui les rassemble. Cha-
cun de ces ensembles est représenté par un point dans la carte de Kohonen.
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générées est pris en compte. Le processus itératif lié à l’entrâınement des
cartes de Kohonen permet de supprimer les poses isolées correspondant à
des modes de liaison non significatifs (l’ensemble de ces poses est nommé
”bruit” par analogie avec les techniques de traitement du signal). L’analyse
des cartes de Kohonen est souvent délicate, notamment afin de déterminer les
frontières entres groupes. Une méthode récente d’analyse non supervisée des
cartes de Kohonen, développée par Samsonova et al. [153] a été implémentée
au sein du logiciel AuPosSOM.

Ainsi les molécules sont classées suivant leur mode de liaison au récepteur.
Si des composés actifs sont introduits dans la chimiothèque criblée contenant
des composés d’activités inconnues, les composés actifs sont regroupés avec
un nombre restreint de composés de la chimiothèque, ainsi potentiellement
actifs. La notion de CAR (Contact Activity Relationship) est ainsi introduite
et validée.

L’architecture globale de l’algorithme développé peut être représentée par
le diagramme en figure 4.3 page ci-contre. L’ensemble du programme AuPos-
SOM a été implémenté en langage Python [152].

4.2 Approche théorique

Afin d’appréhender le plus clairement possible cette partie nous allons
nous baser sur le diagramme présenté en figure 4.3 page suivante et détailler
chaque étape du processus du point de vue théorique et pratique.

4.2.1 Génération des vecteurs

La génération des vecteurs est une étape importante dans le proces-
sus global de classement des molécules. En effet ce sont ces vecteurs qui
décrivent individuellement chaque molécule. Pour chaque molécule les n poses
sont analysées en terme de liaisons hydrogènes et de contacts hydrophobes.
Les vecteurs ainsi obtenus sont moyennés sur l’ensemble des n poses. Nous
obtenons ainsi deux vecteurs : un vecteur décrivant les liaisons hydrogènes
et un vecteur décrivant les contacts hydrophobes. Ces vecteurs sont ensuite
entrelacés : le premier élément du vecteur décrit les liaisons hydrogènes avec
le premier acide aminé contacté, le deuxième élément décrit les contacts hy-
drophobes avec ce même acide aminé – le troisième élément décrit les liaisons
hydrogènes avec le deuxième acide aminé contacté, le quatrième élément les
contacts hydrophobes et ainsi de suite, comme le montre le diagramme suiv-



4.2. APPROCHE THÉORIQUE 71

Poses de docking
Le nombre de poses n est un paramètre du protocole de docking

Vecteurs descriptifs des interactions protéine·ligand.
Chaque molécule est décrite par un vecteur représentant les n poses.

Détection des liaisons hydrogènes
et des contact hydrophobes∨

Carte de Kohonen entrâınée

Entrâınement de
la carte de Kohonen

∨

Carte de Kohonen topographiée

Regroupement hiérarchique

∨

Dendrogramme représentant le regroupement des molécules.

Calibration des données

∨

Figure 4.3 – Architecture globale du logiciel AuPosSOM
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ant :

0, 00 0, 10 0, 70 0, 25 0, 25 0, 25 0, 30 0, 20 0, 75 0, 00

liaison

>

Contact

<

hydrogène hydrophobe
acide aminé acide aminé

i+ 2 i+ 2

Dans cet exemple, 0,25 indique que l’acide aminé i + 2 effectue une liai-
son hydrogène dans 25% des poses de docking , de même pour les contacts
hydrophobes. Afin de diminuer le temps de calcul, et d’économiser de la
mémoire vive lors de l’entrâınement de la carte de Kohonen, les vecteurs
sont simplifiés. Ce temps est diminué considérablement du fait de la diminu-
tion importante de la dimension des vecteurs, ainsi les éléments matriciels
de la carte de Kohonen sont aussi de dimension moindre. Après génération
de l’ensemble des vecteurs les éléments vectoriels étant toujours égaux à zéro
sont supprimés. Le code source python permettant la génération des vecteurs
est présenté en page 195.

Initialement, la détection des liaisons hydrogènes et des contacts hy-
drophobes était réalisée par le logiciel LigPlot [173] qui utilise lui même
HBPlus [117] pour le calcul des liaisons hydrogènes. Un script bash perme-
ttait d’automatiser la génération des vecteurs à partir des fichiers au for-
mat pdb comportant à la fois les coordonnées atomiques du ligand et de la
protéine (format d’entrée du logiciel LigPlot). Plusieurs contraintes sont ap-
parues suite au développement de ce processus : l’utilisation du format pdb,
peu flexible et la difficulté de définir la topologie du ligand dans ce format,
et la dépendance au logiciel LigPlot qui rend la modification et l’adaptabilité
du programme difficile. De plus les logiciels de docking utilise souvent le
format mol2 pour le ligand et le format pdb pour la protéine. Le résultat
du docking consiste ainsi en une série de fichiers au format mol2 ou en un
unique fichier mol2 contenant les coordonnées atomiques de l’ensemble des
ligands dans le repère de la protéine. Ainsi la génération des formats d’entrées
pour LigPlot était laborieuse et source d’erreur : conversion du mol2 en pdb
et concaténation du pdb du ligand et de la protéine. Par conséquent l’in-
formation de structure de la protéine était redondante ce qui augmentait
considérablement l’utilisation de l’espace disque.

Afin de s’affranchir de la dépendance au logiciel LigPlot, un algorithme de
calcul des liaisons hydrogènes et des contacts hydrophobes a été développé
[14] (voir code source page 202 et 209). Ce script initial, écrit en python
utilise le module Bio.PDB [58] du projet Biopython (http ://biopython.org).
La liste des donneurs et des accepteurs de liaisons hydrogène est générée

http://biopython.org
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pour le ligand et pour la protéine. Une interaction est considérée comme
une liaison hydrogène lorsque la distance D−H· · ·A est de 1, 85 ± 0, 65Å
et l’angle D−H· · ·A de 180 ± 80◦ et une interaction est considérée comme
hydrophobe lorsque deux atomes hydrophobes sont distant de moins de 3, 9Å.
Afin d’évaluer la rapidité de cet algorithme le code a été testé sur 20 000
structures (1000 molécules avec 20 poses par molécule). Sur un PC Linux
(quadricore Intel 2.66GHz, 1GB RAM) ce calcul prend 58 minutes soit une
moyenne de 0,174 seconde par structure. Cependant, du fait de l’utilisation
du module Bio.PDB, cette méthode est toujours dépendante de fichiers pdb.
Pour les mêmes raisons que celle développées ci dessus, un autre protocole
de génération des vecteurs a été proposé.

Ce protocole est basé sur le logiciel UCSF-Chimera [142]. Ce logiciel de
visualisation écrit en python contient un grand nombre de fonctions perme-
ttant de calculer diverses propriétés physico-chimiques et en particulier les
liaisons hydrogènes et les contacts hydrophobes, en lisant à la fois les fichiers
pdb ou mol2. Un langage de script permet d’interfacer ce logiciel avec des
programmes écrit en langage python et est donc bien adapté au problème
posé. Ainsi le code source présenté en page 211 permet de réaliser les cal-
culs de liaison hydrogènes et contacts hydrophobes. Par défaut deux fichiers
d’entrée sont fournis : un fichier mol2 contenant les coordonnées atomiques
du récepteur et un fichier mol2 contenant les coordonnées des différents lig-
ands dockés avec l’ensemble des poses (”multimol2”). Le script permettant la
création et la simplification des vecteurs ainsi que le formatage du fichier de
vecteurs est présenté en page 212. Avec ce protocole l’élément au sein d’un
vecteur ne représente pas un acide aminé mais un atome. Ainsi l’analyse est
plus fine et représente le nombre de contact moyen par atome au sein de la
protéine.

Le formatage du fichier de vecteur obtenu est identique à celui décrit par
Samsonova et al [153]. À chaque ligne correspond un vecteur et à chaque
fin de ligne est indiquée l’identifiant de la molécule considérée. La première
ligne donne le nombre d’élément de chaque vecteur, chacun devant contenir
le même nombre d’éléments. La figure suivante donne un exemple de fichier
de vecteurs généré par AuPosSOM :

scripts/ALL vectors

1 250
2 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .03 0 .03 0 .00

0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .03 0 .03 0 .24
0 .24 0 .06 0 .06 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .06
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0 .06 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .09 0 .09 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .03 0 .03 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .12
0 .12 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .03 0 .03 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .03 0 .03 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .18 0 .18 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .09 0 .09 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .06
0 .06 0 .09 0 .09 0 .00 0 .00 0 .03 0 .03 0 .00 0 .00 ZINC00018097

3 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .00 0 .00 0 .01 0 .01 0 .03 0 .03 0 .03
0 .03 0 .04 0 .04 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .05

0 .05 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .02 0 .02 0 .05 0 .05 0 .01 0 .01 0 .00
0 .00 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01
0 .01 0 .10 0 .10 0 .00 0 .00 0 .01 0 .01 0 .03 0 .03 0 .00 0 .00 0 .04
0 .04 0 .04 0 .04 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .01 0 .01 0 .04
0 .04 0 .04 0 .04 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01
0 .01 0 .01 0 .01 0 .02 0 .02 0 .03 0 .03 0 .01 0 .01 0 .03 0 .03 0 .01
0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .00 0 .00 0 .03 0 .03 0 .01 0 .01 0 .00
0 .00 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .02
0 .02 0 .01 0 .01 0 .03 0 .03 0 .01 0 .01 0 .02 0 .02 0 .01 0 .01 0 .02
0 .02 0 .06 0 .06 0 .01 0 .01 0 .00 0 .00 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01
0 .01 0 .02 0 .02 0 .03 0 .03 0 .01 0 .01 0 .02 0 .02 0 .03 0 .03 0 .01
0 .01 0 .00 0 .00 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .03 0 .03 0 .02 0 .02 0 .00
0 .00 0 .00 0 .00 0 .03 0 .03 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01
0 .01 0 .00 0 .00 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .00 0 .00 0 .01 0 .01 0 .01
0 .01 0 .03 0 .03 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .00 0 .00 0 .00
0 .00 0 .04 0 .04 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 0 .04
0 .04 0 .00 0 .00 0 .04 0 .04 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01
0 .01 0 .02 0 .02 0 .01 0 .01 0 .02 0 .02 0 .01 0 .01 0 .01 0 .01 0 .04
0 .04 0 .05 0 .05 0 .01 0 .01 0 .12 0 .12 0 .01 0 .01 ZINC00538635

Par la suite chaque vecteur d’entrée sera noté V .

4.2.2 Carte de Kohonen

C’est en 1943 que McCulloch et Pitts ont présenté pour la première fois
le concept de neurone formel abstraction du neurone physiologique [116]. En
1958 Rosenblatt développe le modèle du perceptron [151], réseau de neurone
supervisé inspiré du système visuel. C’est le premier système capable d’ap-
prendre par expérience. En 1982, Hopfield propose un réseau bouclé sur lui
même, c’est le réseau bouclé d’Hopfield [71]. C’est en 1997 que Kohonen pro-
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pose son système de carte auto-organisatrice ou Self-Organizing Map (SOM)
[90], réseau neuronal non supervisé.

Par opposition aux réseaux de neurones supervisés, la sortie correcte ne
peut pas être défini, a priori. La carte de Kohonen permet de cartogra-
phier l’espace des entrées souvent complexe (contenant un grand nombre
d’éléments – vecteurs –) en un espace plus simple contenant un nombre
restreint d’éléments. Chaque vecteur de l’espace d’entrée ne va ”exciter”
qu’un seul type de neurone (élément matriciel de la carte de Kohonen)
(voir figure 4.2 page 69). Cette simplification de l’espace d’entrée permet
de représenter une image plus simple de celui-ci en regroupant les données
proches.

Architecture de la carte de Kohonen

La carte de Kohonen est une matrice de dimension X × Y avec X et Y
le nombre de colonnes et de lignes respectivement :

M =



Ω11 Ω12 · · · · · · Ω1π

Ω21 Ω22 · · · · · · Ω2π
...

. . .

Ωij
...

. . .

Ω(ν−1)1 Ω(n−1)2 · · · · · · Ω(ν−1)π

Ων1 Ωn2 · · · · · · Ωνπ


(4.1)

avec X = π et Y = ν.
Chaque élément matriciel Ωij (neurone) est un vecteur de la même di-

mension que les vecteurs d’entrée V . Chaque élément du vecteur est noté
ωijk, le couple (i, j) notant la position dans la matrice M et k la position au
sein du vecteur Ωij.

Ωij = (ωij1, ωij2, . . . , ωijk, . . . , ωijn) (4.2)

avec n = card(V ). La matrice est initialisée aléatoirement avec des vecteurs
(Ωij) dont les éléments sont compris entre l’élément minimum de l’ensemble
des éléments des vecteurs d’entrées V et l’élément maximum de l’ensemble
des éléments des vecteurs V . Le code suivant extrait de l’annexe page 217
montre l’implémentation python d’initialisation de la carte de Kohonen.

1 import RandomArray
2 # Kohonen map i n i t i a l i z a t i o n
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Vecteur d'entrée V

X

Y

MΩ

Figure 4.4 – Connections entre le vecteur d’entrée V et les éléments Ω de
la carte de Kohonen M .

3 s e l f . c a r d i n a l = l en ( s e l f . i nputve c to r s [ 0 ] ) # card (V)
4 maxinpvalue = max ( [ max( v ) for v in s e l f . i nputve c to r s ] ) # Maximal

e lement o f a l l v e c t o r ’ s e lements
5 mininpvalue = min ( [ min ( v ) for v in s e l f . i nputve c to r s ] ) #

Minimal e lement o f a l l v e c t o r ’ s e lements
6 s e l f .M = RandomArray . uniform ( mininpvalue , maxinpvalue , ( s e l f .X,

s e l f .Y, s e l f . c a r d i n a l ) ) # Kohonen map i n i t i a l i z a t i o n wi th
dimensions ( s e l f .X, s e l f .Y) . Each element i s a v e c t o r wi th a
dimension e q u a l to s e l f . c a r d i n a l

Les vecteurs d’entrée agissent sur l’ensemble des éléments Ωij de la carte
de Kohonen M , et les éléments Ω interagissent de même entre eux, comme
le montre la figure 4.4. C’est l’ensemble de ces inter-connections qui permet
l’entrâınement de la carte de Kohonen.

4.2.3 Entrâınement de la carte de Kohonen

Les paramètres permettant l’entrâınement de la carte de Kohonen sont
entrés par l’utilisateur dans le fichier AuPosSOM.conf. Le fichier créé par
défaut par l’application est le suivant :

1 # Map parameters
2 X = 5
3 Y = 4
4
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5 # Training
6 number of phase = 2 # d e f a u l t 2 phases
7
8 # Training Phase 1
9 a lpha beg in 1 = 0 .2

10 a lpha end 1 = 0
11 r a d i u s b e g i n 1 = 6
12 rad iu s end 1 = 1
13 i t e r a t i o n s 1 = 1000
14
15 # Training Phase 2
16 a lpha beg in 2 = 0.02
17 a lpha end 2 = 0
18 r a d i u s b e g i n 2 = 3
19 rad iu s end 2 = 1
20 i t e r a t i o n s 2 = 10000

Ce fichier regroupe les paramètres de la carte (dimensions X et Y ), ainsi que
les paramètres d’apprentissage ou entrâınement, à savoir le taux d’apprentis-
sage initial α(0) et final α(tf ), le rayon initial σ(0) et final σ(tf ) et le nombre
d’itérations t = {0, 1, 2, · · · , tf} pour les deux phases d’apprentissage. L’al-
gorithme 2 décrit l’algorithme d’entrâınement des cartes de Kohonen.

Algorithme 2 (Entrâınement des Cartes de Kohonen)
Cet algorithme se décompose en quatre étapes :

Initialisation Les éléments Ωij de dimensions n de la matrice M sont ini-
tialisés aléatoirement comme décrit en page 75. Initialisation du comp-
teur d’itération t à la valeur 0 : t = 0. Lecture du fichier de paramètres
décrit page 76 et initialisation de α(0), α(tf ), σ(0), σ(tf ).

Étape 1 Sélection aléatoire d’un vecteur d’entrée V .

Étape 2 L’élément Ω de la matrice M le plus proche en terme de distance
euclidienne est sélectionné.

Étape 3 Mis à jour des variables α et σ en accord avec t : α ← α(t) et
σ ← σ(t). Les vecteurs de poids sont modifiés en accord avec la règle
de modification des poids la fonction de voisinage Θ(t) et α.

Étape 4 Arrêt si le nombre d’itérations est atteint (t = tf ) ; sinon t← t+ 1

et retour à l’Étape 1.

Nous allons détailler ci-dessous l’ensemble des étapes de l’algorithme d’en-
trâınement des cartes de Kohonen.
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Étape 1 : Sélection des vecteurs d’entrée

Le code ci dessous extrait du code source page 217 est l’implémentation
python de l’algorithme 2 page précédente. La sélection aléatoire des vecteurs
se fait par tirage successif et sans remise d’un index identifiant un vecteur
d’entrée V .

1 def l e a r n ( s e l f ) :
2 Map = s e l f .M
3 kv = range ( l en ( s e l f . i nputve c to r s ) ) # L i s t o f input v e c t o r

i d e n t i f i e r s
4 print ’ Learning f o r %s v ec to r s ’%len ( s e l f . i npu tvec to r s )
5 for t ra in ingPhase in range ( s e l f . number of phase ) :
6 for t in range ( s e l f . i t e r a t i o n s [ t ra in ingPhase ] ) :
7 try :
8 k = random . cho i c e ( kv ) # Random s e l e c t i o n o f one i d e n t i f i e r

from the i d e n t i f i e r s l i s t
9 kv . remove ( k ) # The s e l e c t e d i d e n t i f i e r i s removed from the

i n i t i a l l i s t
10 except IndexError : # I f the i d e n t i f i e r s l i s t i s empty , t h i s

l i s t i s re− i n i t i a l i z e d to keep s e l e c t i n g v e c t o r s u n t i l the
i t e r a t i v e pro ces s i s over .

11 kv = range ( l en ( s e l f . i nputve c to r s ) )
12 k = random . cho i c e ( kv )
13 kv . remove ( k )
14 Map = Map + s e l f . adjustment (k , t , t ra in ingPhase , Map, s e l f .

findBMU(k , Map) )
15 s e l f .Map = Map
16 MapFile = open ( ’map %sx%s . dat ’ % ( s e l f .X, s e l f .Y) , ’w ’ )
17 cP i ck l e . dump(Map, MapFile ) # Write Map i n t o f i l e map . dat
18 MapFile . c l o s e ( )
19 return s e l f .Map

La présentation des vecteurs d’entrée dans un ordre aléatoire permet de re-
tirer tout biais pouvant être introduit par l’ordre de présentation des vecteurs.

Étape 2 : Recherche du neurone vainqueur

Le neurone vainqueur est représenté par le vecteur Ω = {ωk}k=1,2,··· ,n
de la carte M le plus proche en terme de distance euclidienne du vecteur
d’entrée V = {vk}k=1,2,··· ,n. Ce vecteur Ω particulier est noté BMU pour
Best Matching Unit. La distance euclidienne entre un vecteur d’entrée V et
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un neurone Ωij est donnée par la formule :

‖Ωij − V ‖ =
√∑n

k=1(ωijk − vk)2 (4.3)

=
√

(Ωij − V )T · (Ωij − V ) (4.4)

avec (Ωij − V )T la transposée de la matrice Ωij − V .
Afin d’optimiser le code, la recherche de la distance minimale repose sur

le calcul de la matrice de distances ∆ donnant la distance entre le vecteur V
et chaque élément Ω de M .

∆ =


‖(Ω11 − V ‖ ‖(Ω12 − V ‖ · · · ‖Ω1π − V ‖
‖(Ω21 − V ‖ · · ·

...
‖(Ων1 − V ‖

 (4.5)

L’élément minimal de cette matrice est ensuite recherché, sa position est
notée et celle ci correspond à la position du neurone vainqueur. La position
du neurone vainqueur sera notée (β1, β2) où β1 est la position de la ligne
dans la matrice et β2 la position de la colonne. L’implémentation python
avec l’aide du module numpy [136] pour le calcul matriciel est la suivante :

1 def findBMU( s e l f , k , Map) :
2 ”””
3 Find the Best Matching Unit f o r the input v e c t o r number k
4 ”””
5 V=numpy . ones ( ( s e l f .X, s e l f .Y, s e l f . c a r d i n a l ) ) * s e l f .

i nputve c to r s [ k ]
6 distmat = numpy . sum( (V − Map) * ( (V−Map) * (numpy . ones ( [

s e l f .X, s e l f .Y, s e l f . c a r d i n a l ] ) *numpy . ones ( [ 1 , s e l f . c a r d i n a l
] ) ) ) , a x i s=2 ) **0 .5 # C a l c u l a t i o n o f the d i s t a n c e s
matrix ( Del ta )

7 s e l f . BMUindices = [ e [ 0 ] for e in numpy . where ( distmat==
distmat . min ( ) ) ] # Find the p o s i t i o n o f the minimal
e lement o f the d i s t a n c e s matrix

8 return s e l f . BMUindices # Return the p o s i t i o n o f the BMU

Étape 3 : Règles de modification des poids

L’ajustement de la carte de Kohonen M par un vecteur V dont le neurone
vainqueur correspondant se trouve à la position (β1, β2), est donné par la
formule suivante :

M(t+ 1) = M(t) + α(t) ·Θ(t, β1, β2)� (V − Ωij(t))1≤i≤ν,1≤j≤π (4.6)
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� représente le produit terme à terme de deux matrices ou produit de
Hadamard.

(V − Ωij(t))1≤i≤ν,1≤j≤π représente une matrice de dimension ν × π com-
posée de vecteurs de dimension n résultant de la différence entre les vecteurs
V et Ω.

α(t) est le coefficient d’apprentissage. C’est une fonction scalaire donnée
par la relation :

α(t) = (α(ti)− α(tf )) · exp(− t
λ

) + α(tf ) (4.7)

elle pondère de façon décroissante l’apprentissage au cours du temps. Pour
l’implémentation développée ici la constante de temps λ est définie ainsi :

λ =
tf
10

(4.8)

L’implémentation python du coefficient d’apprentissage α(t) est donnée par
le code source suivant :

1 def l ea rn ingRate ( s e l f , t , t ra in ingPhase =0) :
2 timeCte = f l o a t ( s e l f . i t e r a t i o n s [ t ra in ingPhase ] ) /10
3 s e l f . l e a r n i n g = ( s e l f . a lpha beg in [ t ra in ingPhase ] − s e l f .

a lpha end [ t ra in ingPhase ] ) * math . exp ( −t / timeCte ) +
s e l f . a lpha end [ t ra in ingPhase ]

4 return s e l f . l e a r n i n g

Θ(t, β1, β2), fonction de voisinage, est une matrice de la même dimension
que M. Cette fonction dépend de l’itération t, et des coordonnées du neu-
rone vainqueur dans la matrice M pour un vecteur V donné. La fonction de
voisinage est donnée par la fonction gaussienne suivante :

Θ(t, β1, β2) =

exp

−
√

(i− β1)2 + (j − β2)2

2σ2(t)


1≤i≤ν,1≤j≤π

(4.9)

La représentation graphique de cette fonction pour deux valeurs de rayon σ
est donnée en figure 4.5 page ci-contre.

Cette fonction permet une pondération spatiale de l’apprentissage au sein
de la carte. Le neurone vainqueur est celui qui est le plus influencé par
le vecteur d’entrée. Les neurones voisins sont moins influencés et plus on
s’éloigne du neurone vainqueur plus l’influence est faible. De plus, le rayon
σ décrôıt au cours des itérations t. Cette décroissance est donnée par l’expo-
nentielle décroissante :

σ(t) = (σ(ti)− σ(tf )) · exp(− t
λ

) + σ(tf ) (4.10)



4.2. APPROCHE THÉORIQUE 81
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(a) Rayon σ = 20
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(b) Rayon σ = 10

Figure 4.5 – Fonction gaussienne Θ(t, β1, β2) pour une matrice 100 × 100
avec β1 = 50 et β2 = 40 et deux valeurs de rayon σ différentes.

La décroissance de ce rayon est représentée en figures 4.5a et 4.5b pour des
rayons de 20 et 10 respectivement.

Le code source suivant montre l’implémentation python de la fonction de
voisinage Θ(t, β1, β2) pour un élément matriciel Θij :

1 def BMUneighbourhood ( s e l f , t , i , j , BMUindices , t ra in ingPhase ,
Map) :

2 d i s t = ( ( i − BMUindices [ 0 ] ) **2 + ( j − BMUindices [ 1 ] ) **2 )
** 0 .5

3 s e l f . neighbourhood = math . exp ( − d i s t **2 / ( 2*( s e l f .
rad iusFunct ion ( t , t ra in ingPhase ) **2) ) )

4 return s e l f . neighbourhood

La décroissance exponentielle du rayon σ est implémentée de la façon suiv-
ante :

1 def rad iusFunct ion ( s e l f , t , t ra in ingPhase =0) :
2 timeCte = f l o a t ( s e l f . i t e r a t i o n s [ t ra in ingPhase ] ) /10
3 s e l f . r ad iu s = ( s e l f . r a d i u s b e g i n [ t ra in ingPhase ] − s e l f .

r ad ius end [ t ra in ingPhase ] ) * math . exp ( −t / timeCte ) +
s e l f . r ad ius end [ t ra in ingPhase ]

4 return s e l f . r ad iu s

Ainsi le facteur pondérateur α(t)·Θ(t, β1, β2) permet à la fois une décroissance
spatiale et temporelle de l’apprentissage comme le montre la figure 4.6 page
suivante.
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(a) Rayon σ = 20, α = 0, 5
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(b) Rayon σ = 10, α = 0, 25

Figure 4.6 – Fonction gaussienne α(t) ·Θ(t, β1, β2) pour une matrice 100×
100 avec β1 = 50 et β2 = 40 et deux valeurs de rayon σ et de coefficient
d’apprentissage α différentes.

La matrice d’ajustement α(t) · Θ(t, β1, β2) � (V − Ωij(t))1≤i≤ν,1≤j≤π est
ainsi calculée :

1 def adjustment ( s e l f , k , t , t ra in ingPhase , Map, BMUindices ) :
2 s e l f . adjustMap = numpy . z e ro s ( ( s e l f .X, s e l f .Y, s e l f . c a r d i n a l )

)
3 l e a r n i n g = s e l f . l ea rn ingRate ( t , t ra in ingPhase )
4 for i in range ( s e l f .X) :
5 for j in range ( s e l f .Y) :
6 W = Map[ i , j ]
7 neighbourhood = s e l f . BMUneighbourhood ( t , i , j ,

BMUindices , t ra in ingPhase , Map)
8 s e l f . adjustMap [ i , j ] = neighbourhood * l e a r n i n g * ( s e l f .

i nputve c to r s [ k ] − W)
9 return s e l f . adjustMap

Afin de visualiser l’effet de l’apprentissage sur la carte de Kohonen nous
pouvons utiliser une carte dont chaque élément code pour une couleur dans
l’espace RVB (Rouge, Vert, Bleu). La couleur rouge est représentée par le
vecteur (255, 0, 0), la couleur verte par le vecteur (0, 255, 0) et la couleur bleu
par le vecteur (0, 0, 255). Huit vecteurs d’entrées sont utilisés lors de l’ap-
prentissage. La figure 4.7 page ci-contre illustre le résultat de l’apprentissage
(figure 4.7b page suivante) à partir d’une carte aléatoire (figure 4.7a page
ci-contre).
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(a) Carte initiale (b) Carte finale

Figure 4.7 – Carte de Kohonen (10 × 10) avant et après apprentissage

avec huit vecteurs d’entrée : (255,0,0) , (0,255,0) , (0,0,255) , (255,255,255) ,

(176,20,187) , (20,198,17) , (0,0,0) , (255,255,0) .

4.2.4 Regroupement hiérarchique de la carte de Koho-
nen

L’analyse des cartes de Kohonen est souvent complexe et peu facile à
réaliser. De plus la visualisation des résultats sous forme d’une carte n’est
pas triviale.

Nous proposons ici d’effectuer un regroupement hiérarchique de la carte
de Kohonen et de représenter celle ci sous forme d’un dendrogramme ou en-
core plus communément appelé arbre. La représentation sous forme d’arbre
de la carte de Kohonen permet d’obtenir un diagramme simple à lire et à com-
parer avec d’autres méthodes de clustering. De plus cette représentation est
facile à manipuler informatiquement. L’algorithme de regroupement hiérarchique
et de représentation de la carte de Kohonen sous forme d’arbre a été développé
initialement par Samsonova et al. [153].

Schématiquement l’analyse hiérarchique de la carte de Kohonen passe
par l’utilisation d’un seuil T (threshold) de distance. Pour un seuil T donné,
deux neurones de la carte de Kohonen notés Ωi1j1 et Ωi2j2 sont considérés
comme appartenant au même groupe si la distance euclidienne entre ces
neurones (‖Ωi1j1 − Ωi2j2‖) est inférieure à ce seuil T . De plus un groupe
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est nécessairement un ensemble donc composé d’éléments adjacents (les neu-
rones adjacents sont les quatre neurones directement au dessus, en dessous, à
droite et à gauche du neurone considéré). La définition 1 définit la condition
d’appartenance à un groupe :

Définition 1
Pour un seuil T donné, deux neurones adjacents Ωi1j1 et Ωi2j2 appartiennent
au même groupe si et seulement si :

‖Ωi1j1 − Ωi2j2‖ < T (4.11)

Pour un seuil nul le nombre de groupe est égal au nombre de neurones de la
carte (chaque neurone étant différent). Pour un seuil infini il n’existe qu’un
unique groupe qui contient l’ensemble des neurones de la carte. Ainsi en
faisant varier le seuil T il est possible de regrouper de manière hiérarchique
l’ensemble des neurones de la carte de Kohonen, la taille des groupes aug-
mentant au fur et à mesure que le seuil T augmente jusqu’à n’obtenir qu’un
unique groupe englobant toute la carte.

Afin de relier les éléments de la carte de Kohonen aux données d’entrée
il est nécessaire d’associer chaque vecteur à un élément de la carte. Cette
association est appelée calibration. La calibration utilise le même algorithme
que la recherche du neurone vainqueur (voir page 78), c’est à dire que le
vecteur d’entrée est associé au neurone le plus proche en terme de distance
euclidienne.

Le regroupement hiérarchique des données étant le résultat final souhaité,
les variations de seuil intéressantes sont celles qui permettent l’apparition
d’un nouveau groupe de neurones au sein duquel au moins un correspond à
un vecteur d’entrée. Ainsi, au cas où le nombre de neurones est supérieur au
nombre de vecteurs d’entrée (cas correspondant à l’exemple donné ici), l’al-
gorithme de regroupement hiérarchique peut s’interrompre lorsque le nombre
de groupes est égal au nombre de vecteurs d’entrée (voir figure 4.8 page ci-
contre). Dans le cas de l’application de cette méthode au problème du criblage
virtuel le nombre de molécules donc de vecteurs d’entrée est supérieur au
nombre de neurones. Ainsi, dans ce cas précis plusieurs vecteurs excitent un
même neurone (c’est à dire que plusieurs vecteurs sont calibrés sur le même
neurone) et tous les neurones sont impliqués par la calibration, donc l’algo-
rithme de regroupement hiérarchique s’arrête lorsque le nombre de groupes
formés est égal au nombre de neurones dans la carte.

La combinaison de l’algorithme d’analyse hiérarchique (voir algorithme 3
page 86) avec la calibration des données d’entrée sur la carte permet d’obtenir
le dendrogramme présenté en figure 4.9 page ci-contre.
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Figure 4.8 – Ensemble des groupes formés lors de l’algorithme d’analyse
hiérarchique de la carte de Kohonen. Le seuil T considéré pour chaque carte
est indiqué en dessous de celle-ci.
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Figure 4.9 – Dendrogramme issu du regroupement hiérarchique des vecteurs
d’entrée calibrés sur la carte de Kohonen présenté en figure 4.7b page 83
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L’algorithme permettant l’analyse hiérarchique non supervisée des cartes
de Kohonen est le suivant :

Algorithme 3 (Regroupement hiérarchique de la carte de Kohonen)
Cet algorithme repose sur deux procédures interdépendantes :
Procédure de nucléation (cluster-discovery) pour un seuil de dis-
tance T

– Marquer l’ensemble des neurones comme non visités (neurone N)
– Tant qu’il y a des neurones non visités :

– Localiser un neurone arbitraire N
– Générer un nouveau centre de nucléation C
– Appeler la procédure de regroupement pour N, C et T

Procédure de regroupement (cluster) pour N, C et T
– Attribuer N comme C
– Marquer N comme visité
– Pour chaque neurone A non visité et adjacent à N tel que la distance
|NA| < T appeler la procédure de regroupement pour A, C et T

L’implémentation python de l’algorithme 3 est présentée ci dessous :

1 def c l u s t e r D i s c o v e r y ( s e l f ,Map,T) : #Procedure Clus ter−Discovery
2 borderMat = s e l f . b o r d e r l i n e (Map)
3 Nv = [ [ i , j ] for i in range ( s e l f .X) for j in range ( s e l f .Y) ] #

Mark a l l nodes as u n v i s i t e d
4 random . s h u f f l e (Nv)
5 Cv = [ ]
6 while Nv != [ ] : #While t h e r e are u n v i s i t e d nodes
7 N = Nv [ 0 ] # l o c a t e an a r b i t r a r y node N
8 C = [ ] # s t a r t a new c l u s t e r C
9 A = [ ] # Adjacent nodes

10 A, C, Nv = s e l f . c l u s t e r ( borderMat , Nv,N,T,C,A) # c a l l
procedure c l u s t e r f o r N, C and T

11 while A != [ ] :
12 N = A[ 0 ]
13 A. remove (N)
14 A, C, Nv = s e l f . c l u s t e r ( borderMat , Nv,N,T,C,A) # f o r

each u n v i s i t e d node A ad ja cen t to N c a l l procedure
c l u s t e r f o r N, C and T

15 Cv . append (C)
16 clustersMap = numpy . z e r o s ( ( s e l f .X, s e l f .Y) )
17 CId = 0
18 for v in Cv :
19 CId = CId + 1
20 for e in v :
21 c lustersMap [ e [ 0 ] , e [ 1 ] ] = CId
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22 s e l f . c lustersMap = clustersMap
23 return s e l f . c lustersMap
24
25 def c l u s t e r ( s e l f , borderMat , Nv,N,T,C,A) :
26 C. append (N) # a s s i g n N to C
27 #p r i n t ’Nv%s ’%Nv
28 Nv . remove (N) # mark N as v i s i t e d
29 c = 0
30 for i in range (N[ 0 ] * 2 ,N[0 ]*2+2) :
31 for j in range (N[ 1 ] * 2 ,N[1 ]*2+2) :
32 c = c + 1
33 i f borderMat [ i , j ] <= T: # d i s t a n c e < Threshold
34 i f ( c == 1 and N[ 1 ] >= 1) :
35 f c = [N[ 0 ] ,N[1 ] −1 ]
36 i f ( f c in Nv and f c not in A) : # u n v i s i t e d node
37 A. append ( f c )
38 i f ( c == 2 and N[ 0 ] >= 1) :
39 f c = [N[0]−1 ,N [ 1 ] ]
40 i f ( f c in Nv and f c not in A) : # u n v i s i t e d node
41 A. append ( f c )
42 i f ( c == 3 and N[ 0 ] <= s e l f .X − 1) :
43 f c = [N[0 ]+1 ,N [ 1 ] ]
44 i f ( f c in Nv and f c not in A) : # u n v i s i t e d node
45 A. append ( f c )
46 i f ( c == 4 and N[ 1 ] <= s e l f .Y − 1) :
47 f c = [N[ 0 ] ,N[ 1 ] + 1 ]
48 i f ( f c in Nv and f c not in A) : # u n v i s i t e d node
49 A. append ( f c )
50 return A, C, Nv

4.2.5 Une autre méthode de regroupement : k-means
clustering

L’algorithme k-means

La méthode des k-moyennes, plus communément appelée la méthode
k-means [103, 76] permet de classer en k groupes des vecteurs suivant la
moyenne des éléments du groupe. Cette méthode, plus ancienne et plus clas-
sique que les réseaux de Kohonen, a aussi été implémenté dans le logiciel
AuPosSOM afin d’en effectuer la comparaison. L’étape de génération des
vecteurs à partir des poses de docking n’est pas modifié mais juste la manière
de regrouper les vecteurs est différente.

Soit un ensemble de vecteurs d’entrée {Vj}. L’algorithme k-means permet
de former k ensembles Ei qui minimisent la somme des distances euclidiennes
(voir équation 4.3 page 79) entre chaque élément de l’ensemble et la moyenne
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µi des éléments de l’ensemble – encore appelée centröıde. L’algorithme revient
à rechercher les ensembles {Ei}i=1,2,··· ,k qui minimisent la fonction :

χ =
k∑
i=1

∑
Vj∈Ei

‖Vj − µi‖ (4.12)

L’algorithme 4 propose une méthode itérative de calcul des k groupes min-
imisant la fonction χ.

Algorithme 4
Initiation : k vecteurs V sont aléatoirement choisis comme centröıdes µi, et
initiation de la variable µoldi :

µoldi ← (0, 0, · · · , 0)∀i = {1, 2, · · · , k} (4.13)

Tant que ∃i ∈ {1, 2, · · · , k} tel que µoldi 6= µi :

µoldi ← µi∀i = {1, 2, · · · , k} (4.14)

Étape d’attribution : Les k ensembles {Ei}i=1,2,··· ,k sont définis ainsi :

Ei ← {Vj : ‖Vj − µi‖ ≤ ‖Vj − µi∗‖∀i∗ = {1, 2, · · · , k}} (4.15)

Étape d’ajustement : la position du centröıde µi de chaque ensemble Ei
est ajustée suivant la relation (moyenne arithmétique des vecteurs V de Ei) :

µi ←
1

card(Ei)

card(V )∑
c=1

card(Ei)∑
j=1

vc,j (4.16)

vc,j étant l’élément c du vecteur Vj.

L’implémentation python de l’algorithme k-means est présentée en page 231.
La figure 4.10 page ci-contre illustre le fonctionnement de l’algorithme 4.

L’algorithme UPGMA

Afin de représenter sous forme d’arbre le regroupement effectuer par la
méthode k-means , l’algorithme UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean) [160] a été utilisé. Cette méthode permet de représenter
sous forme d’arbre la distance entre les centröıdes, l’ensemble des molécules
appartenant à un cluster étant assimilé au centröıde de ce cluster. La con-
struction de l’arbre passe alors par l’analyse d’une matrice de distances eucli-
diennes entre centröıdes. Les deux centröıdes les plus proches sont regroupés
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(c) Création des k
ensembles suivant
l’équation 4.15 page
ci-contre.

r

r

r
r

r

r r

r

r

r

r
r

r
×

×
×

(d) Ajustement des
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jusqu’à convergence.

Figure 4.10 – Algorithme k-means pour des vecteurs à deux dimensions et
k = 3.
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en un ensemble. Les distances entre ce nouvel ensemble et les autres cen-
tröıdes sont alors calculés comme la moyenne des distances entre le centröıde
considéré et les deux centröıdes regroupés. De manière itérative, la topologie
de l’ensemble de l’arbre est alors calculée. Un exemple de calcul utilisant l’al-
gorithme UPGMA sur une matrice de distance 5×5 est donné en figure 4.11
page ci-contre.
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

C1 C2 C3 C4 C5

C1 0 · · · ·
C2 5 0 · · ·
C3 3 7 0 · ·
C4 1 5 5 0 ·
C5 12 5 8 12 0


>


C1,4 C2 C3 C5

C1,4 0 · · ·
C2 5 0 · ·
C3 4 7 0 ·
C5 12 5 8 0



<
C2 C3,1,4 C5

C2 0 · ·
C3,1,4 6 0 ·
C5 5 10 0


(a) Exemple de calcul utilisant l’algorithme UPGMA sur une matrice de dis-
tance 5× 5.

C1

C4

C3

C2

C5
(b) Arbre correspondant à la matrice
de distance ci dessus. Seule la topolo-
gie de l’arbre est indiqué, les distances
sont ignorées.

Figure 4.11 – Application de l’algorithme UPGMA
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Chapitre 5

Résonance Magnétique
Nucléaire

In theory there is no difference between theory and practice,
but in practice there is.

Jan L. A. van de Snepscheut

Afin d’étudier les interactions faibles entre un ligand et une macromolécule
biologique, la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est une technique
de choix. Elle permet premièrement de mettre en évidence une interaction.
Une analyse plus poussée des résultats permet aussi de définir précisément,
à l’échelle atomique, quels sont les atomes les plus impliqués dans l’inter-
action. La RMN permet aussi de quantifier la force de l’interaction par la
détermination de la constante d’équilibre. Cette technique spectroscopique
permet aussi d’étudier les interactions de plusieurs ligands au sein d’un même
site. Ce phénomène de compétition peut également être quantifié.

Le processus de liaison d’une petite molécule organique à une macro-
molécule biologique entrâıne des modifications importantes des propriétés
physiques (la dynamique du ligand, son environnement). Les méthodes RMN
permettant la détection de la liaison d’une molécule à une autre, souvent de
taille plus importante, reposent toutes sur la détection de ces modifications
des propriétés physiques du ligand par des études de diffusion, de changement
de régime de relaxation ou par effet NOE (Nuclear Overhauser Effect).

Le but de ce chapitre est de décrire du point de vue théorique et pratique
les expériences RMN qui permettent de mettre en évidence et d’étudier les
interactions entre une macromolécule biologique – une protéine – et une petite
molécule organique – le ligand.

93
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5.1 Modèle théorique d’interaction à deux états

Les interactions récepteur (R) ligands (L) reposent sur des interactions
faibles entre atomes. Ces interactions réversibles reposent classiquement sur
un équilibre entre deux états : un état lié L ·R et un état libre :

L+R
k1

>
<
k−1

L ·R

k1 et k−1 sont les constantes cinétiques d’association et de dissociation, re-
spectivement. Par définition, à l’équilibre la vitesse de formation du complexe
L ·R est égale à la vitesse de dissociation de ces deux entités. Cette équilibre
peut être caractérisé par une constante de dissociation notée Kd et exprimée
par la relation :

Kd =
[L][R]

[L ·R]
=
k−1

k1

(5.1)

La vitesse d’association est essentiellement limitée par la diffusion (k1 est de
l’ordre de 107s−1M−1) mais peut être réduit dans le cas d’un réarrangement
conformationnel important du ligand et/ou du récepteur. À concentration
constante en récepteur nous pouvons définir k′1 constante cinétique de pseudo
premier ordre :

k′1 = k1[R] (5.2)

Du fait de l’équilibre entre les deux états libres et liés, le ligand coexiste en
solution sous deux formes. Les fractions molaires liées χb et libres χf peuvent
ainsi être définies :

χb =
[L ·R]

[L]0
= 1− χf (5.3)

avec [L]0 la concentration en ligand initialement mis en solution.
Il est primordial de comparer les constantes de vitesses (k1 et k−1) car-

actérisant l’équilibre entre l’état libre (f pour free) et l’état lié (b pour
bounded) et les échelles de temps qui régissent les phénomènes mis en évidence
par la RMN. Dans un premier temps, nous pouvons considérer trois échelles
de temps en RMN :

– l’échelle du déplacement chimique, avec les fréquences de résonance νf

et νb correspondant respectivement aux fréquences de résonance de la
forme libre et de la forme liée du ligand.

– l’échelle de la relaxation longitudinale caractérisée par le temps car-
actéristique T1,I pour un noyau de spin I. T1 détermine la fréquence
minimale des phénomènes que l’on peut mettre en évidence au cours
d’une expérience RMN.
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Échelle du
déplacement
chimique

Échelle de la re-
laxation longitu-
dinale 1/T1 du
ligand libre

Échelle de la re-
laxation croisée

Condition
d’échange rapide

k−1 + k′1 �
2π|νfI − νbI |

k−1 + k′1 �
1/T f1,I

k−1 + k′1 �
|σbIS|+ |σfIS|

Table 5.1 – Condition d’échange rapide suivant les trois échelles de temps
de la RMN. La relation a� b, signifie ici : a ≥ 10b.

– l’échelle de temps de la relaxation croisée reliée à la vitesse de relaxation
croisée σbIS et σfIS pour l’état lié et libre du ligand, respectivement.

Dans le cas de l’étude RMN d’un système en échange entre deux états, il est
nécessaire de préciser les conditions dites de l’échange rapide et ceci pour les
trois échelles de temps définies ci-dessus. Le tableau 5.1 décrit les conditions
de l’échange rapide en fonction de l’échelle de temps RMN considéré. Les
conditions d’échange rapide se manifeste par les phénomènes suivant.

Un échange rapide relativement à l’échelle du déplacement chimique des
états libres et liés conduit à une moyenne des déplacements chimiques pondérée
par les fractions des états libres et liés du ligand :

δobs = χfδf + χbδb (5.4)

où δobs est le déplacement chimique observé et δf , δb les déplacements chim-
iques des états libres et liés respectivement.

Un échange rapide par rapport à l’échelle de la relaxation longitudinale
permet d’observer sur la forme libre les caractéristiques physiques de l’état
lié du ligand.

Finalement, un échange rapide par rapport à l’échelle de la relaxation
croisée permet d’observer des effets NOE 1 sur la forme libre provenant ma-
joritairement de la forme liée – on parle alors de NOE transféré.

Les études d’interaction protéine·ligand présentées ici sont basés sur la
détection des signaux du ligand. L’échange rapide entre l’état lié et l’état
libre par rapport à l’échelle de relaxation longitudinale permet d’observer
sur la forme libre les propriétés physiques de la forme liée. Ainsi le ligand
libre conserve une mémoire de l’état lié : c’est sur ce phénomène de transfert
qu’est basée la détection d’une molécule ligand par rapport à une molécule
non-ligand. On parle souvent de transfer NMR. Les signaux fins observés
dans ces expériences sont effectivement ceux de la forme libre du ligand.

1. Nuclear Overhauser Effect
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Figure 5.1 – Niveaux d’énergies d’une paire de spins I et S et les six chemins
possibles de relaxation avec les probabilités de transition w associées. Les
chemins de relaxation croisée correspondant aux transitions zéro quantum
w0 et double quanta w2 donnent lieu à l’effet NOE.

5.2 L’effet NOE

L’effet NOE (Nuclear Overhauser Effect) est à la base même de l’ensemble
des expériences RMN décrites ici. Il résulte de l’interaction dipolaire entre
plusieurs spins proche dans l’espace. Cet effet est donc important afin de
déterminer la structure tridimensionnelle des molécules, puisqu’il permet la
mesure de distances entre noyaux.

L’effet NOE peut être mis en évidence par la saturation d’un spin S par
l’application d’un champ de radiofréquence à la fréquence de résonance de
S. Le premier effet de la saturation est la disparition du signal de S. Le
deuxième effet est la possible variation de l’intensité du signal de I, si les
deux spins I et S présentent une interaction dipolaire non négligeable.

Afin de comprendre l’origine de l’effet NOE, il est nécessaire de détailler
les différents chemins de relaxation d’une paire de spins I et S (voir fig-
ure 5.1). Seules les transitions simultanées de deux spins, phénomène de
relaxation croisée correspondant aux transitions zéro quantum w0 et double
quanta w2, sont à l’origine des transferts d’aimantation donnant lieu à l’effet
NOE.

Le traitement quantitatif de l’effet NOE permet de donner l’expression
de l’accroissement du signal de I par saturation de S :

NOE = 1 +
wIS2 − wIS0

2wS1 + wIS2 + wIS0

· γS
γI︸ ︷︷ ︸

η

(5.5)
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Figure 5.2 – Variation de l’intensité de l’effet NOE en fonction de ω0τc (ω0

est la vitesse angulaire pour le proton 1H pour un spectromètre à 500MHz
et τc est le temps de corrélation).

avec γ le rapport gyromagnétique et w les probabilités de transition entre les
états considérés. η est le facteur d’amplification de l’effet NOE. Pour deux
spins I et S, l’amplitude maximale de l’effet NOE est reliée à la vitesse de
relaxation croisée σIS entre I et S, à la relaxation propre ρI et aux rapports
gyromagnétiques γI et γS des noyaux I et S, respectivement :

ηmax =
σIS
ρI
· γS
γI

(5.6)

Le signe de l’amplitude de l’effet NOE (η) dépend du signe de wIS2 −wIS0

donc de la transition qui prédomine pour le régime de relaxation étudié.
Pour les petites molécules wIS2 > wIS0 ainsi l’amplitude de l’effet NOE est
positive. Pour les macromolécules wIS2 < wIS0 donc l’amplitude de l’effet
NOE est négative. Si on reporte l’amplitude de l’effet NOE en fonction de
ω0τc (figure 5.2) où ω0/(2π) est la fréquence de Larmor du noyau considéré
et τc est le temps de corrélation de la molécule on obtient une courbe d’allure
sigmöıdale qui passe par 0 en un point.

Le temps de corrélation τc de la molécule dépend du volume V de la
molécule, de la viscosité du milieu η et de la température T :

τc =
ηV

kBT
(5.7)

La répartition J(ω) des fréquences de rotation ω/(2π) des molécules en so-
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lution suit la lorentzienne :

J(ω) =
2τc

1 + (ωτc)2
(5.8)

D’après l’équation 5.6 page précédente l’amplitude de l’effet NOE dépend
de la vitesse du phénomène de relaxation croisée σIS qui est donnée par la
relation :

σIS =
(
µ0

4π

)2 γ2
Iγ

2
S~2

4r6
IS

(6J(ωI + ωS)− J(ωI − ωS)) (5.9)

Ainsi l’efficacité avec laquelle l’aimantation est transférée d’un spin à l’autre
par NOE est fortement liée à la distance entre les spins des deux noyaux
considérés. Cette dépendance est en 1/r6 comme le montre l’équation 5.9.

Pour un système en échange chimique entre un état libre et un état lié,
le ligand peut retourner à l’état libre en solution, où il conserve pendant
un certain temps, l’aimantation de l’état lié au récepteur. Il est fréquent de
parler de ”mémoire de l’état lié” pour caractériser ce phénomène. Les effets
NOEs observés sont appelés NOEs transférés ou TRNOEs [9, 10, 11, 12]. Les
conditions favorables à l’obtention des TRNOEs sont les suivantes :

– Il faut se trouver dans des conditions d’échange rapide par rapport à
la vitesse de relaxation du ligand libre (ρfI ), typiquement :

k−1 + k′1 > 10ρfI (5.10)

Ainsi le ligand est caractérisé par une matrice de relaxation croisée
moyenne < σIS > pondérée par les fractions molaires de la forme libre
et de la forme liée du ligand :

< σIS >= χfσ
f
IS + χbσ

b
IS (5.11)

avec χf et χb les fractions molaires respectivement libres et liées du

ligand (voir équation 5.3 page 94) et σfIS, σbIS, les matrices de relaxation
croisée de la forme libre et de la forme liée du ligand, respectivement.

– La contribution de la forme liée du ligand doit-être prépondérante afin
d’observer sur la forme libre les caractéristiques de la forme liée :

|χbσbIS| � |χfσfIS| (5.12)

Comme la relaxation croisée est nettement plus efficace dans une macro-
molécule qu’en solution (σbIS > σfIS), il est possible de travailler en large
excès de ligand ce qui facilite sa détection (χf > χb).
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5.3 Études d’interaction par RMN

5.3.1 Différence de transfert de saturation

L’expérience STD (Saturation Transfer Difference) est basée sur le trans-
fert de saturation d’une macromolécule à un ligand lié s’échangeant, par
échange chimique, avec la forme libre. Les expériences basées sur le phénomène
de transfert de saturation sont développées depuis les années 1960 [49] et ont
repris un nouvel essor avec l’utilisation de la RMN comme moyen d’étude des
interactions ligand·macromolécule [115]. Les signaux du ligand étant ceux ob-
servés dans un spectre STD il est nécessaire que la concentration en ligand
libre soit détectable dans un spectre RMN à une dimension classique. Cette
condition est remplie pour une gamme d’affinité allant de Kd = 10−3 M à
Kd = 10−8 M [114]. Le principe de la détection des molécules ligands re-
pose sur la saturation sélective des protons du récepteur et sa propagation
par diffusion de spins au sein du récepteur – transfert intramoléculaire, très
efficace pour les macromolécules – jusqu’aux protons du ligand – transfert
intermoléculaire (figure 5.3b page suivante). En pratique, des spectres sont
enregistrés avec (figure 5.3d page suivante) (spectre on-resonance) et sans
saturation du récepteur (figure 5.3a page suivante et 5.3c page suivante)
(spectre off-resonance). Par soustraction de ces deux spectres, le spectre
STD est ainsi obtenu (figure 5.3e page suivante). De plus, les protons du
ligand les plus proches de la protéine recevront plus de saturation compar-
ativement à des protons plus éloignés. Ainsi, les protons les plus enfouis au
sein du récepteur présenteront un signal STD plus important que les pro-
tons plus exposés au solvant. Il est donc possible à partir des intensités de
déterminer la ou les zones du ligand les plus impliquées dans l’interaction
avec la protéine – on parle couramment d’epitope mapping. Ces informations
sont évidemment précieuses pour le pharmacologiste moléculaire souhaitant
améliorer l’affinité d’un ligand. Le transfert de saturation reposant sur l’effet
NOE, l’efficacité de transfert de saturation est dépendante en 1/r6 vis à vis
de la distance entre les protons du récepteur et du ligand (équation 5.9 page
ci-contre).

De nombreux paramètres expérimentaux vont affecter l’efficacité du trans-
fert de saturation.

L’efficacité du transfert va augmenter avec la masse moléculaire de la
macromolécule. Cette propriété est à relier directement à l’augmentation du
temps de corrélation τc avec la masse moléculaire, ce qui augmente l’ampli-
tude absolue du NOE dans la gamme des macromolécules (voir figure 5.2
page 97).

Concernant le ligand, celui ci doit être de petite taille vis à vis de la
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Figure 5.3 – Principe de l’expérience de différence de transfert de satura-
tion (STD). Le spectre off-resonance (c) correspond à un spectre 1D obtenu
sans saturation du récepteur (a). Le spectre on-resonance (d) est obtenu par
saturation sélective des protons du récepteur (b). Le spectre STD (e) résulte
la différence du spectre off-resonance (c) et du spectre on-resonance (d).
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macromolécule. Dans le cas de petites molécules à activité pharmacologique
(hit ou lead) cela ne pose pas de problème, la taille du ligand est assez
réduite ce qui minimise fortement la diffusion de spin au sein du ligand. Ceci
permet d’obtenir des intensités STD différentes entre les protons et donc de
déterminer un epitope mapping du ligand étudié.

Le temps de résidence du ligand au sein du site de fixation de la protéine
joue aussi un rôle essentiel dans l’expérience STD. Une constante de vitesse
k−1 élevée facilite la détection du ligand en solution. Un échange rapide entre
l’état libre et l’état lié permet d’augmenter la proportion de ligand saturé en
solution du fait d’un renouvellement rapide du ligand lié. Un large excès de
ligand par rapport à la protéine permet aussi de faciliter la détection des
ligands en STD (pour nos études nous travaillons avec un rapport [L]/[P ]
compris entre 50 et 200).

Il est possible de calculer théoriquement l’intensité du signal STD d’un
proton en tenant compte des protons voisins du ligand et du récepteur, en
calculant la matrice de relaxation complète (théorie CORCEMA Complete
Relaxation and Conformational Exchange Matrix ) [80]. Ainsi grâce à cette
simulation, nous pouvons prévoir l’évolution de l’intensité STD en fonction
de divers paramètres comme la constante d’équilibre Ka = 1/Kd et le rapport
[L]/[R] (figure 5.4 page suivante).

La séquence d’impulsion (figure 5.5 page suivante) utilisée contient un
train d’impulsions de 40 gaussiennes de 50ms séparées par un délai de 1ms
afin de pouvoir saturer sélectivement les protons du récepteur. La séquence
excitation-sculpting est utilisée afin d’éliminer le signal de l’eau [74].

5.3.2 WaterLOGSY

L’expérience WaterLOGSY (Water-Ligand Observed via Gradient Spec-
troscopy) repose sur le transfert d’aimantation entre les molécules d’eau, le
récepteur et les molécules ligands [32, 31]. Comme toutes les expériences
de transfer-NMR l’expérience WaterLOGSY repose sur l’effet NOE et donc
sur la relaxation croisée. Les conditions favorables à l’obtention de NOE
transférés (TRNOEs) entre l’eau le ligand et la protéine sont décrites dans
le paragraphe 5.2 page 96.

La détection des molécules ligands repose sur la différence du signe de
l’amplitude du NOE. La fixation d’une petite molécule sur une macromolécule
va modifier son temps de corrélation τc et donc l’amplitude du NOE (voir
figure 5.2 page 97). Le transfert NOE entre le récepteur macromoléculaire
et la molécule ligand va être de signe négatif. De même, les molécules d’eau
potentiellement présentent au niveau des sites de liaison des ligands s’ordon-
nent autour des groupements hydrophobes de ces sites. Ces cages d’eau –
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(a) Évolution de l’intensité STD en fonc-
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Figure 5.4 – Effet du Kd et du rapport [L]/[R] sur l’intensité du signal STD
pour un temps de saturation de 5 secondes.
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l’inversion sélective des spins des noyaux 1H des molécules d’eau (points
bleus). Les signes ”−” indiquent des NOEs de signes négatifs, les signes ”+”
des NOEs de signes positifs.

ou clathrate – sont caractérisées par un temps de corrélation de quelques
nanosecondes comparable à celui de la macromolécule qui les porte. Ainsi
les NOEs entre ces molécules d’eau et la molécule ligand sont aussi de signe
négatif. Au contraire les molécules non-ligands en solution ont un temps de
corrélation plus court donc un NOE de signe positif ou proche de zéro. C’est
cette différence de dynamique qui est exploitée dans les expériences Water-
LOGSY (figure 5.6).

La séquence d’impulsions de l’expérience WaterLOGSY (figure 5.7 page
suivante) se décompose en trois étapes :

– inversion sélective des spins des noyaux 1H des molécules d’eau,
– transfert de l’aimantation par NOE vers les molécules voisines pendant

un temps de mélange τm,
– élimination du signal de l’eau, ici par excitation-sculpting [74].

Le spectre WaterLOGSY est classiquement phasé de telle sorte que les molécules
ligands présentant des NOEs négatifs possèdent des signaux d’intensités pos-
itives et les molécules non-ligands présentant des NOEs positifs possèdent
des signaux d’intensité négatives. Ainsi les molécules ligands et non-ligands
sont de signe inverse sur le spectre obtenu.

Initialement, l’expérience WaterLOGSY semble limitée à l’identification
de molécules ligands parmi des molécules non-ligands. Cependant, il semble
que cette expérience peut aussi permettre d’étudier l’accessibilité au solvant
de la molécule ligand. Cette approche a été dénommée SALMON : Solvent
Accessibility and protein Ligand binding studied by NMR Spectroscopy [106,
105]. Afin de comparer l’epitope mapping obtenu par la méthode STD avec
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Figure 5.7 – Séquence RMN d’impulsions de l’expérience 1D WaterLOGSY
1H.

celui obtenu par l’expérience WaterLOGSY nous avons testé ces techniques
sur le modèle HSA (Human Serum Albumin) - naproxène, un ligand de la
HSA [163]. La figure 5.8 page ci-contre montre une comparaison de l’epitope
mapping obtenu pour le naproxène en interaction avec la HSA pour les deux
méthodes : STD et WaterLOGSY. Le coefficient de corrélation entre les deux
jeux de données (STD et WaterLOGSY) est de 0,78.

5.3.3 Reverse NOE Pumping

La Reverse NOE Pumping (RNP) [21] est une autre technique de détection
de molécules en interaction avec une macromolécule. Cette technique repose
aussi sur le transfert NOE entre le ligand et la protéine. Un filtre T2, de type
CPMG (Carr–Purcell–Meiboom–Gill), préalable au temps de mélange τm,
pendant lequel s’exprime la relaxation croisée inter-moléculaire entre ligand
et récepteur, permet d’atténuer le signal de la protéine. La soustraction avec
un spectre de référence où le temps de mélange est inversé avec le filtre T2

permet de détecter uniquement les molécules en interaction avec le récepteur.
Un gradient de ”purge” peut être appliqué pendant le temps de mélange afin
de défocaliser les composantes dans le plan (x, y) (figure 5.9 page suivante).

La RNP ne permet pas de réaliser un epitope mapping des zones d’in-
teraction du ligand, du fait notamment du phénomène de diffusion de spin
[104].
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5.4 Utilisation des données RMN comme source

d’informations structurales

Nous allons ici nous focaliser sur l’utilisation des données issues des spec-
tres STD et WaterLOGSY afin de déterminer des informations sur la struc-
ture du ligand en interaction avec la protéine. L’epitope mapping issu des
données de STD ou WaterLOGSY permet de déterminer les protons du lig-
and les plus en interaction avec la protéine (voir figure 5.8 page précédente).
La dépendance des effets mis en jeu dans l’expérience avec la distance inter-
protons entre ligand et protéine est en 1/r6 (voir équation 5.9 page 98).

La méthode CORCEMA [80] permet de calculer l’intensité du signal STD
à partir des coordonnées atomiques du complexe. L’utilisation des matrices
de relaxation permet aussi d’affiner la conformation du ligand lié en utilisant
les intensités STD expérimentales [81].

Les calculs de docking génèrent un modèle du complexe entre le ligand
étudié et son récepteur. La combinaison des méthodes de docking avec les
données expérimentales RMN permettent de valider et d’affiner le modèle
ainsi obtenu. La mesure des distances minimales inter-protons ligand·protéine
r suivi du calcul de 1/r6 permet d’obtenir simplement un epitope mapping
théorique, comparable avec les données expérimentales.

Les algorithmes de docking (voir partie 3.1 page 41) génère un ensem-
ble de solution pour un complexe donné. La sélection de la meilleure so-
lution n’est pas un problème trivial et est souvent lié au problème du cal-
cul des énergies d’interaction. L’utilisation des données d’epitope mapping
expérimentales peut permettre de sélectionner les poses de docking les plus
proches de celles-ci.

Cependant la comparaison des données théoriques et expérimentales peut
être rendu difficile pour plusieurs raisons :

– la détermination de l’epitope mapping expérimental peut être rendue
difficile du fait de déformations de la ligne de base

– les poses de docking générés peuvent être erronées, au moins sur une
partie du ligand, du fait des nombreuses approximations réalisées lors
des calculs.

Afin d’éviter ces problèmes, une bonne élimination du solvant est nécessaire
lors de l’acquisition des spectres et le nombre de poses générées lors du dock-
ing doit être élevé (par exemple 200 poses) afin de bien échantillonner l’espace
conformationnel du ligand au sein du récepteur. L’augmentation du nombre
de poses générées entrâıne une augmentation du nombre de données à com-
parer. Le classement des poses par rapport aux données expérimentales peut
être réalisé par l’utilisation des cartes de Kohonen (voir paragraphe 4.2.2
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Figure 5.10 – Méthode de sélection des poses de docking en accord avec les
données d’epitope mapping expérimentales

page 74). Celles ci permettent de regrouper des éléments semblables malgré
les imperfections générées par les conditions expérimentales ou des calculs
trop approximatifs. La figure 5.10 donne la procédure de sélection des poses
de docking selon les données d’epitope mapping.

5.5 Conditions expérimentales

5.5.1 Équipements utilisés

Les expérience de RMN ont été réalisées à 500,13 MHz pour le proton
1H sur un spectromètre RMN Bruker Avance 500 (Bruker Biospin, Wissem-
bourg, France) équipé d’une sonde TXI 1H, 13C, 15N et d’une station de
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Figure 5.11 – Vue en coupe d’un tube Shigemi de 3mm de diamètre
extérieur.

travail Linux. Des tubes shigemi (Shigemi, Inc., Allison Park, PA, USA –
figure 5.11) d’un diamètre extérieur de 3mm ont été utilisé afin de limiter la
consommation de protéine et de ligand. Ce type de tube permet de diminuer
le volume de l’échantillon de 500µL à 100µL, et possède une susceptibilité
magnétique identique à celle du solvant, en l’occurrence H2O/

2H2O (90/10),
limitant ainsi les effets de bord. Les spectres ont été traités par le logiciel
XWIN-NMR 3.5 (Bruker Biospin, Wissembourg, France) et analysés par le
logiciel NMRnotebook 2.5 (NMRTEC, Illkirch-Graffenstaden, France).

5.5.2 Préparation des échantillons

Le complexe intégrase (IN), LEDGF a été préparé comme décrit dans l’ar-
ticle de Michel et al. [123]. Les tags GST 2 de l’intégrase et His6 du LEDGF
n’ont pas été retirés ce qui permet d’augmenter la masse du récepteur, condi-
tions favorables aux expériences de transfer-NMR. Le complexe IN2·LEDGF2

obtenu possède une masse molaire de 250kDa. Le complexe fourni par la
société CellVir SAS est en solution dans du tampon HEPES 3 (50mM HEPES
pH7,0 ; 150mM NaCl ; 5mM MgCl2 ; 2mM β-mercaptoethanol). Cette solu-
tion a ensuite été dialysée contre du tampon phosphate (50mM phosphate
pH7,3 ; 150mM NaCl). La dialyse a été réalisée dans des boutons de dialyse
de 500µL avec une membrane de dialyse de cutoff de 30kDa pendant 2 heures
contre 500mL de tampon phosphate. Le volume de la solution de complexe
obtenu ayant doublé, la solution est passée en microcon de 500µL de cutoff
de 3kDa afin de descendre le volume à 200µL par centrifugation (10 000rpm

2. Glutathione S-Transferase
3. acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
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pendant 30 minutes). La concentration protéique de la solution obtenue est
de 16µM.

Les différents ligands fournis par la société CellVir SAS ont été dilué
préalablement dans du DMSO 4 afin d’obtenir une concentration de 20mM.
Des concentrations variables de ligands ont été ajouté dans le tube RMN
shigemi contenant 100µL de solution protéique et 10µL de 2H2O afin d’obtenir
des rapports finals [L]/[P ] compris entre 50 et 200.

4. diméthylsulfoxyde
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Chapitre 6

Validations et applications du
logiciel AuPosSOM

6.1 Criblage de la chimiothèque du labora-

toire

Le logiciel AuPosSOM a initialement était testé sur la chimiothèque du
laboratoire (voir paragraphe 3.2.1 page 56). Les trois cibles décrites dans le
paragraphe 3.2.1 page 56 ont été utilisées comme récepteur pour les calculs
de docking , à savoir, la protéase du VIH-1 (code pdb : 2bpw), la transcriptase
inverse du VIH-1 (1uwb) et la thrombine humaine (1afe) (voir tableau 3.1
page 65).

Le tracé des courbes de ROC est classiquement utilisé lorsque chaque
élément à classer est caractérisé par un score (paragraphe 3.2.2 page 58).
Cependant il est par conséquent moins aisé de calculer les coordonnées des
points de la courbe de ROC lors du classement des molécules selon les con-
tacts. L’approche décrite dans la publication du logiciel AuPosSOM dans le
journal Bioinformatics [14] (voir page 129) utilise une succession d’apprentis-
sage avec des sous ensembles de la base de données criblée. Après chaque ap-
prentissage l’ensemble des vecteurs d’entrée, incluant toute la chimiothèque,
est calibré sur la carte résultant de l’apprentissage avec le sous ensemble.
L’ensemble de plus faible γ (voir équation 3.27 page 62) est sélectionné
et la sensibilité Se et la spécificité Sp est reporté dans l’espace de ROC
(Se = f(1 − Sp)). Cette procédure est résumée par le diagramme présenté
en figure 6.1 page suivante.

Les résultats obtenus pour la protéase du VIH-1 sont présentés en fig-
ure 6.2 page 115. Les courbes de ROC obtenus avec l’algorithme de docking
implémenté dans le logiciel AutoDock (figure 6.2 page 115 A et B) mon-

113
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Chimiothèque Ligands
activité inconnue (Unknown) activité connue (Known)

aU + bK

liaisons hydrogènes contacts hydrophobes

Vecteurs entrelacés moyens

iU + bK
vecteurs

Carte de Kohonen

Apprentissage

(Se, Sp) de |~γ| minimal

Calibration

Tant que i < a
i← i + step

Courbe de ROC

Figure 6.1 – Traçage itératif des courbes de ROC en fonction de l’ensemble
utilisé pour l’apprentissage.
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Figure 6.2 – Courbes de ROC obtenues à partir de poses de docking générées
par AutoDock 4.0 (A et B) et surflex-dock 2.4 (C et D) sur la protéase du
VIH-1. A : Courbe de ROC obtenue à partir du logiciel AuPosSOM sur 20
poses générées par AutoDock. B : Courbe de ROC obtenue en utilisant la
fonction de score implémentée dans AutoDock. C : Courbe de ROC obtenue
à partir du logiciel AuPosSOM sur 20 poses générées par Surflex-dock. D :
Courbe de ROC obtenue en utilisant la fonction de score implémentée dans
Surflex-dock.
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trent une nette amélioration de la détection des molécules actives lorsque le
protocole mis en oeuvre par le logiciel AuPosSOM est utilisé. En effet le tri
des molécules par la fonction de score du logiciel AutoDock ne permet pas
de trouver l’ensemble des molécules actives (Se = 0, 91 et 1 − Sp = 0, 18)
(figure 6.2 page précédente B). Ceci est dû à une mauvaise estimation de
l’énergie d’interaction pour deux composés. Au contraire l’analyse des con-
tacts permet de regrouper l’ensemble des molécules actives (Se = 1) avec une
faible proportion de faux positifs (1−Sp = 0, 10) (figure 6.2 page précédente
A). Par conséquent les poses générées par AutoDock pour les deux molécules
non sélectionnées par le filtre de score possèdent des contacts avec la protéine
qui sont similaires aux contacts effectués par les molécules actives. Cepen-
dant le criblage effectué par le filtre de score reste correcte et comparable à
des résultats publiés auparavant sur cette même cible [20].

La courbe de ROC caractéristique du crible effectué par le logiciel AuPos-
SOM sur la protéase (figure 6.2 page précédente A) montre une dispersion
importante des points dans l’espace de ROC. Cette dispersion est essen-
tiellement créée lors des étapes d’apprentissage avec peu de vecteurs d’entrée
(< 25% de l’ensemble des vecteurs d’entrée). Lorsque le nombre de vecteurs
d’entrée utilisés pour l’apprentissage est faible, l’effet de l’ajout, à cet ensem-
ble, de nouveaux vecteurs aléatoirement sélectionnés entrâıne de nombreuse
modifications sur le résultat du tri. Ceci se reflète par une dispersion des
points dans l’espace de ROC. Lorsque l’ensemble des vecteurs d’entrée est
utilisé pour l’apprentissage – comportement par défaut du logiciel – le point
de sensibilité Se = 1 et de spécificité Sp = 0, 9 est obtenu.

Le point caractérisé par un |~γ| (équation 3.27 page 62) minimal n’est
pas nécessairement le point de plus forte sensibilité (voir tableau 6.1 page
suivante). Cependant ce coefficient permet de comparer facilement deux pro-
tocoles de criblage virtuel, l’aire sous la courbe n’étant pas calculable pour
les courbes de ROC obtenues avec l’analyse des contacts. Le coefficient γ est
deux fois moins grand pour le regroupement par contact par rapport au score
AutoDock ce qui reflète une augmentation à la fois de la sensibilité et de la
spécificité du filtre par contact.

Le regroupement obtenu par l’analyse des contacts intermoléculaires est
représenté sur la figure 6.3 page 118. Il résulte de l’entrâınement d’une carte
de Kohonen de dimension 5 × 4 avec l’ensemble des vecteurs correspondant
à l’analyse de l’ensemble des contacts ligands/récepteur. Les paramètres de
l’apprentissage (en deux phase) permettant l’obtention de l’arbre présenté
sont les suivants :

– Phase 1 :
– 1 000 itérations
– Décroissance exponentielle du coefficient d’apprentissage α de 0,2 à
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SOM clustering k-means clustering
Filtre de score

AutoDock
Modèle card(A) Se Sp γ Se Sp γ Se Sp γ

Protéase VIH-1
(2bpw)

22 0,95 0,91 0,10 0,82 0,94 0,19 0,91 0,82 0,20

Transcriptase
inverse VIH-1
(1uwb)

14 0,57 0,90 0,44 0,71 0,70 0,42 0,50 0,63 0,62

Thrombine hu-
maine (1afe)

20 0,85 0,85 0,21 0,80 0,90 0,22 0,80 0,85 0,25

Table 6.1 – Sensibilité Se (équation 3.25 page 60) et spécificité Sp
(équation 3.26 page 60) correspondant au point de |~γ| (équation 3.27 page 62)
le plus faible. card(A) est le nombre de molécules actives introduites dans la
chimiothèque (figure 3.9 page 60).

0
– Décroissance exponentielle du rayon σ de 6 à 1

– Phase 2 :
– 10 000 itérations
– Décroissance exponentielle du coefficient d’apprentissage α de 0,02 à

0
– Décroissance exponentielle du rayon σ de 3 à 1

Ces paramètres sélectionnés par défaut dans le logiciel AuPosSOM permet-
tent d’obtenir une bonne convergence de la carte de Kohonen. Ainsi diverses
initiations aléatoires de la carte mènent à une topologie identique de l’arbre
obtenu. Le choix d’une carte de taille réduite (5×4) menant à l’obtention de
vingt groupes au maximum est aussi à l’origine d’une bonne convergence du
calcul. L’analyse de l’arbre obtenu (figure 6.3 page suivante) permet de suite
d’isoler un ensemble de molécules (S) contenant l’ensemble des molécules
actives (A ⊂ S). Cet ensemble est mis en évidence par la couleur magenta.
Les branches en couleur cyan indiquent les molécules actives A, les autres
branches de cet ensemble (en magenta) sont des molécules d’activité incon-
nue, potentiellement actives. Dans cet arbre, la longueur des branches est
proportionnelle à la divergence des modes d’interaction des différents groupes
(20 groupes au total). L’ensemble S est éloigné du reste de l’arbre contenant
aucune molécule active connue (D\S). Ainsi l’ensemble S se distingue du reste
de l’arbre par des empreintes d’interactions très différentes. Il est possible de
réaliser une empreinte consensus qui correspond à la moyenne des vecteurs de
l’ensemble S caractérisant cet ensemble. Si on reporte cette empreinte consen-
sus sur la structure cristallographique de la protéase du VIH-1 nous obtenons
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S = (A ∩ S) ∪ (D ∩ S)

D \ S

1018U

19U

11K+60U

11K+28U


S

D \ S}

Figure 6.3 – Représentation, sous forme de graphique en arbre non en-
raciné, du classement des molécules dockées par le logiciel AutoDock sur
la protéase du VIH-1. Chaque feuille est composé d’un grand nombre de
molécule. La longueur des branches est proportionnelle à la divergence des
contacts effectués par les molécules. Les ensembles notés sont ceux définis
sur la figure 3.9 page 60. Le dendrogramme représente une vue simplifiée de
l’arbre non enraciné et donne le nombre d’élément dans chaque groupe.
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Figure 6.4 – Structure cristallographique (code PDB : 2bpw) de la protéase
du VIH-1. Sur cette structure dimérique est reportée sur le monomère de
gauche l’empreinte consensus représentative de l’ensemble S de la figure 6.3
page ci-contre
et sur le monomère de droite l’ensemble des mutations entrâınant une
résistance aux anti-protéases. Les acides aminés concernés sont : I47, I50,
V82 et I84 [83]. L’alanine 28 est détectée par l’analyse de contacts mais n’est
pas associée à des résistances.

la figure 6.4. L’empreinte consensus, représentée sur le monomère de gauche,
montre de fortes similitudes avec les mutations de la protéase associées à une
résistance aux anti-protéases. Cependant une différence majeure est à remar-
quer au niveau de l’alanine 28. Cet acide aminé est contacté par les molécules
de l’ensemble S mais sa mutation n’est associée à aucune résistance aux anti-
protéases. Des données bibliographiques montrent que cet acide aminé est
essentiel à la structuration de cette protéine et que sa mutation entrâıne la
dénaturation complète de celle-ci. Cet acide-aminé est d’ailleurs visé afin de
construire de nouvelles molécules échappant à la résistance aux anti-protéases
[178].

Afin de ne pas limiter l’étude à un seul logiciel de docking , le programme
surflex-dock a été utilisé pour docker la même chimiothèque sur la protéase
du VIH-1. Les courbes de ROC obtenues lors de l’analyse de contacts ou lors
du filtre de score avec la fonction de score Surflex-Dock sont représentées
sur les figures 6.2 page 115 C et D respectivement. La fonction de score
Surflex-Dock permet de retrouver l’ensemble des molécules actives (Se = 1)
par opposition à la fonction de score implémentée dans AutoDock (figure 6.2
page 115 B). Du fait que les poses générées par Surflex-Dock sont différentes
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de celles générées par AutoDock nous pouvons réaliser une nouvelle analyse
de contacts avec le logiciel AuPosSOM (figure 6.2 page 115 C). Cette analyse
donne un regroupement plus spécifique à sensibilité équivalente que le tri par
le score. La comparaison de l’analyse de contact effectuée après un docking
par Surflex-Dock avec celle effectuée après un docking avec AutoDock (fig-
ure 6.2 page 115 A et C) montre une dispersion moindre dans l’espace de
ROC pour Surflex-Dock. Ceci montre une convergence plus grande sur les
vingts poses de docking générées par Surflex-Dock. Cependant une molécule
ne peut pas être sélectionné par l’analyse des poses ce qui montre un problème
de positionnement pour celle ci.

Hormis les cartes de Kohonen, il existe de nombreuses autres méthodes
de clustering. Parmi celles-ci la méthode k-means est très utilisée. Nous
avons comparé l’efficacité de cette méthode par rapport aux cartes de Ko-
honen. Afin d’étudier l’effet des paramètres k – le nombre de groupes dans
la méthode des k-moyennes (k-means) – et (X, Y ) – la taille de la carte de
Kohonen – les courbes de ROC de la figure 6.5 page suivante sont données
pour différentes valeurs de ces paramètres. Les distributions en abscisse et
en ordonnée des points de l’espace de ROC sont aussi données. Les cartes de
Kohonen donnent clairement de meilleures résultats (Se = 1) que la méthode
k-means (Se = 0.82). De plus la dispersion des résultats est moins impor-
tante pour les cartes de Kohonen. De plus les résultats les plus fréquents
correspondent au point de sensibilité et de spécificité les plus élevées. Les
points les plus représentés sont caractérisés par les valeurs Se = 1 ; Sp = 0, 87
et Se = 0, 73 ; Sp = 0, 95 pour les méthodes SOM et k-means respective-
ment. Le coefficient γ est meilleur pour le SOM (γ = 0, 10) par rapport à la
méthode des k-moyennes (γ = 0, 19) (voir tableau 6.1 page 117).

Les courbes de ROC obtenues pour le docking avec AutoDock de la
chimiothèque sur la transcriptase-inverse du VIH-1 sont présentées en fig-
ure 6.6 page 122. La courbe de ROC obtenue par filtre de score avec la fonc-
tion de score implémentée dans AutoDock (figure 6.6 page 122 B) montre
clairement la faiblesse de cette fonction dans la discrimination des composés
actifs. Cependant une nette amélioration est observée avec le tri par analyse
de contacts (figure 6.6 page 122 A). Le coefficient γ passe de 0,62 à 0,44
si l’analyse de contact est utilisée, relativement au score (voir tableau 6.1
page 117).

La comparaison de la méthode k-means avec la méthodes des cartes de
Kohonen ne montre pas ici une nette amélioration lors de l’utilisation de cette
dernière. Le coefficient γ est sensiblement le même : 0,42 pour la méthode k-
means contre 0,44 pour les cartes de Kohonen (voir tableau 6.1 page 117). Les
représentations de ROC obtenues avec ces deux méthodes pour la transcrip-
tase inverse sont présentées en figure 6.7 page 123. Nous constatons encore
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Figure 6.5 – Comparaison de la méthode SOM clustering (A) et k-means
clustering (B) pour le docking par AutoDock de la chimiothèque sur la
protéase du VIH-1. Les courbes de ROC sont données pour différentes tailles
de cartes de Kohonen ((X, Y ) = {(i, j) ∈ N2; 2 ≤ i ≤ j ≤ 6}) et différentes
valeurs de k (k = {2, 3, · · · , 30}). Pour chaque valeur de paramètre le cal-
cul est répété dix fois. Pour chaque graphique la distribution des points en
abscisse et en ordonnée est donnée.
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Figure 6.6 – Courbes de ROC obtenues à partir de poses de docking générées
par AutoDock 4.0 (A et B) sur la transcriptase inverse du VIH-1. A : Courbe
de ROC obtenue à partir du logiciel AuPosSOM sur 20 poses générées par
AutoDock. B : Courbe de ROC obtenue en utilisant la fonction de score
implémentée dans AutoDock.

une plus grande dispersion des points dans l’espace de ROC pour la méthode
des k-moyennes. La méthode SOM montre aussi une distribution des points
plus proche de la zone de haute spécificité (Sp > 0, 75).

Le logiciel a aussi été testé sur la thrombine humaine. Les courbes de
ROC obtenues sont présentées en figure 6.8 page 124. Sur cette cible l’analyse
par score donne des résultats satisfaisants. L’analyse de contacts par SOM
clustering améliore légèrement la sensibilité du criblage à spécificité égale :
Se = 0, 85 pour la méthode SOM contre Se = 0, 80 pour l’analyse par score
pour une spécificité Sp = 0, 85 (voir tableau 6.1 page 117).

Comme pour la transcriptase inverse l’utilisation du SOM ne montre pas
d’amélioration sensible par rapport à la méthode k-means : le coefficient γ
du SOM (0,21) est quasiment égale à celui de la méthode k-means (0,22)
(voir tableau 6.1 page 117). Cependant la méthode k-means montre en-
core une plus grande dispersion des points dans l’espace de ROC (figure 6.9
page 125) suite aux variations des paramètres de la méthode et des initialisa-
tions aléatoires. L’utilisation du SOM pour cette cible montre l’apparition de
deux ensembles de points dans l’espace de ROC. Un ensemble est proche de la
diagonale tandis que l’autre s’approche de la région de plus forte spécificité.
La région proche de la diagonale correspond à des cartes de faibles dimen-
sions. Un apprentissage avec les paramètres par défaut (carte de dimension
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Figure 6.7 – Comparaison de la méthode SOM clustering (A) et k-means
clustering (B) pour le docking par AutoDock de la chimiothèque sur la tran-
scriptase inverse du VIH-1. Les courbes de ROC sont données pour différentes
tailles de cartes de Kohonen ((X, Y ) = {(i, j) ∈ N2; 2 ≤ i ≤ j ≤ 6}) et
différentes valeurs de k (k = {2, 3, · · · , 30}). Pour chaque valeur de paramètre
le calcul est répété dix fois. Pour chaque graphique la distribution des points
en abscisse et en ordonnée est donnée.
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Figure 6.8 – Courbes de ROC obtenues à partir de poses de docking générées
par AutoDock 4.0 (A et B) sur la thrombine humaine. A : Courbe de ROC
obtenue à partir du logiciel AuPosSOM sur 20 poses générées par AutoDock.
B : Courbe de ROC obtenue en utilisant la fonction de score implémentée
dans AutoDock.

5 × 4) donne le point de sensibilité Se = 0, 85 et de spécificité Sp = 0, 85.
Ainsi la taille de la carte ne doit pas être trop réduite afin d’obtenir des tris
sensibles et spécifiques.

Pour l’ensemble des modèles testés ici, l’analyse AuPosSOM est à l’origine
d’un tri plus sensible et plus spécifique que l’analyse par score utilisant la
fonction implémentée dans AutoDock 4.0. De même l’utilisation du logiciel
Surflex-Dock, bien que donnant des résultats plus sensibles et spécifiques que
AutoDock ne permet pas, pour la protéase du VIH-1, de dépasser l’analyse
par contact.

La comparaison de l’analyse des contacts par SOM avec celle effectuée
par la méthode k-means montre la supériorité du SOM pour le modèle de
la protéase. Cependant pour le modèle de la transcriptase inverse et de la
thrombine humaine la supériorité du SOM n’est pas sensible mais donne des
résultats comparables à la méthode k-means . Du fait que les seuls variations
entre les modèles sont les vecteurs d’entrée l’analyse précise de ceux ci est
nécessaire afin de comprendre ces observations.

La dispersion au sein des vecteurs et entre les vecteurs est un paramètre
important qui peut influencer la qualité du regroupement effectué par les
cartes de Kohonen ou la méthode k-means . La dispersion des données au
sein d’un vecteur peut être quantifiée par le calcul de l’entropie de Shannon
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Figure 6.9 – Comparaison de la méthode SOM clustering (A) et k-means
clustering (B) pour le docking par AutoDock de la chimiothèque sur la throm-
bine humaine. Les courbes de ROC sont données pour différentes tailles de
cartes de Kohonen ((X, Y ) = {(i, j) ∈ N2; 2 ≤ i ≤ j ≤ 6}) et différentes
valeurs de k (k = {2, 3, · · · , 30}). Pour chaque valeur de paramètre le cal-
cul est répété dix fois. Pour chaque graphique la distribution des points en
abscisse et en ordonnée est donnée.
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[158]. Elle est calculée par la relation :

SE = −
N∑
i=1

pi log(pi) (6.1)

avec pi la probabilité de rencontrer, dans le vecteur considéré, une valeur
comprise dans l’intervalle i (i = {1, 2, · · · , N}). Si la distribution des valeurs
du vecteur considéré est représentée sous forme d’histogramme alors pi est
donnée par la relation :

pi =
ci∑N
i=1 ci

(6.2)

où ci est la valeur donnée par l’histogramme pour l’intervalle i. L’entropie de
Shannon peut être normalisée à 1 grâce au facteur ρ définit ainsi :

ρ =
SErand − SE

SErand
(6.3)

avec SErand l’entropie de Shannon d’un vecteur dont les valeurs des éléments
sont distribuées aléatoirement (random) :

SErand = − log
(

1

N

)
(6.4)

Ainsi,

ρ = 1− SE

log(N)
; ρ ∈ [0; 1] (6.5)

L’entropie de Shannon est ainsi normalisée par rapport à une distribution
aléatoire des données. ρ = 0 pour une distribution aléatoire ρ = 1 si le
vecteur comporte que des éléments identiques.

La distribution de ρ, notée p(ρ) peut être approximée par une loi normale :

p(ρ) =
1

σ
√

2π
exp

(
−(ρ− ρ̄)2

2σ2

)
(6.6)

avec ρ̄ la valeur moyenne de ρ et σ l’erreur standard sur ρ.
La figure 6.10 page suivante montre la distribution du facteur σ pour les

trois modèles considérés. Dans cette figure ρ indique l’ordre des données au
sein des vecteurs (dispersion intra-vectorielle). Plus ρ est grand moins il y a
de valeurs différentes au sein du vecteur considéré. σ indique la dispersion
des vecteurs entre eux (dispersion inter-vectorielle). Les paramètres ρ̄ et σ
pour la transcriptase inverse et la thrombine sont sensiblement les mêmes.
La protéase se distingue de ces modèles par une dispersion intra-vectorielle
et inter-vectorielle plus importantes par rapport aux deux autres modèles.
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Figure 6.10 – Dispersion des vecteurs d’entrée pour la protéase (protease),
la transcriptase inverse (RT ) et la thrombine (thrombin). Les paramètres des
lois normales correspondantes (ρ̄ et σ) sont donnés dans l’encart.
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L’avantage de l’analyse par les cartes de Kohonen semble être mis en avant
par comparaison à la méthode k-means lorsque la dispersion des vecteurs
d’entrée augmente. C’est ainsi que le clustering obtenu avec le modèle de la
protéase est meilleur que lorsque la méthode k-means est utilisée. L’utilisa-
tion de la méthode kmeans semble du même niveau d’efficacité que le SOM
lorsque les vecteurs d’entrée sont peu dispersés donc les poses de docking
similaires.



6.1. CRIBLAGE DE LA CHIMIOTHÈQUE DU LABORATOIRE 129

L’ensemble de ces résultats a donné lieu à une publication [14] présentée dans
les pages suivantes.

G. Bouvier, N. Evrard-Todeschi, J.-P. Girault, and G. Bertho. Automatic
clustering of docking poses in virtual screening process using self-organizing
map. Bioinformatics, 26(1) :53–60, 2010.
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ABSTRACT

Motivation: Scoring functions provided by the docking software
are still a major limiting factor in virtual screening (VS) process to
classify compounds. Score analysis of the docking is not able to
find out all active compounds. This is due to a bad estimation
of the ligand binding energies. Making the assumption that active
compounds should have specific contacts with their target to display
activity, it would be possible to discriminate active compounds from
inactive ones with careful analysis of interatomic contacts between
the molecule and the target. However, compounds clustering is very
tedious due to the large number of contacts extracted from the
different conformations proposed by docking experiments.
Results: Structural analysis of docked structures is processed
in three steps: (i) a Kohonen self-organizing map (SOM) training
phase using drug–protein contact descriptors followed by (ii) an
unsupervised cluster analysis and (iii) a Newick file generation for
results visualization as a tree. The docking poses are then analysed
and classified quickly and automatically by AuPosSOM (Automatic
analysis of Poses using SOM). AuPosSOM can be integrated into
strategies for VS currently employed. We demonstrate that it is
possible to discriminate active compounds from inactive ones
using only mean protein contacts’ footprints calculation from the
multiple conformations given by the docking software. Chemical
structure of the compound and key binding residues information are
not necessary to find out active molecules. Thus, contact–activity
relationship can be employed as a new VS process.
Availability: AuPosSOM is available at http://www.aupossom.com.
Contact: contact@aupossom.com; gildas.bertho@parisdescartes.fr
Supplementary information: Supplementary data are available at
Bioinformatics online.

1 INTRODUCTION
Virtual screening (VS) is usually described as a cascade of filter
approaches to narrow down a set of compounds to be tested
for biological activity against the intended drug target. Starting
with a fast evaluation of the drug-likeness of compounds, VS is
often followed by ligand-based approaches and/or structure-based
approaches if the target structure is available (Muegge, 2008).

∗To whom correspondence should be addressed.

In structure-based approaches, dockings of molecules onto 3D
structure of receptor are made. The improvement of docking
algorithms allows to generate ligand conformations similar to
crystallographically determined protein/ligand complex structures
in most cases. However, scoring functions were less successful
at distinguishing the crystallographic conformation from the set
of docked poses (Warren et al., 2006). Improvement of scoring
functions remains a significant challenge in the application
of structure-based VS. However, de-selection of inappropriate
compounds is more easily achieved than selection by current scoring
schemes. This negative selection is sufficient to reduce the initial
large compound database to a shortlist of preferred candidates, but
the relative ranking of elements belonging to these shortlist cannot
be done using previous criteria. It is a rather common practise to
subject a ‘reasonably’ small number of preselected candidates to
visual inspection (Kitchen et al., 2004). This last step is very tedious
when the filters used are not restrictive enough. It is dependent on
a human interpretation, and user’s experience in the field. Such a
visual inspection can only be applied to a data sample of perhaps
300–500 compounds (Alvarez and Shoichet, 2005), but it remains
very subjective and time consuming. When the number of molecules
is very important (more than 500 compounds, where the filters used
are not restrictive enough) visual inspection of the complexes is out
of question. Accordingly, a reliable filtering has to be performed at
the previous steps.

This article demonstrates that it is possible to cluster potentially
active molecules using mathematical vectors describing interactions
between compounds and targets. Data are clustered using Kohonen
self-organizing map (SOM; Kohonen, 2001). This artificial neural
network can map high-dimensional data onto a low-dimensional
grid such that similar data elements are placed close together.
Of particular interest is the method developed by Renner et al.
(2008). This method is based on a consensus docking scoring using
interaction fingerprints comparison and triplet ranking. A SOM
analysis of the distribution of docking poses is proposed but not
goes any further towards an unsupervised SOM cluster analysis.

The hierarchical clustering of the SOM proposed here bypasses
the problem of alternate binding mode identification.

Furthermore, the current article describes the possibility to
overcome the problem of scoring function using a statistical analysis
of different poses of docking of a same compound onto the target.
Iterative learning of the data may neutralize the statistical noise

© The Author 2009. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For Permissions, please email: journals.permissions@oxfordjournals.org 53
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produced by this analysis. We implement this method in a software
called AuPosSOM (Automatic analysis of Poses using SOM). We
use for this new software a recent method to perform unsupervised
SOM cluster analysis, determine cluster confidence and process
result visualization as a tree (Samsonova et al., 2006).

Thus, molecules are clustered according to their binding mode to
the macromolecular target. Active compounds and potentially active
compounds are then clustered in the same group as their way to
explore the macromolecular surface is homologous. AuPosSOM is
a flexible tool that can be integrated into strategies for VS currently
employed.

2 APPROACH
The goal of VS is to select a small number of potential binders
to the receptor of interest from a large source library. Database
docking is an approach to solve the problem of identifying
compounds in a database of small organic compounds that display
favourable interactions (hydrogen bonds, hydrophobic contacts,
electrostatic interactions) to the target binding site. A docking
program is composed of two elements : an algorithm that explore
the conformational space of the small molecule within the binding
site and a scoring function that estimate the relative binding energy.
This function calculates a crude measure of binding affinity. An
ideal scoring function must be able to find out the most favourable
docking solutions (called poses) for active molecules in accordance
with experimental results (e.g. X-ray structures) and should be able
to separate active compounds from inactive ones.

Classical approaches use scoring function in order to discriminate
between active compounds and inactive ones. It has been
demonstrated that combining multiple scoring functions (consensus
scoring) improves the enrichment of true positives (Yang et al.,
2005). However, recent validation studies have highlighted the
poor performance of currently used scoring functions in estimating
binding affinity and hence in ranking large datasets of docked ligands
(Waszkowycz, 2008). Energy functions need to be fairly ‘soft’ so
that ligands are not heavily penalized for small errors in the binding
geometry. Thus, non-active compounds can obtain a good rank with
scoring function but can be excluded using position descriptors.

Another way to classify active molecules and inactive ones is to
compare poses between all molecules of the screened database. The
process we have developed is shown in Figure 1. The ensemble
of active compounds—K compounds (Known)—is defined as K.
The ensemble of database compounds with unknown activity—U
compounds—is defined as U. For each molecule, an interleaved
mean vector is calculated. This vector results from two mean vectors
describing hydrogen bonds and hydrophobic contacts involved in
protein–molecule interactions. If n docking poses were calculated
for each molecule, these vectors describe mean interactions for
these n poses. Cardinality of each vector is equal to the number of
amino acids in the protein. A subensemble of vectors, composed
of all vectors describing known ligands and a random set of i
(i∈[0,a], where a = card(U)) vectors from the database, is used
for training the SOM. SOM for the Kohonen neural network and
TreeSOM algorithm from Samsonova et al., (2006) have been
implemented in Python and included in AuPosSOM software. The
resulting SOM is then used for clustering all the molecules according
to their way to interact with the protein. Mapping of data on a
trained SOM is called calibration. Each vector is assigned to the

Fig. 1. Diagram illustrating the overall workflow described in this
article. From docking results mean vectors describing hydrogen bonds
and hydrophobic contacts involved in protein/molecule interactions are
computed. Each two vectors are interleaved in order to obtained one vector
per molecule in the database (a vector is the mean of the n poses of the
docking process). Incremental subensemble are then used to train random
SOM. For each trained SOM, all vectors are calibrated on it and then clustered
according to the SOM. Each clustering can be visualized as a tree. The best
subensemble of vectors to train the SOM is found by plotting a ROC curve.

SOM’s node that is most similar to it, so that some nodes may
get many data elements, and others none at all. Cluster discovery
procedure define clusters as groups of nodes with short distances
between them and long distances to the other nodes for a given
distance threshold. Python TreeSOM implementation automatically
find the best threshold corresponding to the best clustering. For the
best clustering, distances between vectors in the same group are
minimized and distances to the data in other groups are maximized.
AuPosSOM program is able to represent SOM as a tree in Newick
file format. At each threshold in the clustering series one or more
clusters are split into several subclusters that are represented as
a node in the tree. The resultant tree allows a classification of
the molecules docked according to their similarity of contacts.
Molecules which are clustered with active ones (K molecules)
should be probably active too. The best group containing the
maximum number of known ligands (K) and minimum number of
molecule with unknown activities (U) is found by scanning all the
tree, from leaves to root, to calculate for each group sensitivity and
specificity. For a given ensemble E, sensitivity (Se) is defined as
the number of K compounds which belong to E divided by the total
number of truly active compounds (number of true positive and false
negative). If K is the ensemble of truly active compounds:

Se= card(K∩E)

card(K)
(1)

Specificity (Sp) is the number of truly inactive compounds which
does not belong to the ensemble E divided by the total number
of molecules with unknown activities. If U is the ensemble of
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molecules with unknown activities:

Sp= card(U\E)

card(U)
=1− card(U∩E)

card(U)
(2)

If Se is plotted against 1−Sp a plot that curves above the diagonal
rising from the origin to the upper right corner is obtained. This
plot is known as a ‘Receiver Operating Characteristic’ curve, or
ROC curve (Triballeau et al., 2005). On such a graph, a random
classification of the compounds would be represented by a diagonal
rising from the origin to the upper right corner, whereas a test capable
of detecting the correct signal would have an ROC plot that curves
above that diagonal. This curve can be used for finding a consensus
group with maximum sensitivity and specificity. The best group is
the one with the smallest γ , where γ is the norm of the vector
between (0,1) point and an ROC curve point :

γ =
√

(1−Sp)2 +(1−Se)2 (3)

γ is equal to the Euclidean distance between the characteristics of
an ideal test with sensitivity and specificity equal to 1 and the given
test studied.

While i value is less than card(U), i value is incremented by step
(Fig. 1). The subensemble of vectors obtained is used for training a
new random SOM. The resulting SOM is then used for clustering
all vectors and the group with minimal γ value is found. The Se and
Sp values calculated for the best group for each iteration are then
plotted in a new ROC curve (ROC plot in Fig. 1). A γ coefficient
can be calculated for each point of the ROC diagram obtained. The
best subensemble of vectors used for training the SOM is defined
as the subensemble corresponding to the ROC point with minimal
γ value.

3 METHODS

3.1 Dataset
AuPosSOM program was tested with three different models: (i) HIV-
1 protease, (ii) HIV-1 reverse transcriptase and (iii) human thrombin.
For each model, known ligands were used in order to test the ability
of AuPosSOM program to discriminate known inhibitors of an enzyme
from randomly chosen molecules (decoys). Decoys came from a sub-
database of 1108 molecules built from the French National Chemical
Library (http://chimiotheque-nationale.enscm.fr). Known ligands with
lowest possible pairwise ligand similarity (as measured by pairwise Tanimoto
index values) were extracted from the binding database (Liu et al., 2007). For
HIV-1 protease, HIV-1 reverse transcriptase and human thrombin, 22, 14 and
20 known ligands were used, respectively. For HIV-1 reverse transcriptase
model, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTI) were used.
For each model ligands lists were built with the respective known ligands
and the 1108 decoys.

3.2 Docking procedure
The AutoDock 4.0 package was used for docking simulation (Huey et al.,
2007; Morris et al., 1998). Each docking experiment was performed 20
times, yielding 20 docked conformations. Parameters for the docking are as
follows: population size of 150; random starting position and conformation;
maximal mutation of 2Å in translation and 50◦ in rotations; elitism of
1; mutation rate of 0.02 and crossover rate of 0.8; and local search rate
of 0.06. Simulations were performed with a maximum of 2.5 million
energy evaluations and a maximum of 27 000 generations. Cubic grid,
centred on the active site, with 108 points spaced by 0.375Å was generated
using AutoGrid 4 for each structure. VS with docking was performed

on a Linux Cluster Platform (INRA MIGALE bioinformatics platform;
http://migale.jouy.inra.fr) which contains 160 CPU (80 Intel Quad Core 5340
2.33GHz, 40 Intel Dual Core 5140 2.33GHz and 40 Xeon 3.2GHz) on 40
computing nodes. PDB files used for docking were 2bpw (Chang et al.,
2007), 1uwb (Wang et al., 2005) and 1afe (Schafferhans and Klebe, 2001)
for HIV-1 protease, HIV-1 reverse transcriptase and thrombin, respectively.
The ligand and crystallographic waters were removed. Polar hydrogens were
added. Receptors were prepared with Python AutoDockTools scripts. Polar
hydrogens were added to small molecules and energy minimization was
computed using PRODRG (Schüttelkopf and van Aalten, 2004).

3.3 Contacts analysis
3.3.1 Vectors generation AuPosSOM program processes contacts
analysis (hydrogen bonds and hydrophobic contacts) for each docked
molecule. Contacts are represented as interleaved vectors. The cardinality
of each vector is the double of the number of amino acids in the protein
targeted. The hydrogen bonds are computed over all possible donor–acceptor
pairs, such that one atom belongs to the protein and the other to the ligand.
An interaction is considered as an hydrogen bond when the D-H...A
distance is 1.85±0.65Å and the D-H...A angle is 180±80◦. Interactions
are considered as hydrophobic ones when two hydrophobic atoms are
closer than 3.9Å. Bio.PDB module (Hamelryck and Manderick, 2003) from
Biopython project (http://biopython.org) was used to measure angle and
distances from coordinates contained in PDB files of the docked structures
obtained. The AuPosSOM performance was tested on 20 000 structures
(1000 molecules with 20 poses per molecule). On one Linux PC (quadricore
Intel 2.66 GHz, 1GB RAM) this calculation takes about 58 min, or on
average 0.174s per structure.

3.3.2 Neural network analysis With vectors described in contacts analysis
section, we used a Euclidean SOM, trained in two phases with the following
parameters: map size 5×4, exponential decrease of learning rate and radius;
phase 1: starting learning rate 0.2, starting radius 6, 1000 iterations; phase 2:
starting learning rate 0.02, starting radius 3, 10 000 iterations. Such training
length ensured that cluster tree topology remained unchanged with any
additional training. Consensus trees were made with different map sizes
in order to test cluster confidence. A map size of 20 neurons gives confident
clusters. As shown by Samsonova et al., (2006) smaller SOMs tend to
yield more confident clusters. We further test that the tree resulting from a
randomly initialized map is not dependent on the order of the data elements.
Furthermore, the fact to tag molecules as known or unknown does not
influence in anyway SOM analysis, but these data are just used for plotting
ROC curves.

AuPosSOM distribution includes new python implementations of
Kohonen SOM and unsupervised clustering.

3.3.3 k-means clustering In order to compare SOM algorithm with
another clustering method, a Python implementation of k-means calculation
has been made and included in the AuPosSOM software. The algorithm
proceeds by alternating between two steps: (i) assignment step: assign each
vector to the cluster with the closest mean (centroid), (ii) update step:
calculate the new means (centroids) of the vectors in the cluster. To initialize
the process, k initial centroids are randomly chosen from the dataset. In
addition, the UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
mean) algorithm has been written to transform the pairwise distance matrix
between clusters into a rooted tree for the results visualization.

4 RESULTS
The ROC plot provides not only a way to fine-tune the parameters
of VS processes but also allows a direct comparison of different VS
workflows (Triballeau et al., 2005): the closer a curve comes to the
upper-left corner of the graph, the better the screening process is.
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γ

γ

A

B

Fig. 2. ROC plots for HIV-1 protease model. For each plot, �γ with minimal
norm is represented. (A) ROC plot obtained using AuPosSOM software with
various subensembles of vectors to train the Kohonen map. The number of
elements for each subensemble used is <25% of the total number of molecules
in the database. (B) Effect of enrichment of the dataset (L ensemble) used
for training the SOM. The number of elements for each subensemble used
is >25% of the total number of molecules in the database.

Find out minimal γ factor described in Equation (3) is a way to
find out the closest point to the upper-left corner of the graph.
Consequently, this minimal γ is a quantification of the performance
of the test. The smaller the γ factor is, the better the test is at isolating
signal from background noise. Another way to measure the overall
performance of the computer test is to calculate the area under the
curve (AUC). This calculation is possible for simple tests (e.g. using
score-filter), but is much more difficult for ROC plot resulting from
neural network analysis. ROC plot obtained from neural network
analysis of poses and from different scoring threshold are given in
Figure 2 and 3, respectively.

The first observation to be made from these two figures is that
the ROC curves remain above the diagonal representing a random
distribution. The ROC curve derived from neural network analysis
is plotted according to the workflow described in Sections 2 and 3.
Points of the curve result from different training sets used for training

Fig. 3. ROC plot for HIV-1 protease model using the AutoDock 4.0 scoring
function with various score thresholds.

the map. Training sets are subensemble of vectors defined as L
containing all vectors of the ensemble K and a random set of vectors
of the ensemble U (each element of the different ensembles is a
vector describing corresponding compound). Effect of enrichment of
the training set L is shown in Figure 2A and B. Figure 2A reports the
overall result of the screening process with different sets of training
vectors; for each set the number of vectors is <25% of the total
ensemble of vectors. Effect of enrichment of the number of training
vectors is shown in Figure 2B. The increase of the number of vectors
in the training set yields less dispersion in the ROC plot. When the
number of training vectors is too small the effect due to the addition
of new randomly chosen vectors is important leading to outliers in
Figure 2A. All true positive compounds are detected (Se = 1) with a
small proportion of false positives (1−Sp = 0.10). The point with
the smallest γ value is not the most sensible point but a point with
a sensitivity of 0.95 and a background noise (1−Sp value) of 0.09
(Table 1).

Score analysis of the docking is not able to find out all active
compounds. This is due to a bad estimation of the ligand binding
energies for two ligands. This problem is overcome by the contact
analysis approach developed. However, the point with the smallest
γ value shows a sensitivity of 0.91 and a background noise of
0.18 (Table 1). The ROC plot obtained with AutoDock 4.0 scoring
function with 22 known ligands is in accordance with the result
obtained by Chang et al. (2007) with 11 known ligands.

ROC analysis for two other models (Fig. 4)—HIV-1 reverse
transcriptase and human thrombin—shows that contact clustering
gives more sensible and more specific results than score analysis
provided by AutoDock 4.0 software. However, results obtained
with human thrombin show no significant amelioration. For reverse
transcriptase, score analysis is not able to discriminate active
compounds. This is either due to a bad estimation of protein
ligand binding energy or incorrect poses conformation. Surprisingly,
contact clustering analysis is able to find out 10 active compounds
among 14 (71%). Therefore, AutoDock 4.0 is able to generate good
conformations for HIV-1 reverse transcriptase inhibitors.

For all models tested so far, AuPosSOM analysis yields more
sensible and more specific results than score analysis provided by
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Table 1. Sensitivity [Se, Equation (1)] and specificity [Sp, Equation (2)] with smallest γ value [Equation (3)] for each model

SOM clustering k-means clustering Score analysis

Model card(K) Se Sp γ Se Sp γ Se Sp γ

HIV-1 protease (2bpw) 22 0.95 0.91 0.10 0.82 0.94 0.19 0.91 0.82 0.20
HIV-1 reverse transcriptase (1uwb) 14 0.57 0.90 0.44 0.71 0.70 0.42 0.50 0.63 0.62
Human thrombin (1afe) 20 0.85 0.85 0.21 0.80 0.90 0.22 0.80 0.85 0.25

A

B

Fig. 4. ROC plots obtained from score analysis using AutoDock 4.0 scoring
function (open circle) and using contact analysis using AuPosSOM software
(filled points). (A) ROC plots obtained from HIV-1 reverse transcriptase
screening. (B) ROC plots obtained from human thrombin screening.

AutoDock 4.0 package. The resultant γ values are consequently
lower (Table 1) for contact analysis processes.

Unrooted tree representation of contact footprints clustering
for protease screening experiment with the biggest sensitivity
(Se = 1) and the smallest background noise (1−Sp = 0.1) is given
in Figure 5. E is the ensemble with the smallest γ value [see

Equation (3)]. A leave is defined as a subensemble of elements
(compounds of the database screened) belonging to K or U. A tree
is composed of three different leaves: (i) leaves composed of U
elements exclusively, notated as {U}U∈U, (ii) leaves composed
of K elements exclusively, notated as {K}K∈K and (iii) leaves
composed of K and U elements, notated as {K}K∈K∪{U}U∈U.
Branch length is proportional to divergence of contacts made by
molecules belonging to the different leaves. The first observation
to be made from this tree is that the ensemble E is isolated
from the rest of the tree (U\E ensemble). This means that the
Kohonen neural network found that compounds which belong to E
interact with their target with distinct contact patterns. Thus, active
compounds can be isolated from inactive ones using only mean
protein contact footprints. This result demonstrates the existence of
a contact–activity relationship (CAR). Furthermore, this CAR can
be employed as a new VS process.

A comparison between the SOM clustering and a baseline
clustering method such as k-means has been done for the three
models. Due to a random initialization for both SOM and
k-means clusterings, different results can be obtained with the
same set of parameters. Furthermore, the k value or the map
size influences the results. ROC calculations were performed 10
times, with k variations (k ={2,...,30}) for k-means method or
map size variations ((X,Y )={(i,j)∈N2 :2≤ i≤ j≤6}) for SOM. The
performance of the SOM network is higher for the HIV-1 protease
model (Fig. 6): SOM clustering method yields more sensible results
(Se = 1.00) than a simpler method such as k-means (Se = 0.82).
SOM clustering method leads to less dispersion for sensitivity
and specificity than k-means algorithm. According to γ values
(Table 1), no significant amelioration is brought by the SOM
clustering for HIV-1 reverse transcriptase and human thrombin in
comparison with the k-means method. However, the ROC plots
obtained for HIV-1 reverse transcriptase and human thrombin (See
Figs S1 and S2 in Supplementary Material) show less dispersion for
SOM clustering.

To understand these results, dispersion of the input data has been
studied. Shannon’s entropy has been calculated (Supplementary
Material) for all the vectors for the three models and results
reported in a histogram (see Fig. S3 in Supplementary Material). The
dispersion calculated for protease data (ρ̄=0.84; σ =0.04, defined
in Supplementary Material) is more important than the dispersion of
the data for reverse transcriptase (ρ̄=0.93; σ =0.02) and thrombin
(ρ̄=0.93; σ =0.01). ρ̄ value gives the mean dispersion within the
vectors. σ value gives the mean dispersion between vectors. As the
level of dispersion in the data increases, the performance advantage
of the SOM network relative to the k-means clustering method
increases to a dominant level.

57

 at S
C

D
 U

niversit? P
aris 5 on June 17, 2010 

http://bioinform
atics.oxfordjournals.org

D
ow

nloaded from
 



[12:14 2/12/2009 Bioinformatics-btp623.tex] Page: 58 53–60

G.Bouvier et al.

Fig. 5. Tree representation of contact footprints clustering for protease screening experiment. The tips stand for the different molecules of the database
screened. Branch length is proportional to divergence of contacts made by ligands belonging to the different clusters (leaves). Molecules with known activities
(K compounds) are represented with white tips. The ensemble E with the smallest γ value according to the ROC plot is shown in bold. A simplified tree
(inset) shows the number of K compounds and U compounds in homogeneous leaves ensembles.

In addition, important structural informations are found in
this analysis of atomic interactions. Contact clustering allows
identification of key residues implicated in ligand binding. These
residues can be mapped onto the target structure. For example,
with the HIV-1 protease (Fig. 7), a clear relationship is found
between footprints of the ensemble E and amino acids thought to be
essential to the interaction of antiproteases. Major point mutations
associated with resistance to protease inhibitors (Johnson et al.,
2005) and located in the binding site correlates with the contact
pattern characteristic of compounds found to be active by the
automatic contact analysis. Only one amino acid, namely Ala-28,
is found to make essential interaction without point mutation at this
position. Interestingly, Ala-28 is highly conserved and important
for the structuration of HIV-1 protease. This amino acid can be
exploited to design resistance-evading drugs (Wang and Kollman,
2001).

AuPosSOM analysis can be performed with docking results given
by other docking programs. This strategy has been employed for a
VS process to search new β-TrCP inhibitors with a docking protocol
described by Evrard-Todeschi et al. (2008) using the Surflex-Dock
2.0 program (Jain, 2003) from Sybyl 7.3 molecular modelling
program package (Tripos Inc., France) (data not shown).

Docking on HIV-1 protease has also been performed using
Surflex-Dock 2.0 with the same dataset presented in Section 3. Score
analysis with Surflex-Dock 2.0 scoring function gives more sensible

results than thus obtained with AutoDock 4.0 program. However,
AuPosSOM analysis on docking poses proposed by Surflex–Dock
yields more specific results than Surflex–Dock scoring (see docking
procedure and Fig. S4 in the Supplementary Material).

5 DISCUSSION
Incorrect estimation of ligand–protein free energy of binding leads
to the apparition of false negative and even false positive compounds
in score-based VS process. Chang et al. (2008) observed that
incorrect lowest energy conformations will be found in ∼1% of
docking experiments and the correct conformation will be found
in 25–100% of the experiments. Thus, a simple procedure that
chooses the conformation of best energy from a set of multiple
docking experiments will yield an incorrect conformation. With the
process exposed here, all poses per molecule are processed since
mean vectors for all poses are calculated. Thus, distribution of
the digits in the resulting vectors gives information about poses
cluster size, and conformation frequencies: amino acids which
are contacted with high frequency for the 20 poses calculated
for a ligand are represented in the resulting vector by a higher
figure than the other ones. As the frequency of finding a given
conformation is providing information on the energy landscape
of binding, and that a high frequency is a measure of favourable
entropy in the binding process (Chang et al., 2008), our statistical
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Contact footprints clustering by SOM

Fig. 6. ROC plots obtained from (A) Kohonen SOM and (B) k-means
clustering methods for different Kohonen map sizes and different k-values for
the HIV-1 protease dataset. For each map size and each k-values, calculations
are repeated 10 times. The histograms show points distribution. The values
of the most represented point are: Se = 1, Sp = 0.87and Se = 0.73, Sp = 0.95
for SOM and k-means, respectively.

analysis of poses takes into account the vibrational entropy
factor.

TreeSOM algorithm developed by Samsonova et al. (2006) is an
unsupervised method for cluster analysis and confidence testing for
SOMs. This process allows to find reliable clusters. Interestingly,
learning samples influence final clustering. Iteration over learning
samples coupled with ROC plot, allows to find out the most
appropriate dataset to solve classification problem between active

Fig. 7. HIV-1 protease structure. Left monomer shows contact footprints
characteristic of the ensemble E. Greyscale gradient indicates contact
frequency. Right monomer highlights point mutations associated with HIV-1
protease resistance to inhibitor (Johnson et al., 2005).

compounds and inactive ones. However, default learning with all
vectors gives good results for the three models tested. Furthermore,
active compounds are isolated from the other leaves of the tree
without taking into account experimental data such as key residues
or activities. Thus, good classification can be obtained from default
run without plotting ROC curves.

k-means clustering (implemented in AuPosSOM) could give
interesting results when input data are less dispersed. Compared
with k-means clustering, SOM clustering is more efficient when
input data are dispersed (e.g. for the protease dataset) (Mangiameli
et al., 1996). Furthermore, the performance of the SOM network is
shown to be robust across a wide range of data imperfection inherent
to outlier poses proposed by the docking software. This advantage
is explained by the iterative learning of the Kohonen map which
may neutralize the noise produced by incorrect poses of docking.
Moreover, SOM network is less sensitive to its set of parameters,
and cluster results are therefore more repeatable.

Another approach based on structural interaction fingerprints
(SIFt) has been described to analyse and organize protein-small
molecule complexes (Deng et al., 2004). In this method, similarity
measurement between vectors is based on the Tanimoto coefficient
and a hierarchical clustering is done using an agglomerative
hierarchical clustering. Compared with the method proposed in
this article, this process has the same advantages: it allows an
unbiased docking protocol and a bypass to scoring functions.
Furthermore, interaction descriptor-based methods enable scaffold-
hopping. However, the use of the Tanimoto coefficient as a similarity
measurement leads to two major drawbacks: (i) due to slight errors
in the binding geometry, missing components in interaction vectors
may lead to incorrect clustering; (ii) comparison of macro-ligands
(e.g. peptide) and small organic compounds could yield locally
similar patterns but globally different vectors, which results in
high Tanimoto coefficient whereas local binding mode may be the
same. Furthermore, SIFt method needs known complex structures
as referenced fingerprints, thus only expected binding modes are
selected. Finally, one correct pose must be selected, according to
the reference, which sets aside the statistical entropic analysis.

In order to check the influence of the number of known active
compounds included in the database for the benchmarks presented
here, the probability of clustering at least all active compounds (true
positives) with an undefined number of false positive was calculated.
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Fig. 8. Effect of the number of true positive in a database of 1130
compounds in the probability of clustering at least all active compounds
[see Equation (4)].

This probability P is given by :

P=
∑n−p

i=0 Ci
n−p∑n

j=pCj
n

(4)

where p is the number of true positive and n the total number of
compounds. For the HIV-1 protease screening, p=22 and n=1130.
Thus, the probability P of clustering at least all active compounds
is 2.38·10−7. For a database composed of 1130 molecules, the
probability P <1% when the number of true positive is more than 6.
This probability becomes very small (P < 10−3) when the number
of true positive is more than 10 (Fig. 8). Therefore, the number of
active compounds put into the total number of compounds of the
database is a good benchmark to check the reliability of the contact
clustering process presented in this article.

From a dataset of compounds, contact clustering is able to
discriminate active compounds based only on CAR. We observed
that using first this analysis of the position of the docked molecules
is more successful to find out active compounds than a classical
energy analysis. This new method can be integrated into VS process
currently available to rapidly visualize results. Furthermore, contact
clustering process allows identification of key residues implicated in
ligand binding. Hierarchical classification of compounds according
to their contacts can be employed as a starting point to achieve
in silico drug-design process.
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6.2 Criblage de la DUD : A Directory of Use-

ful Decoys

Afin de valider l’outil AuPosSOM dans le domaine du criblage virtuel
il est nécessaire d’évaluer celui-ci en utilisant une autre chimiothèque. Afin
que cette validation soit reconnue par la communauté scientifique dans le do-
maine et qu’elle soit comparable à d’autres tests il est nécessaire d’utiliser une
chimiothèque accessible publiquement et contenant un ensemble de molécules
difficiles à discriminer comme actives ou inactives. De plus l’annotation des
molécules doit être fiable et complète afin que les molécules actives soient
réellement actives contre la cible considérée et que les molécules inactives
soient de véritables leurres (decoys) c’est à dire des molécules ne se liant
pas sur cette même cible. Ceci permet d’obtenir des courbes de ROC fiables
et objectives, basées sur des résultats expérimentaux et non des hypothèses
concernant l’activité des molécules.

La chimiothèque DUD (a Directory of Useful Decoys) a été créé dans
cette optique et est présentée en détails dans la partie 3.2.1 page 56.

Pour des raisons de temps, l’ensemble de la chimiothèque, qui est com-
posée de 2 950 composés actifs sur 40 cibles protéiques et de 106 200 leurres,
n’a pu être testé.

La transcriptase inverse du VIH-1 a été sélectionnée comme cible pour
tester le logiciel et ceci pour deux raisons :

– les résultats du criblage avec la chimiothèque du laboratoire sur la
transcriptase inverse n’ont pas été à la hauteur des résultats escomptés
(voir figure 6.6 page 122),

– la mise au point d’un protocole de criblage virtuel sur la transcrip-
tase inverse du VIH-1 est intéressante afin de tester sur cette cible des
chimiothèques privées de la société CellVir SAS.

La transcriptase inverse du VIH-1 est une cible importante de la thérapie
antivirale. La thérapie HAART inhibe la réplication du VIH par l’administra-
tion de plusieurs types de molécules actives : des inhibiteurs nucléosidiques
(NRTIs), nucléotidiques (NtRTIs), non nucléosidiques (NNRTI) de la tran-
scriptase inverse et des inhibiteurs de protéase [8]. L’ensemble du criblage
réalisé porte sur les molécules du type NNRTI.

Bien que extrêmement intéressante pour le développement de molécules
anti-rétrovirales la transcriptase inverse reste une cible difficile pour les études
par modélisation moléculaire. En effet cette protéine présente une importante
flexibilité conformationnelle qui complique l’étude par docking . La poche de
fixation de ces molécules subit d’importantes modifications conformation-
nelles lors de la fixation de la molécule [72].
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Y181

Y188

Figure 6.11 – Superpositions de trois structures cristallographiques mon-
trant les différentes orientations possibles des tyrosine 181 et 188 de la poche
de fixation des NNRTIs. La structure en cyan (code pdb : 1rt4), montre
l’orientation canonique pour la plupart des complexes entre la transcriptase
inverse et un NNRTI. La forme apo (code pdb : 1rtj [41]) est en gris. La
structure en magenta (code pdb : 2be2) montre l’orientation rare de la tyro-
sine 181 sous la forme down pour un complexe entre la transcriptase inverse
et une molécule NNRTI.

La comparaison de la structure de la transcriptase inverse seule (forme
apo) avec plus de soixante-dix structures de transcriptases inverses en interac-
tion avec des NNRTIs montre une importante modification conformationnelle
des tyrosines 181 et 188. La forme apo est caractérisée par les tyrosines 181
et 188 pointant vers le bas (down) tandis que les structures en interaction
avec des NNRTIs ont ces mêmes tyrosines qui pointent vers le haut (up).
Cependant il existe six structures cristallographiques (1fko [147], 1rt3 [146],
1rti [145], 1tv6 [139], 2b5j [68] et 2be2 [68]) de complexes avec des NNRTIs
où la tyrosine 181 est sous la forme down, dans la même position que la forme
apo (figure 6.11).

Ainsi, le choix du récepteur est primordial dans la réalisation du docking .
Afin d’échantillonner l’ensemble des conformations possible de la poche de
fixation de la transcriptase inverse trois structures ont été étudiées en dock-
ing : 2be2, 1jla et 1rt4. La structure 1rt4 représente la forme canonique de la
conformation de la poche de fixation en complexe avec un NNRTI (en cyan
sur la figure 6.11). La structure 2be2 représente une conformation alterna-
tive de la poche (en magenta sur la figure 6.11). Finalement la structure 1jla
possède une mutation de la tyrosine 181 en cystéine (Y181C). Cette mu-
tation apparâıt rapidement suite à un traitement utilisant des NNRTIs et
entrâıne une résistance à la plupart d’entre eux [47]. Cette structure a été



140 CHAPITRE 6. VALIDATIONS ET APPLICATIONS D’AUPOSSOM

R221239 TNK-651 UC-781

2be2 1jla 1rt4

Récepteurs

Ligands

Figure 6.12 – Ce diagramme représente les neuf calculs de docking réalisés
sur les structures 2be2, 1jla et 1rt4 de la transcriptase inverse du VIH-1. Les
lignes pleines indiquent les dockings réalisés sur les coordonnées atomiques
du récepteur obtenues avec le ligand considéré (docking direct). Les lignes
pointillées indiquent des calculs de docking sur les coordonnées atomiques
d’un récepteur en interaction avec un autre ligand (docking croisé).

utilisée dans des expériences de criblage virtuel afin de trouver de nouveaux
inhibiteurs échappant à ce phénomène de résistance [134]. Les trois structures
étudiées proviennent de données de diffractions des rayons X effectuées sur
un co-cristal transcriptase inverse / NNRTI. Ces inhibiteurs sont R221239,
TNK-651 et UC-781 pour les structures 2be2, 1jla et 1rt4, respectivement.

Les dockings directs et croisés, soit un total de neuf calculs, ont été réalisés
comme expliqué sur la figure 6.12.

Ces différents dockings ont été réalisés avec le logiciel Dock 6.3 et vingt
poses par calcul ont été générées. La fonction de score implémentée dans le
logiciel Dock a premièrement été utilisée afin d’évaluer les énergies d’inter-
action entre ligand et protéine (voir tableau 6.2 page ci-contre).

La racine carrée de la déviation moyenne au carré (root mean square de-
viation ; RMSD) a aussi été calculée entre la pose de plus basse énergie pour
le ligand considéré et les coordonnées atomiques du ligand dans la struc-
ture cristallographique correspondante. Ces résultats sont présentés dans le
tableau 6.2 page suivante.

Pour le ligand R221239 la structure la plus proche de la structure cristal-
lographique, en terme de RMSD, est obtenue par docking direct. La structure
de plus basse énergie est aussi celle obtenue par docking direct. Pour le ligand
TNK-651 la pose de docking la plus proche des données expérimentales est
obtenue par docking croisée sur la structure 2be2. Ce n’est pas la structure de
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2be2 1jla 1rt4
R221239 0,60 -66,43 1,16 -54,62 2,34 -40,14
TNK-651 1,05 -62,94 1,38 -63,55 1,62 -45,50
UC-781 2,15 -52,95 2,84 -51,67 0,78 -54,76

Table 6.2 – RMSD entre les coordonnées atomiques des ligands dockés et les
coordonnées atomiques des ligands correspondant dans la structure cristal-
lographique, ainsi que le score de docking obtenu avec la fonction de score
implémentée dans Dock 6.3.

plus basse énergie, celle ci étant obtenue par docking direct, mais la différence
d’énergie n’est pas significative (∆E = 0, 61 kcal · mol−1). Ce résultat peut
s’expliquer par le fait que la structure 1jla a été résolue afin de comprendre
les mécanismes de résistance induite par la mutation Y181C. Cette mutation
entrâıne une perte de la stabilisation du ligand par interaction entre le cycle
aromatique de la tyrosine 181 et un cycle aromatique de l’inhibiteur [148]
ce qui induit une résistance à ce composé. Cependant la structure cristallo-
graphique du complexe avec le TNK-651 montre peu de différence avec la
structure cristallographique de ce même ligand complexé à la protéine non
mutée (code pdb : 1rt2 [72]). La conformation de la tyrosine 181 est up dans
la structure 1rt2 mais le docking du TNK-651 sur la structure 2be2 en con-
formation down est plus proche de la structure du ligand en interaction avec
la forme mutée Y181C (1jla). Enfin pour le ligand UC-781 le docking direct
est plus proche des données cristallographiques que les dockings croisés. La
structure la plus stable est obtenue pour le docking direct.

Les structures obtenues par dockings directs sont représentées en super-
position avec les structures cristallographiques correspondantes sur la fig-
ure 6.13 page suivante. Les différences entre conformations dockées et confor-
mations expérimentales sont minimes. Pour les molécules R221239 et TNK-
651 la différence résulte surtout dans la position du linker souple.

Afin de tester l’efficacité de ces trois modèles à trouver dans une base
de données des molécules actives, trois criblages virtuels ont été lancés en
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(a) R221239 (b) TNK-651

(c) UC-781

Figure 6.13 – Conformations des ligands R221239, TNK-651 et UC-781
au sein de la poche de fixation de la transcriptase inverse du VIH-1. Sont
superposées les structures dockées – docking direct – (en orange) avec les
structures cristallographiques correspondantes (en noir).
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Structures
Logiciel de
docking

Méthode
de crible

2be2 1jla 1rt4 1rt1

Dock 6.3

Grid Score 0,47 0,46 0,55 0,42
Amber
Score

n.d. n.d. 0,49 n.d.

AuPosSOM n.d. n.d. 0,76 n.d.
k-means
k = 10

n.d. n.d. 0,67 n.d.

k-means
k = 20

n.d. n.d. 0,71 n.d.

Surflex
Dock

Surflex
Score

n.d. n.d. 0,58 n.d.

AuPosSOM n.d. n.d. 0,87 n.d.
G Score n.d. n.d. 0,85 n.d.
PMF Score n.d. n.d. 0,60 n.d.
D Score n.d. n.d. 0,67 n.d.
ChemScore n.d. n.d. 0,77 n.d.

Table 6.3 – AUC calculées suivant les filtres employés.

parallèle. La base de donnée testée a été extraite de la DUD et est composée
de 43 ligands à activité anti transcriptase inverse et de 841 molécules leurres
(decoys). La structure 1rt1 [72], fournie par la DUD, a également été testée.

Les résultats du criblage sont présentés sur la figure 6.14 page suiv-
ante sous forme de courbes de ROC pour les quatre structures étudiées.
Globalement, la sélection en utilisant la fonction de score implémentée dans
le logiciel Dock 6.3 est mauvaise. Pour les quatre structures testées la sélection
des composés repose sur un processus quasi-aléatoire. De plus pour les modèles
reposant sur les structures 2be2 (figure 6.14 page suivante A), 1jla (figure 6.14
page suivante B) et 1rt1 (figure 6.14 page suivante D) la sélection devient
inverse à partir d’un seuil de score. Ceci se reflète par une courbe de ROC
qui passe en dessous de la diagonale. Le tableau 6.3 donne le résultat du
calcul des AUC pour les quatre courbes de ROC présentées sur la figure 6.14
page suivante. Les AUC calculées pour les structures 2be2, 1jla et 1rt1 sont
inférieures à 0,5. Ces structures ne permettent donc pas avec le protocole
utilisé de sélectionner des molécules actives dans une chimiothèque. La struc-
ture 1rt4 donne les meilleurs résultats en tant que courbe de ROC. Ainsi cette
structure a été utilisée par la suite pour améliorer le protocole de criblage
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Figure 6.14 – Courbes de ROC obtenues après un filtre de score en utilisant
le logiciel Dock 6.3 et sa propre fonction de score, sur les cibles 2be2 (A),
1jla (B), 1rt4 (C) et 1rt1 (D).
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Figure 6.15 – Courbe de ROC obtenue par affinement, avec flexibilité du
récepteur (code pdb : 1rt4) en utilisant le champ de force AMBER, des poses
de docking générées par Dock 6.3.

virtuel.
Du fait de la flexibilité importante de la poche de fixation de la tran-

scriptase inverse, un affinement des poses de docking avec flexibilité partielle
du récepteur (code pdb : 1rt4) basé sur le champ de force AMBER a été
réalisé. Cette technique de post-processing est décrite dans le paragraphe 3.1.6
page 54. La courbe de ROC obtenue est présentée sur la figure 6.15, l’AUC
correspondante est donnée dans le tableau 6.3 page 143. L’AUC passe de
0,55 à 0,49 lorsque la flexibilité du récepteur est pris en compte. La flexi-
bilité du récepteur entrâıne une augmentation du taux de faux positifs. Ceci
est dû à une mauvaise évaluation des énergies d’interaction et au lissage des
différences énergétiques entre ligands et molécules leurres du fait de l’adapta-
tion excessive de la protéine à ces dernières. La flexibilité du récepteur n’est
pas facile à prendre en compte pour un processus de criblage où le but est de
sélectionner des molécules et donc de comparer des énergies entre différentes
molécules. Ce problème est différent lors de l’utilisation de l’outil de docking
dans la prévision de la conformation du ligand lié. Dans ce cas la prise en
compte de la flexibilité peut permettre de générer des conformations plus
proches des conformations déterminées expérimentalement.

L’utilisation de ces deux fonctions de score n’étant pas efficace dans la
sélection de molécules actives au sein de la chimiothèque, l’analyse des con-
tacts suivi du regroupement des molécules à partir de ceux ci ont été réalisés
par le logiciel AuPosSOM. Le résultat obtenu est présenté sous forme de
courbe de ROC sur la figure 6.16 page suivante.L’AUC correspondante est
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Figure 6.16 – Comparaison du filtre de score utilisant la fonction de score
implémentée dans Dock 6.3 (Grid Score) (ligne pointillée) et l’analyse de
contacts avec le logiciel AuPosSOM (ligne pleine).

donnée dans le tableau 6.3 page 143. Le regroupement des molécules par
analogie de contacts permet d’augmenter la sensibilité et la spécificité du
criblage. L’AUC passe de 0,55 pour l’analyse avec la fonction Grid Score à
0,76 avec l’analyse de contact. La courbe de ROC tracée sur la figure 6.16 est
obtenue avec un apprentissage avec l’ensemble des molécules de la chimiothèque
sur une carte de Kohonen de dimension 5 × 4. Les coordonnées des points
composant cette courbe sont déterminées en calculant pour chaque neurone
et ensemble de neurones, suivant le seuil T considéré (voir paragraphe 4.2.4
page 83), la sensibilité et la spécificité. Ainsi le nombre de points obtenus
est inférieur au nombre de neurones de la carte, ici vingt, et donc inférieur
au nombre de points obtenus pour la courbe de ROC tracée à partir du tri
par score de docking . Le calcul de l’AUC dépendant du nombre de points
de la courbe et sa précision augmentant avec l’augmentation de celui ci, la
comparaison des AUC est à faire avec précaution.

Une optimisation de l’apprentissage de la carte de Kohonen selon le pro-
tocole décrit sur la figure 6.1 page 114 a été réalisée. Le résultat de l’opti-
misation est présenté sur la figure 6.17 page suivante. Le gain obtenu par
un apprentissage utilisant une sous-chimiothèque de la chimiothèque initiale
n’est pas significatif pour la cible et la chimiothèque considérée. Ainsi un
calcul utilisant l’ensemble des données donne de suite le résultat optimum.

L’algorithme k-means a aussi été appliqué à ce criblage. Les résultats
sont présentés sur la figure 6.18 page 148 en comparaison avec l’algorithme
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Figure 6.17 – Optimisation de l’apprentissage (⊕) de la carte de Kohonen.
La ligne pleine correspond au protocole par défaut utilisant l’ensemble des
vecteurs d’entrée. La ligne pointillée correspond à un apprentissage avec le
sous-ensemble de vecteurs donnant le coefficient γ le plus faible. La figure de
droite est un agrandissement de la zone indiquée par le cercle sur la figure
de gauche.

SOM utilisé avec les paramètres par défaut. Les AUC correspondantes sont
reportées dans le tableau 6.3 page 143. L’algorithme k-means n’améliore
pas la sensibilité et la spécificité du criblage. L’utilisation des cartes de Ko-
honen donne de meilleurs résultats que l’algorithme k-means pour la cible
considérée.

L’influence des poses de docking jouant un rôle important dans l’anal-
yse des contacts et les différences importantes existant entre les différentes
fonctions de score (voir partie 3.1 page 41) nous ont conduit à tester un
autre logiciel de docking pour la structure 1rt4. Le logiciel Surflex Dock a été
utilisé pour réaliser cette étude. L’utilisation de la fonction de score native-
ment implémentée dans Surflex Dock n’améliore que très peu la qualité du
filtre par rapport au logiciel Dock (voir courbes de ROC sur la figure 6.19
page suivante et AUCs correspondantes sur le tableau 6.3 page 143).

Du fait que les poses générées lors d’un calcul de docking sont différentes
selon les logiciels utilisés, une nouvelle analyse de contacts peut être réalisée
sur les poses générées par Surflex Dock. Sur la figure 6.20 page 149, l’analyse
des contacts montre clairement une amélioration de la sensibilité et de la
spécificité du criblage ainsi effectué. L’AUC passe de 0,58 pour le filtre de
score, à 0,87 lorsque le logiciel AuPosSOM est utilisé (tableau 6.3 page 143).
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Figure 6.18 – Comparaison des algorithmes SOM (ligne pleine), k-means
avec k = 10 (ligne pointillée) et k-means avec k = 20 (ligne grise pointillée).
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Figure 6.19 – Comparaison du logiciel Surflex Dock (courbe noire) et
Dock (courbe grise) en utilisant une sélection par score avec les fonctions
implémentées dans chacun de ces deux logiciels.
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Figure 6.20 – Comparaison d’un criblage utilisant le score Surflex Dock
(ligne pointillée noire), et l’analyse de contact des poses générées par Surflex
Dock (ligne continue). Est rappelée en ligne pointillée grise la courbe obtenue
lors de l’analyse des contacts générées par Dock.

La comparaison de l’analyse des contacts par carte de Kohonen effectuée sur
les poses générées par Surflex Dock avec celles générées par Dock montre
une nette amélioration du processus de criblage lorsque Surflex Dock est
utilisé. L’AUC passe alors de 0,76 pour Dock à 0,87 pour Surflex Dock.
Ainsi le positionnement des molécules est meilleur avec le logiciel Surflex
Dock par rapport à la qualité des poses générées par Dock. Cependant cette
constatation n’est pas visible sur la qualité du scoring effectuée par Surflex
Dock par rapport à Dock (voir figure 6.19 page précédente). L’ensemble de
ces résultats montre l’importance de la qualité du docking dans le protocole
de sélection par homologie de contacts.

L’utilisation d’autres fonctions de score est souvent employée comme
étape de post-processing (voir partie 3.1.6 page 50). Afin de tester les per-
formances de ces fonctions de score par rapport aux résultats obtenus avec
le logiciel AuPosSOM, nous avons testé quatre fonctions de score, à savoir :
G Score, PMF Score, D Score et ChemScore. Pour la cible considérée ces
fonctions de score donnent de meilleurs résultats que la fonction interne à
Surflex Dock (voir figure 6.21 page suivante et tableau 6.3 page 143).

La comparaison de ces différentes fonctions de score avec l’analyse de con-
tact réalisée par AuPosSOM montre que celle ci permet d’obtenir le même
point de plus faible coefficient γ que la meilleure fonction de score de post-
processing, à savoir G Score, pour la cible considérée. Cependant, du fait
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Figure 6.21 – Comparaison des fonctions de score Surflex Dock (gris),
G Score (bleu), PMF Score (vert), D Score (jaune) et ChemScore (orange).
En rouge est représenté le résultat de l’analyse des contacts avec le logiciel
AuPosSOM.

du mode de tracé de la courbe de ROC il est impossible d’obtenir autant
de points que pour la courbe de ROC obtenue avec le score. Malgré ces
considérations techniques, les points de la courbe de ROC obtenus avec Au-
PosSOM montrent toujours une plus grande spécificité à sensibilité égale.



Chapitre 7

Recherche de nouveaux
anti-intégrase du VIH-1

7.1 Criblage virtuel sur l’intégrase du VIH-1

Le but de ce criblage est de trouver des inhibiteurs de l’intégrase. Il
doit aussi être capable de distinguer les inhibiteurs catalytiques des inhibi-
teurs non-catalytiques visant potentiellement l’inhibition de l’interaction en-
tre l’intégrase et le LEDGF. Ne connaissant pas le site de fixation de ces
derniers il est nécessaire de réaliser un docking sur l’ensemble de la sur-
face moléculaire de l’intégrase. Cette considération complique le protocole
de criblage virtuel et nécessite le développement d’une stratégie originale.
Nous allons envisager un protocole de docking à l’aveugle ou blind docking ,
englobant la totalité de la surface moléculaire.

7.1.1 Génération d’un modèle pour le récepteur

La structure pdb 2b4j [23] a été choisie comme cible pour effectuer le
criblage virtuel. Cette structure cristallographique donne les coordonnées
atomiques du dimère constitué de deux domaines catalytiques de l’intégrase
(CCD) en interaction avec deux domaines de liaison de l’intégrase (IBD) du
LEDGF. Cette structure est représentée sur la figure 7.1 page suivante.

Afin de docker les molécules sur l’ensemble de la surface moléculaire, y
compris sur la zone d’interface avec le LEDGF, les coordonnées atomiques
des deux IBD du LEDGF ont été retirées.

L’intégrase du VIH-1 catalyse deux réactions, à savoir, le transfert de
brin et le traitement de l’extrémité 3’ de l’ADN viral. Il a été démontré
que les deux réactions catalysées par l’intégrase nécessitent la présence de

151
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Figure 7.1 – Structure cristallographique (code pdb : 2b4j) du complexe
intégrase (CCD)·LEDGF (IBD). Le dimère d’intégrase CCD2 est représenté
au centre et est entouré de deux IBD du LEDGF. Les hélices α sont
représentées en rouge, les brins β en jaune et les boucles en vert.
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métaux bivalents comme le Mn2+ ou le Mg2+, ce dernier étant celui présent
physiologiquement [110]. Malgré le lancement du raltégravir en clinique la
structure des inhibiteurs en interaction avec l’intégrase n’est pas encore con-
nue [97].

La structure du complexe présentée dans la figure 7.1 page ci-contre a été
obtenue en l’absence de métaux bivalents au niveau du site actif de l’intégrase.
Afin de trouver de potentiels inhibiteurs catalytiques de cette molécule il est
nécessaire d’avoir un modèle où les deux ions magnésium sont présents au
niveau du site catalytique. Des travaux réalisés par Andrea Savarino [155]
propose un modèle théorique du domaine catalytique de l’intégrase en in-
teraction avec deux ions magnésium. Cette structure vient de la structure
cristallographique 1bl3 [109] qui donne les coordonnées atomiques du do-
maine catalytique de l’intégrase en interaction avec un magnésium. La struc-
ture de l’intégrase du virus du sarcome aviaire, structure 1vsh [15], a été
résolue en présence de deux cations bivalent au niveau du site actif. La su-
perposition de la structure 1bl3 avec la structure 1vsh a permis d’obtenir
un modèle pour le site actif de l’intégrase du VIH-1 en présence de deux
ions magnésium. Les différentes structures, 1bl3 et 1vsh, ainsi que le modèle
obtenu sont présentés en figure 7.2 page suivante.

Cependant le modèle obtenu par Savarino [155] n’est pas issu de la struc-
ture de l’intégrase en interaction avec le LEDGF, donc présente des différences
structurales au niveau de l’interface entre l’intégrase et le LEDGF. Un modèle
du complexe intégrase·LEDGF contenant deux ions magnésium au niveau
du site catalytique a été construit. Le logiciel Modeller [43] a été utilisé afin
d’obtenir une protéine modèle conservant la structure du site catalytique
du modèle de Savarino et la zone d’interaction avec le LEDGF intactes. La
figure 7.3a page 155 donne les fragments des deux structures de départ qui
ont été utilisés afin de produire le modèle du complexe intégrase·LEDGF
contenant deux ions magnésium. A partir de ces deux structures le pro-
gramme Modeller a permis de générer une structure modèle du complexe
intégrase·LEDGF contenant deux ions magnésium (figure 7.3b page 155).

La recherche de sites de fixation sur le dimère CCD2 a ensuite été réalisée
par le logiciel SiteHound (voir paragraphe 7.1.2 page 158). Dix-huit sites
potentiels de fixation (clusters) ont été trouvés, et les cinq de plus basses
énergies ont été conservés pour les études par docking (voir figure 7.4 page 156
et tableau 7.1 page suivante).

Le site 1, de plus basse énergie, est au niveau du site catalytique, ainsi que
le site 4. Ces deux sites entourent les deux ions magnésium, ceux ci n’étant
pas détecté par la sonde carbone EasyMIF utilisée. Ces deux sites stabilisent
la partie hydrophobe des composés se liant au site catalytique [164].

Le site 2, d’énergie et de volume comparables au site catalytique (cluster
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Figure 7.2 – Vue du site catalytique de l’intégrase du VIH-1, structure 1bl3
(A), de l’intégrase du virus du sarcome aviaire, structure 1vsh (B) et du
modèle d’intégrase contenant deux ions magnésium [155] (C) résultant de
l’étude par superposition des structures présentées en A et B.

n° cluster Énergie ( kcal · mol−1) Volume ( Å
3
) Position

1 -470,791 41 Catalytique
2 -466,102 42 Dimère
3 -399,180 39 W131
4 -217,053 19 Catalytique
5 -199,788 20 Poche LEDGF

Table 7.1 – Clusters identifiés par le logiciel SiteHound sur le dimère CCD2.
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(a) (b)

Figure 7.3 – Modélisation d’une structure chimère (b) entre la structure 2b4j
du complexe IN·LEDGF (en vert sur la figure a) et le modèle de l’intégrase
contenant les deux ions magnésium (en rouge sur la figure a). Le complexe
CCD2·LEDGF2 obtenu est présenté en b. Les ions magnésium sont mis en
évidence par les deux sphères vertes.
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AB

(a) Clusters 2, 3 et 5

Mg2+

(b) Clusters 1 et 4

Figure 7.4 – Sites de fixation prédits par le logiciel SiteHound sur le modèle
CCD2. Les couleurs froides indiquent les basses énergies (sites de fixation
stables), les couleurs chaudes les plus hautes énergies. Les clusters sont classés
par énergie croissante, du plus stable au moins stable. La ligne pointillée
indique la frontière entre les deux monomères A et B.
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Figure 7.5 – RMSD local entre la structure cristallographique du dimère
CCD2 (code pdb : 1bl3) et la structure du dimère CCD2 extraite de la struc-
ture cristallographique du complexe CCD2·IBD2 (code pdb : 2b4j).

1), se trouve au sein d’une cavité à l’interface entre les deux monomères du
dimère CCD2. L’interface entre les deux domaines CCD de l’intégrase font
l’objet de nombreuses recherches pour le développement d’inhibiteurs [159,
180]. Ce site est proche de l’hélice α1 qui est importante à la dimérisation de
l’intégrase. L’interaction homotope entre les hélices α1 des deux dimères est
importante à la dimérisation. Le peptide 97TAYFLLKLAGRW108 issu de la
séquence de l’hélice α1 empêche la dimérisation de l’intégrase [112].

Le site 3 est proche du tryptophane 131 (W131). Cet acide aminé hy-
drophobe est important dans la fixation du LEDGF. De plus le peptide
128AACWWAGIK136 a été identifié comme site de fixation d’inhibiteurs de
l’intégrase du VIH-1 [2]. De manière intéressante, le tryptophane 131 est
très exposé au solvant dans la structure cristallographique de l’intégrase non
complexée au LEDGF (code pdb : 1bl3 [109]), tandis qu’il est impliqué dans
l’interaction avec l’IBD du LEDGF dans la structure du complexe CCD·IBD
(code pdb : 2b4j – voir figure 2.6 page 29). Le calcul du RMSD local entre
ces deux structures montre que sa position est celle la plus influencée par la
fixation de l’IBD du LEDGF (voir figure 7.5).

Le site 5 reçoit la boucle 1 de liaison de l’intégrase de l’IBD du LEDGF
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(voir figure 7.1 page 152). Le peptide 361NSLKIDNLDV370, extrait de la
boucle de l’IBD du LEDGF, inhibe l’intégrase in-vitro et in-cellulo [65].

Ainsi sur les dix-huit sites trouvés par SiteHound les cinq premiers sites
– de plus basses énergies – sont tous reliés à des données bibliographiques
concernant l’inhibition de l’intégrase.

Cinq bôıtes de docking ont été créé afin d’effectuer les expériences de
docking . Le centre des bôıtes est confondu avec le barycentre de chacun
des clusters et le volume de la bôıte est ajusté au volume du cluster (voir
tableau 7.1 page 154).

7.1.2 Blind docking

Un premier blind docking a été réalisé sur la surface protéique du modèle
CCD2 généré comme décrit dans le paragraphe 7.1.1 page 151. Afin de réduire
la surface à explorer et d’éviter une divergence de l’ensemble des poses de
docking la grille de docking n’englobe qu’un monomère et la zone d’interface
entre les deux monomères constituant le dimère. Chaque docking permet de
générer vingt poses.

Un criblage d’une chimiothèque privée fournie par la société CellVir SAS
a été réalisé, en utilisant pour le docking le logiciel AutoDock 4.0. Le nombre
de composés dockés est de 4 260. L’analyse des empreintes de contact par le
logiciel AuPosSOM a permis de générer l’arbre présenté en figure 7.6 page
ci-contre. Les composés se liant potentiellement au niveau du site cataly-
tique sont facilement identifiables en analysant les empreintes de contact des
différentes branches. La branche indiquée par la légende ”composés cataly-
tiques” présente une empreinte caractéristique comme indiquée en figure 7.8d
page 161. Sur cette empreinte les trois acides aminés de la triade catalytique
– D64, D121 et E157 – sont contactés fréquemment.

La sélection de la branche contenant des composés ayant potentielle-
ment une activité anti-intégrase a été réalisée à l’aide d’une molécule (notée
CVR224) détectée par CellVir SAS comme ayant une activité anti-intégrase
non catalytique. Cette molécule a été dockée comme l’ensemble des molécules
de la chimiothèque et se retrouve dans la branche indiquée par la légende
”composés non catalytiques” sur la figure 7.6 page ci-contre.

Les 51 molécules constitutives des deux branches mises en évidence sur
la figure 7.6 page suivante ont ensuite étaient extraites de la chimiothèque
et les vecteurs correspondant ont servi à l’entrâınement d’une nouvelle carte
de Kohonen de dimension 5 × 4. Ce nouvel apprentissage permet de classer
plus précisément ces molécules. et de générer un arbre plus lisible. Le résultat
obtenu est présenté sur la figure 7.7 page 160. Cet arbre non enraciné montre
quatre branches distinctes qui correspondent respectivement au site proche
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Composés catalytiques

Composés non catalytiques

Figure 7.6 – Regroupement hiérarchique des molécules après analyse des
contacts des résultats d’un criblage virtuel de 4 260 composés sur le dimère
CCD2 de l’intégrase du VIH-1.
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Figure 7.7 – Arbre résultant de l’analyse AuPosSOM du blind docking ef-
fectué sur le dimère CCD2 de l’intégrase du VIH-1.
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Figure 7.8 – Empreintes caractéristiques des différents sites identifiés par
le logiciel AuPosSOM. La séquence des acides aminés est numéroté selon la
position dans la châıne et l’identifiant de la châıne (A ou B). Le numéro des
clusters SiteHound (voir tableau 7.1 page 154) correspondant à l’empreinte
est indiqué.

du tryptophane 131 (W131), au site à l’interface des deux monomères (dimère)
au site catalytique, et à un site mixte touchant à la fois l’interface de dimérisation
et le tryptophane 131 (W131 - Dimère). De manière intéressante ces quatre
sites avaient aussi été trouvé par l’analyse des MIFs par le logiciel SiteHound.
Les sites trouvés par l’analyse des contacts sont à mettre en relation avec les
clusters 1, 2 et 3 trouvés par le logiciel SiteHound. Ces clusters sont les 3 sites
de plus basse énergie (voir tableau 7.1 page 154) trouvés par le programme
SiteHound. Les graphiques présentés sur la figure 7.8 sont les empreintes
caractéristiques des sites identifiés.

L’empreinte du site W131 (figure 7.8a) montre que la majorité des poses
contacte la région du tryptophane 131 de la châıne A. Une faible proportion
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des poses, inférieure à 15% contacte aussi le monomère B.
L’empreinte du site ”W131 - dimère” (figure 7.8b page précédente) est

proche de l’empreinte du site W131. Cependant la zone de la châıne B con-
tactée peu fréquemment pour l’empreinte correspondant au site W131 est
contactée plus souvent pour ce site : 40% des poses contacte la châıne B.

L’empreinte caractéristique du site dimère (figure 7.8c page précédente)
montre qu’en moyenne plus de 30% des poses contacte la châıne B et 25% la
châıne A.

L’empreinte du site catalytique (figure 7.8d page précédente) présente
trois points de contact très fréquent. Ces trois points sont les trois acide-
aminés constitutifs de la triade catalytique de l’intégrase : D64, D121 et
E157.

Les distributions des contacts des sites W131, W131 - dimère et dimère
présentent des analogies. La distribution des contacts caractéristiques du site
catalytique présente moins d’homologie avec le reste des sites. Ceci est visible
directement par l’éloignement de la branche des catalytiques sur le graphique
en arbre présenté en figure 7.7 page 160.

La figure 7.9 page ci-contre donne la répartition de la fréquence des con-
tacts sur la structure tri-dimensionnelle du dimère CCD2 pour les différents
sites identifiés.

7.2 Étude par RMN des interactions ligands·-
intégrase du VIH-1

Les expériences RMN employées permettent de tester l’interaction avec
l’intégrase des molécules prédites comme active par les calculs réalisés lors du
criblage virtuel. Les séquences STD et WaterLOGSY permettent de mettre
en évidence une interaction mais donnent aussi accès à des informations
structurales concernant les distances entre protons du ligand et de la protéine.
La combinaison des données expérimentales RMN avec les données théoriques
de modélisation moléculaire devraient permettre de valider et d’affiner les
modèles.

7.2.1 Mise en évidence et études de ligands cataly-
tiques de l’intégrase

Étude du composé GS9137 comme ligand catalytique modèle

Le composé GS9137, dérivé de la famille des antibiotiques quinolones, est
un composé qui inhibe la réplication du VIH-1. Cette molécule est capable de
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(a) W131
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(b) W131 - Dimère
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(c) Dimère (d) Catalytique

Figure 7.9 – Empreintes caractéristiques des différents sites identifiés par le
logiciel AuPosSOM représentées sur la structure du dimère CCD2. Le code
couleur indique la fréquence de contact, les couleurs chaudes représentant
les fréquences élevées, les couleurs froides les basses fréquences. Les lignes
pointillées indiquent les frontières entre les deux monomères A et B.
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Figure 7.10 – Formule développée plane du GS9137

lier les cations magnésiums. Elle inhibe l’étape de transfert de brin du cycle
catalytique de l’intégrase du VIH-1 [154]. La formule développée plane du
GS9137 est donnée en figure 7.10. L’interaction du GS9137 avec le complexe
intégrase·LEDGF a été étudiée par RMN. Le spectre WaterLOGSY résultant
est donné en figure 7.11 page ci-contre. Le ratio concentration en ligand sur
concentration en protéine ([L]/[P ]) est de 100. L’expérience WaterLOGSY
met en évidence l’interaction entre le complexe intégrase·LEDGF et le com-
posé GS9137. Les signaux d’une impureté à 8,4 ppm, du DMSO à 2,7 ppm
et du glycérol à 3,6 ppm sont d’intensités négatives, signifiant que les NOEs
correspondant sont négatifs. Ces molécules ne se lient donc pas au complexe.

Le mode de liaison du composé GS9137 sur l’intégrase du VIH-1 reste
inconnu. Cependant la structure cristallographique de l’intégrase entière du
PFV, en interaction avec le GS9137, a été résolue très récemment (code PDB :
3l2u) [62].

Afin d’obtenir un modèle de liaison du GS9137 en interaction avec l’inté-
grase du VIH-1, ce composé a été docké sur la structure de l’intégrase obtenue
selon le protocole présenté dans le paragraphe 7.1.1 page 151. Le logiciel Dock
6.3 a été utilisé pour réaliser ce docking . La figure 7.12a page 166 montre la
conformation du GS9137, de plus basse énergie, prédite au sein du site actif de
l’intégrase du VIH-1 et la figure 7.12b page 166 montre en détail la liaison aux
cations magnésium dans cette structure de docking . La comparaison du mode
de liaison du GS9137 aux cations magnésium du site actif de l’intégrase du
VIH-1 avec les données expérimentales obtenues par diffraction des rayons X
sur le complexe entre l’intégrase du PFV et cette même molécule (figure 7.12c
page 166) montre des conformations comparables.

L’analyse du spectre WaterLOGSY en comparaison avec le spectre RMN
1D permet de déterminer les protons les plus en interaction avec la protéine.
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Figure 7.11 – Spectre WaterLOGSY-excitation-sculpting du GS9137 en
présence du complexe intégrase·LEDGF.
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(a) Docking du GS9137 sur l’intégrase
du VIH-1

(b) Détail de la structure de
docking montrant la liaison aux
cations magnésium du site actif

(c) Détail de la structure 3l2u
montrant la liaison aux cations
magnésium du site actif pour
l’intégrase du PFV

Figure 7.12 – Modèle de liaison du GS9137 au site actif de l’intégrase du
VIH-1 (a & b). Comparaison aux données cristallographiques obtenues pour
le complexe entre l’intégrase du PFV et le GS9137 (c).
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(a) Epitope mapping WaterLOGSY du GS9137 – en
noir –, comparé avec la structure de docking (fig-
ure 7.12a page précédente) – en gris –
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(b) Formule développée plane du GS9137

Figure 7.13

Une normalisation à 1 est appliquée aux protons les plus impliqués dans
l’interaction. La figure 7.13 donne les résultats de l’epitope mapping pour le
GS9137 en interaction avec le complexe intégrase·LEDGF. La pose de docking
considéré corrèle bien avec l’epitope mapping déterminé expérimentalement.
Le coefficient de corrélation est de 0,83. Les protons 1, 2, 5, 8 et 9 sont
fortement impliqués dans l’interaction avec l’intégrase. Le groupement iso-
propyl est impliqué dans des interactions de van de Waals avec la protéine.
L’epitope mapping montre clairement une orientation du motif quinolone du
coté de la protéine, qui s’explique par la chélation des cations magnesium
par celui ci. La groupement halobenzyle se positionne au sein d’une poche
et stabilise ainsi la structure. Ces résultats sont en accord avec la structure
cristallographique obtenue avec l’intégrase du PFV.

Découverte d’un nouveau ligand du site catalytique de l’intégrase

L’arbre présenté en figure 7.7 page 160 a permis de sélectionner un ensem-
ble de molécules pouvant potentiellement se fixer au niveau du site cataly-
tique de l’intégrase. L’étude de ces molécules par RMN a permis d’identifier la
molécule CVR161 comme ligand du site catalytique de l’intégrase. Le site de
fixation du CVR161 a été mis en évidence par l’utilisation de deux composés
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(a) Spectres WaterLOGSY du GS9137 seul (en vert) et du mélange CVR224/GS9137
(n/n : 0,5/1) (en noir).

CVR224

CVR161
GS9137

2.7 2.02.12.22.32.42.52.62.82.93.03.1

(b) Spectres WaterLOGSY du mélange CVR224/GS9137 (en bleu) et du mélange
CVR161/CVR224/GS9137 (n/n/n : 0,6/0,5/1) (en noir).

Figure 7.14 – Région aliphatique des spectres WaterLOGSY du GS9137, du
CVR224 et du CVR161 en interaction avec le complexe intégrase·LEDGF.

utilisés comme rapporteurs d’un site non catalytique et du site catalytique
de l’intégrase. Ces composés sont respectivement le CVR224 et le GS9137.

La figure 7.14a, montre que le CVR224 n’est pas en compétition avec
le GS9137. En effet l’ajout de CVR224 n’entrâıne pas une diminution du
signal WaterLOGSY du GS9137. Cependant l’ajout de CVR161 entrâıne une
diminution du signal du GS9137 mais n’influence pas le signal du CVR224
(figure 7.14b). Ce résultat met en évidence une compétition entre le GS9137
et le CVR161. Ces deux composés se lient donc au même site, donc le composé
CVR161 est bien un ligand du site catalytique comme prédit par le modèle
développé (voir figure 7.7 page 160). Des tests réalisés par la société CellVir
SAS ont corroboré ces résultats en montrant que le composé CVR161 possède
des propriétés inhibitrices de l’activité catalytique de transfert de brin de
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l’intégrase.
La structure de docking obtenue pour le composé CVR161 est présentée

sur la figure 7.15 page suivante. Comme pour le composé GS9137, le CVR161
chélate les deux ions magnésium du site actif de l’intégrase du VIH-1.

L’epitope mapping à partir du spectre WaterLOGSY a été réalisé pour le
CVR161 (voir figure 7.16 page 171). La comparaison avec la pose de docking
présenté en figure 7.15a page suivante montre une bonne corrélation des
données expérimentales et théoriques : le coefficient de corrélation est de
0,74. L’epitope mapping montre une faible implication du groupe méthyle de
la molécule ce qui est dû à l’orientation du CVR161 par la chélation des deux
cations magnésium.

7.2.2 Mise en évidence et études de ligands non cat-
alytiques de l’intégrase

Le composé CVR224 est un ligand du complexe intégrase·LEDGF, il
possède des propriétés anti-virales sur le VIH-1 mais ne se lie pas au niveau du
site catalytique, comme nous l’avons montré par les expériences de compétition
avec le composé du site catalytique GS9137 (voir figure 7.14a page précédente).

Afin de montrer que ce ligand se lie au niveau de l’intégrase, il est
nécessaire de réaliser des expériences RMN d’interaction en n’utilisant non
pas le complexe intégrase·LEDGF mais l’intégrase seule. Ces expériences sont
plus délicates à réaliser du fait de l’instabilité plus grande de l’intégrase
lorsqu’elle n’est pas complexée au LEDGF. De plus du fait que l’efficacité
du transfert d’aimantation par NOE augmente avec la masse moléculaire du
récepteur (voir partie 5.3 page 99), l’utilisation de l’intégrase seule (MM =
140 kDa, pour l’homodimère IN2 portant l’étiquette de purification MBP 1

[50]) est moins propice aux expériences de transfert d’aimantation que lorsque
le complexe intégrase·LEDGF est utilisé (MM = 250 kDa pour le complexe
IN2·LEDGF2 avec les étiquettes de purification GST et His6 respectivement
– voir partie 5.5.2 page 108).

Des expériences STD, WaterLOGSY et RNP ont été réalisées sur le
modèle intégrase seule, non complexé au LEDGF (voir figure 7.17 page 172).
L’ensemble des expériences RMN réalisées montre que le CVR224 interagit
avec l’intégrase du VIH-1. Les signaux des impuretés ne correspondant pas
aux signaux du CVR224 sont bien éliminées dans les expériences Water-
LOGSY, STD et RNP.

L’epitope mapping du CVR224 a été réalisé en considérant l’interac-
tion avec le complexe intégrase·LEDGF ainsi qu’avec l’intégrase seule. Les

1. Maltose Binding Protein
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(a) Docking du CVR161 sur l’intégrase
du VIH-1

(b) Détail de la structure de dock-
ing montrant la liaison aux cations
magnésium du site actif

N       

N       

O       
OH       

HN       

N       H

(c) Formule développée plane du
CVR161

Figure 7.15 – Modèle de liaison du CVR161 au site actif de l’intégrase du
VIH-1.
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(a) Epitope mapping WaterLOGSY du CVR161 – en
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(b) Formule développée plane du CVR161

Figure 7.16

résultats sont similaires en considérant les deux systèmes présentés. Les
résultats sont présentés sur la figure 7.18 page suivante. La formule du
composé CVR224 reste pour l’instant confidentielle. Ainsi, afin de pouvoir
présenter la répartition des points de contact sur ce ligand sans révéler la
formule chimique, les atomes ont été remplacés par des sphères. Mis à part
trois groupes, indiqués en vert sur la figure, l’ensemble des atomes semble im-
pliqué dans l’interaction avec l’intégrase. La répartition des intensités STD
relative, sur la structure du CVR224 permet de déterminer l’orientation du
ligand sur l’intégrase.

L’arbre présenté sur la figure 7.7 page 160 classe le CVR224 comme un
ligand du site W131 - Dimère. Afin d’affiner la prédiction nous pouvons
inclure dans le modèle les données d’epitope mapping obtenus pour ce ligand
en utilisant le protocole présenté dans la partie 5.4 page 106.

Un blind docking du CVR224 a été réalisé sur l’ensemble du dimère CCD2

de l’intégrase avec le logiciel AutoDock 4.0, selon le protocole décrit dans
le paragraphe 7.1.2 page 158. Afin d’échantillonner au maximum l’espace
conformationnel, cent poses de docking ont été générées.

L’arbre obtenu permettant de regrouper les poses de docking selon leur
similarité d’epitope mapping est représenté sur la figure 7.19a page 173. La
branche contenant le vecteur représentant les données expérimentales com-
porte 13 éléments, soit 12 poses de docking différentes. Afin de réduire le
nombre de poses sélectionnées, les 12 vecteurs correspondant ont été utilisés
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1D-ES INLEDGF
CVR224

1D-ES IN
CVR224

WaterLOGSY IN
CVR224

STD IN
CVR224

RNP IN
CVR224

CVR224 CVR224

Figure 7.17 – Spectres RMN du CVR224 en interaction avec l’intégrase
du VIH-1. Abbréviations : 1D-ES : spectre à une dimension utilisant la
méthode excitation-sculpting pour éliminer l’eau ; INLEDGF : complexe
intégrase·LEDGF ; IN : Intégrase du VIH1.

Figure 7.18 – Epitope mapping STD du CVR224. Le code couleur indique
le rapport de l’intensité du signal STD par rapport au signal 1D classique.
Rouge : R > 0, 9 ; orange : 0, 7 < R ≤ 0, 9 ; jaune : 0, 6 < R ≤ 0, 7 ; vert :
R ≤ 0, 6.
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(a) Regroupement de 100 poses de docking

(b) Regroupement des 12 poses de
docking identifiées ci-dessus

Figure 7.19 – Regroupement hiérarchique par carte de Kohonen, de dimen-
sion 5 × 4, des poses de docking de la molécule CVR224 sur l’intégrase du
VIH-1 et comparaison aux données expérimentales notées ”data”. La branche
contenant ces données est mise en évidence par la couleur rouge.
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B A

Figure 7.20 – Structure de docking du CVR224 sélectionnée selon les
données expérimentales d’epitope mapping. L’epitope mapping présenté en
figure 7.18 page 172 est reporté sur la structure tridimensionnelle du ligand
lié au récepteur.

pour entrâıner de nouveaux une carte de Kohonen de dimension 5 × 4. Le
résultat du regroupement est présenté en figure 7.19b page précédente.

La pose 75, la plus proche des données d’epitope mapping expérimentales,
est représentée sur la figure 7.20. Le composé CVR224 est ici docké sous le
tryptophane 131 proche du site d’interaction avec le LEDGF. Ce site de
liaison est intéressant pour plusieurs raisons :

– le tryptophane 131 est impliqué dans la liaison au LEDGF en formant
de nombreux contacts hydrophobes avec l’IBD et une liaison hydrogène
avec l’arginine 405 de l’IBD du LEDGF [23]

– la mutation W131A réduit les capacités de réplication du VIH-1 in
cellulo [17]

– la mutation W131A n’affecte pas l’activité enzymatique de transfert de
brin en l’absence de LEDGF [17]

– l’activité enzymatique n’est pas augmenté pour le mutant W131A lors
de l’ajout de LEDGF par rapport à l’enzyme non mutée [17]

Ainsi un phénomène allostérique pourrait entrâıner la dissociation du com-
plexe entre l’intégrase et le LEDGF ou au moins réduire l’affinité entre les
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deux protéines.
Cependant, malgré l’intérêt que représente ce site, plusieurs constatations

sont à prendre en considération :
– la corrélation entre l’epitope mapping et la pose de docking n’est pas

bonne comparée aux corrélations observées pour le site catalytique par
exemple ; ceci est visible sur l’arbre de la figure 7.19b page 173 : les
données expérimentales sont isolées du reste de l’arbre à l’extrémité
d’une branche de taille importante (d = 0, 93 pour une distance totale
normalisée à 1)

– la zone prédite pour ce composé d’après l’analyse statistique des con-
tacts n’est pas la zone W131 mais la zone ”W131 - Dimère” (voir fig-
ure 7.7 page 160), ainsi la pose retenue n’est pas fréquemment obtenue
par l’algorithme de docking

– la pose de plus basse énergie pour le docking considérée ne se trouve
pas au niveau du site retenu mais au niveau de la zone ”Dimère”.

Afin de comprendre ces résultats, il est nécessaire de prendre en con-
sidération la mutation de solubilité F185K [82] utilisée pour l’obtention des
cristaux d’intégrase pour les expériences de diffraction des rayons X. Cette
mutation de solubilité, absente des protéines utilisées pour les expériences
RMN, est localisée au niveau du site ”Dimère” de l’intégrase et peut donc
modifier les résultats de docking obtenus pour ce site. Un modèle d’intégrase,
généré avec le logiciel Modeller [43], ne présentant pas la mutation F185K a
été utilisé afin de réaliser les mêmes expériences de blind docking que celles
décrites ci-dessus. La structure obtenue sera noté intégrase-WT (Wild-Type)
dans la suite du manuscrit. Le regroupement des cent poses de docking selon
leur epitope mapping est donné en figure 7.21a page suivante et le regroupe-
ment itératif des 13 poses identifiées est représenté en figure 7.21b page suiv-
ante. L’analyse du sous arbre montre que la pose 46 est proche des données
expérimentales. En comparaison avec les résultats obtenus sur l’intégrase
portant la mutation F185K, les données expérimentales ne sont pas exclues
dans un neurone unique – représenté par une branche sans ramification – mais
sont regroupées avec les données extraites de la pose 46. Ceci montre une plus
grande corrélation des données avec la pose 46 générée sur l’intégrase-WT
que la pose 75 générée sur l’intégrase portant la mutation F185K. La pose de
docking sélectionnée est réprésenté sur la figure 7.22 page 177. Un ensemble
de données converge vers ce site ”Dimère” pour la fixation du CVR224 :

– ce site est énergétiquement favorable à la fixation d’un ligand (voir
figure 7.4 page 156)

– la pose du CVR224 sélectionnée correspond à la pose de plus basse
énergie

– les données d’epitope mapping corrèle bien avec la pose de docking
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(a) Regroupement de 100 poses de docking
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(b) Regroupement des 13 poses de
docking identifiées ci-dessus

Figure 7.21 – Regroupement hiérarchique par carte de Kohonen, de dimen-
sion 5× 4, des poses de docking de la molécule CVR224 sur l’intégrase-WT
et comparaison aux données expérimentales notées ”data”. La branche con-
tenant ces données est mise en évidence par la couleur rouge.
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B A

Figure 7.22 – Structure de docking du CVR224 sur l’intégrase-WT
sélectionnée selon les données expérimentales d’epitope mapping. L’epitope
mapping présenté en figure 7.18 page 172 est reporté sur la structure tridi-
mensionnelle du ligand lié au récepteur.
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Figure 7.23 – Région des déplacements chimiques des protons aromatiques
des spectres 1D classique (en noir) et STD (en rouge) du composé CVR16006
en interaction avec le complexe intégrase·LEDGF.

La phénylalanine 185 semble stabiliser le CVR224 en effectuant des interac-
tions hydrophobes avec ce composé. La position du site de liaison au niveau
de l’interface entre les deux monomères est cohérente avec l’hypothèse d’un
mode d’action allostérique du CVR224 [59]. La lysine 186, proche du site
de fixation identifié, est importante à la multimérisation de l’intégrase [13].
Des résultats récents ont montré que la mutation de la lysine 186 en glu-
tamine (K186Q) diminue l’affinité de l’intégrase pour le LEDGF [182]. Cette
diminution d’affinité est due à la perte de l’état oligomérique de l’intégrase
suite à la mutation K186Q. Le CVR224 pourrait agir sur la déstabilisation
des multimères d’intégrase ce phénomène se répercutant sur l’interaction avec
le LEDGF.

Le composé CVR16006, classé dans le même groupe que le composé
CVR224 (voir figure 7.7 page 160) s’est révélé positif d’après les expériences
d’interactions effectuées en RMN (voir figure 7.23). La comparaison entre
les poses de docking et les données expérimentales d’epitope mapping a été
réalisée comme pour le CVR224. Pour ce composé, 200 poses de docking
ont été générées et classées en utilisant une carte de Kohonen de dimension
20×10 (voir figure 7.24 page ci-contre). L’utilisation d’une carte plus grande
ici 20×10 contre 5×4, permet d’obtenir directement les poses les plus proches
des valeurs expérimentales. Trois poses de docking sont proches des données
expérimentales (poses 14, 99 et 145). Ces trois poses se retrouvent au niveau
du site ”Dimère” comme pour le composé CVR224. La pose de plus basse
énergie est représentée sur la figure 7.25a page 180. Une bonne corrélation –
de 0,68 – est observée entre l’epitope mapping expérimental et celui calculé à
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'pose 42'

'pose 14'

'pose 99'

'pose 145'

'Experimental Values'

'pose 17'

'pose 16'

'pose 85'

4.02

5.73

4.41

4.36

5.51

3.98

4.37

(b) Agrandissement de la zone de l’arbre contenant les données expérimentales (experi-
mental values)

Figure 7.24 – Regroupement hiérarchique par carte de Kohonen, de dimen-
sion 20× 10, des poses de docking de la molécule CVR16006 sur l’intégrase-
WT et comparaison aux données expérimentales notées experimental values.
La branche contenant ces données est mise en évidence par la couleur rouge.
L’histogramme bleu donne la valeur calculée du score de docking (fonction de
score native de Surflex-Dock). Plus cette valeur est grande plus le complexe
est stable.
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Figure 7.25 – (a) Structure de docking du CVR16006 sur l’intégrase-WT
sélectionnée selon les données expérimentales d’epitope mapping. L’epitope
mapping est reporté sur la structure tridimensionnelle du ligand lié au
récepteur. (b) Epitope mapping expérimental (noir) et calculé à partir de
la structure de docking (gris).
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Figure 7.26 – Relation entre le pIC50 = − log(IC50) de 25 composés CVR
et l’énergie libre de liaison ∆Gbind calculée par la méthode MM–GBSA (voir
paragraphe 3.1.6 page 53) pour les poses de docking correspondantes sur le
site ”Dimère”. La droite de régression linéaire, d’équation y = −1, 6 ·10−2x+
3, 6, est donnée pour l’ensemble des 25 points. Le coefficient R2 est de 0,81.

partir de la structure de docking (voir histogramme sur la figure 7.25b page
ci-contre).

Différents composés ont ensuite été développés par la société CellVir à
partir de la structure du CVR224 et du CVR16006. L’IC50 a été déterminée
pour l’ensemble de ces composés par des tests de dissociation entre l’IBD du
LEDGF et le CCD de l’intégrase suivis par FRET 2. Les IC50 des composés
présentant une activité se répartissent sur une gamme allant de 15 à 150 µM.
Vingt-cinq composés positifs pour ce test ont été dockés sur le site ”Dimère”
identifié pour les composés CVR224 et CVR16006. L’énergie d’interaction
∆Gbind a été évaluée à partir des structures de docking par la méthode MM–
GBSA détaillée dans le paragraphe 3.1.6 page 53. La relation entre l’énergie
d’interaction calculée et les données expérimentales pIC50 = − log(IC50)
est donnée sur le graphique de la figure 7.26. Une bonne corrélation (R2 =
0, 81) est présente entre les données expérimentales et théoriques calculées par
la méthode MM–GBSA. Ce résultat corrobore ceux précédemment obtenus
quand à la qualité de la prédiction du site de fixation de cette série de ligands.

2. Fluorescence Resonance Energy Transfer
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Conclusion et perspectives
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Chapitre 8

AuPosSOM : conclusion et
perspectives

Beaucoup de stratégies de criblage virtuel reposent sur le tri par le score
des conformations générées par un logiciel de docking . Cependant l’évaluation
des énergies d’interaction reste difficile à prédire et les fonctions de score
donnent souvent des valeurs ”lissées”, afin de s’adapter au plus grand nombre
de cibles protéiques.

L’utilisation des informations de contacts ligand·récepteur, afin de trier
les molécules, permet de s’affranchir du problème de la fonction de score.
L’approche développée au sein du logiciel AuPosSOM repose sur l’analyse
des contacts entre ligand et récepteur et l’utilisation de ces informations afin
de trier de manière automatique et non supervisée les molécules. L’étude
de différentes cibles (protéase, transcriptase inverse, intégrase du VIH-1 et
thrombine humaine) montre que le tri selon les contacts donne des résultats
plus sensibles et plus spécifiques que le tri selon le score.

Cette nouvelle approche utilise l’ensemble des poses générées par le logi-
ciel de docking . L’analyse statistique de la répartition des poses apporte la
composante entropique à cette méthode. En effet, la fréquence selon laque-
lle une conformation est retrouvée, est liée au terme entropique de l’énergie
de liaison de cette molécule [19]. Une pose qui se retrouve fréquemment est
liée à une entropie favorable dans le processus de liaison au récepteur. Cette
fréquence se retrouve dans la valeur des éléments du vecteur de la molécule
et leur distribution.

La méthode de regroupement des molécules par homologie de contacts
utilise les cartes de Kohonen. Le processus itératif de l’algorithme correspon-
dant permet d’éliminer les poses qui ne sont retrouvées que peu fréquemment.
La comparaison avec un autre algorithme de clustering, de type k-means ,
montre de moins bon résultats pour ce dernier, surtout lorsque les poses sont

185
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dispersées.
Des approches par contact ont aussi été développées par d’autres groupes.

L’approche majeure est l’approche SIFt 1 [37]. Cette approche utilise une
autre méthode de regroupement des molécules basée sur le coefficient de
Tanimoto. Du fait de la méthode de comparaison des vecteurs, l’analyse doit
se faire sur une seule pose par molécule, ce qui soulève le problème de la
sélection de celle ci. De plus, une molécule témoin, dont la conformation
liée au sein du site de fixation est connue, est nécessaire afin de générer une
empreinte de référence.

La méthode de regroupement hiérarchique par carte de Kohonen permet
aussi la comparaison du mode de fixation de petites molécules organiques
par rapport à des peptides ligands. Cette approche a été utilisée avec succès
dans la découverte d’inhibiteurs de la β-TrCP, suite du travail de thèse de
Julien Pons [144].

Le logiciel AuPosSOM a été valorisé par son dépôt à l’Agence pour la
Protection des Programmes (APP) (voir figure 8.1 page suivante).

Le logiciel AuPosSOM est téléchargeable sur le site internet :
http ://www.aupossom.com,
et peut être directement utilisé en ligne sans installation préalable.

L’amélioration de la qualité du regroupement par homologie de contact est
en cours de réalisation. Celle ci passe par la prise en considération des liaisons
électrostatiques et l’affinement des vecteurs descriptifs des interactions.

1. Structural Interaction Fingerprints

http://www.aupossom.com
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Figure 8.1 – Dépôt APP du logiciel AuPosSOM
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Chapitre 9

Vers de nouveaux inhibiteurs
de l’intégrase du VIH-1

La combinaison de données expérimentales RMN avec des outils de modé-
lisation moléculaire a permis de proposer un site de fixation pour de nou-
velles molécules ciblant l’intégrase du VIH-1. Ces molécules possèdent des
propriétés inhibitrices de l’interaction entre intégrase et LEDGF. Le site de
fixation identifié se trouve à l’interface entre les deux domaines catalytiques
de l’intégrase (CCD), à 20 Å de l’interface IBD·CCD (voir figure 9.1 page
suivante).

Ainsi l’action de l’inhibiteur sur le LEDGF ne peut se faire par compétition
entre l’inhibiteur et l’IBD du LEDGF pour le site sur le dimère CCD2. Afin
de comprendre le mécanisme potentiel de cette inhibition il est nécessaire de
considérer l’organisation tétramérique de l’intégrase, celle-ci impliquant ses
domaines N-terminaux (NTDs).

La structure de docking présentée en figure 9.1 page suivante a été alignée
avec la structure de l’intégrase du MVV à deux domaines (NTD-CCD) com-
plexée à l’IBD du LEDGF (code pdb : 3hph, voir figure 9.2a page suivante).
L’inhibiteur se retrouve placé à un point crucial pour l’organisation tétra-
mérique de l’intégrase (voir figure 9.2b page suivante). La poche de fixation
est en partie confondue avec le site d’interaction NTD·CCD responsable de
la tétramérisation de l’intégrase. De plus, cette interaction NTD·CCD est
nécessaire à la stabilisation du complexe intégrase·LEDGF et explique la
haute affinité du LEDGF pour l’intégrase [108].

De plus le site identifié cöıncide avec quatre acides aminés (W132, M178,
F181 et F185), impliqués dans une interaction π nécessaire à l’intégration de
l’ADN viral et à l’infection par le VIH-1 [3] (voir figure 9.3 page 191).

Le mécanisme d’action envisagé pour ces inhibiteurs est un mode d’ac-
tion allostérique. L’IBD du LEDGF se lie au dimère CCD2 de l’intégrase.
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CCD

CCD
IBD

IBD

I

Figure 9.1 – Site de fixation présumé des inhibiteurs identifiés comme actif
sur la dissociation du complexe IN·LEDGF. Seules les domaines CCD de
l’intégrase et IBD du LEDGF sont présents pour la structure du récepteur
(code pdb : 2b4j).

IBD IBD

IBD

IBD

NTD

NTDNTD
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Figure 9.2 – (a) : Alignement de la structure de docking d’un inhibiteur
identifié avec la structure du complexe NTD-CCD·IBD (code pdb : 3hph) de
l’intégrase du MVV. (b) : Modèle simplifié de la structure (a).
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F185

F181

W132

M178

I

Figure 9.3 – Interactions π impliquant les résidus W132, M178, F181 et
F185 de l’intégrase du VIH-1. Le monomère A est en vert et le monomère B
est en cyan. Un des inhibiteurs identifiés (I) est en orange.

Cette fixation entrâınerait l’apparition de l’interface NTD·CCD interdimère
[66], ceci expliquant la stimulation de la tétramérisation de l’intégrase par le
LEDGF. Ce contact interdimère NTD·CCD stabilise dans un même temps le
complexe entre l’intégrase et le LEDGF du fait de l’établissement d’un con-
tact NTD·IBD. Ainsi la fixation d’une molécule inhibitrice au point clé du
contact interdimère NTD·CCD empêcherait la formation du tétramère actif
et la stabilisation concomitante du complexe entre l’intégrase et le LEDGF.



192 CHAPITRE 9. NOUVEAUX INHIBITEURS DE L’INTÉGRASE
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Chapitre 10

Codes sources

10.1 Génération des vecteurs

Ensembles de fonctions permettant la génération des vecteurs.

scripts/vector builder.py

1 #! / usr / b in /env python
2 # −*− coding : u t f−8 −*−
3 a u t h o r = ” Guillaume Bouvier <gui l laume . bouvier@univ−p a r i s 5 .

f r> \n Gi ldas Bertho”
4 d a t e = ”01 October 2008”
5 v e r s i o n = ” 1 .0 ”
6 import os
7 import s h u t i l
8 import glob
9 import h bond ca lc

10 import hydrophob ic contact s
11 import readconf
12 import re
13 from Bio .PDB import *

14 import progre s sbar
15 import u s e r i n t e r f a c e
16 import autodockScore
17
18 def i n t e r l e a v i n g v e c t o r (* v ec to r s ) :
19 ”””
20 re turn an i n t e r l e a v e d v e c t o r o f v e c t o r s .
21 For exemple : i n t e r l e a v i n g v e c t o r ( [ 1 , 2 , 3 ] , [ 4 , 5 , 6 ] , [ 7 , 8 , 9 ] ) =

[ 1 , 4 , 7 , 2 , 5 , 8 , 3 , 6 , 9 ]
22 ”””
23 i n t e r l e a v e d v e c t o r = [ ]
24 for i in range ( l en ( ve c to r s [ 0 ] ) ) :
25 for vec to r in ve c to r s :
26 i n t e r l e a v e d v e c t o r . append ( vec to r [ i ] )
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27 return i n t e r l e a v e d v e c t o r
28
29 def mean vector (* v ec to r s ) :
30 ”””
31 re turn a mean v e c t o r o f the v e c t o r s .
32 For exemple : mean vector ( [ 1 , 2 , 3 ] , [ 4 , 5 , 6 ] , [ 7 , 8 , 9 ] ) = [ 4 . 0 ,

5 . 0 , 6 . 0 ]
33 ”””
34 i f type ( v e c t o r s [ 0 ] ) != tup l e :
35 mean vector = [ sum ( [ f l o a t ( vec to r [ i ] ) for vec to r in v ec to r s ] )

/ l en ( ve c to r s ) for i in range ( l en ( ve c to r s [ 0 ] ) ) ]
36 return mean vector
37 else :
38 ve c t o r s = v ec t o r s [ 0 ]
39 mean vector = [ sum ( [ f l o a t ( vec to r [ i ] ) for vec to r in v ec to r s ] )

/ l en ( ve c to r s ) for i in range ( l en ( ve c to r s [ 0 ] ) ) ]
40 return mean vector
41
42 def l i g a n d v e c t o r ( l igand name , h bond = True , hydrophobic = True

, minimum = False ) :
43 ”””
44 output : i n t e r l e a v e d v e c t o r : [H, h ,H, h , . . . ] , where H i s an

Hydrogen bound c o n t a c t and h an hydrophobic c o n t a c t
45 ”””
46 os . chd i r ( l igand name )
47 i f minimum == False :
48 l i s t p d b = glob . g lob ( ’ * [ 0 −9 ] . pdb ’ )
49 l i s t p d b . extend ( glob . g lob ( ’ * [ 0 −9 ] [0 −9 ] . pdb ’ ) )
50 l i s t p d b . extend ( glob . g lob ( ’ * [0−9] [0−9] [0−9] . pdb ’ ) )
51 i f ’%s . pdb ’ % ligand name in l i s t p d b :
52 l i s t p d b . remove ( ’%s . pdb ’ % ligand name )
53 e l i f minimum == True :
54 s t r u c t L i s t = autodockScore . r e adSco r eF i l e ( l igand name , ’ . . /

AuPosSOM analysis/AuPosSOM. s co r e ’ )
55 l i s t p d b = [ ]
56 for s t r u c t in s t r u c t L i s t :
57 l i s t p d b . extend ( glob . g lob ( ’ * %s . pdb ’ % s t r u c t ) )
58 i f ’%s . pdb ’ % ligand name in l i s t p d b :
59 l i s t p d b . remove ( ’%s . pdb ’ % ligand name )
60 h bonds = ( )
61 hydrophobics = ( )
62 t e s t v a r = True
63 for pdb in l i s t p d b :
64 par s e r = PDBParser ( )
65 try :
66 s t r u c t u r e = par s e r . g e t s t r u c t u r e ( ’ complex ’ , pdb )
67 except :
68 t e s t v a r = False
69 print ”\n\n\n\nError in s t r u c t u r e %s \n” % pdb
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70 vec to r = ’ERROR’
71 break
72 i f h bond :
73 h bonds = h bonds + ( h bond ca lc . make Hbond vector (

h bond ca lc . f ind Hbond ( s t r u c t u r e ) , s t r u c t u r e ) , )
74 i f hydrophobic :
75 hydrophobics = hydrophobics + ( hydrophob ic contact s .

make hydrophobic vector ( hydrophob ic contact s .
f i nd hydrophob i c con tac t s ( s t r u c t u r e ) , s t r u c t u r e ) , )

76 i f h bond and t e s t v a r :
77 mean h bonds = mean vector ( h bonds )
78 i f hydrophobic and t e s t v a r :
79 mean hydrophobics = mean vector ( hydrophobics )
80 i f h bond and hydrophobic and t e s t v a r :
81 vec to r = i n t e r l e a v i n g v e c t o r ( mean h bonds , mean hydrophobics

)
82 e l i f hydrophobic and t e s t v a r and not h bond :
83 vec to r = mean hydrophobics
84 e l i f h bond and t e s t v a r and not hydrophobic :
85 vec to r = mean h bonds
86 os . chd i r ( ’ . . / . ’ )
87 return vec to r
88
89 def r e a d l i g a n d i n p u t f i l e ( ) :
90 ”””
91 re turn a v e c t o r c o n t a i n i n g the name o f l i g a n d s
92 ”””
93 # read c o n f i g u r a t i o n f i l e AuPosSOM. conf to o b t a i n the name o f

the f i l e c o n t a i n i n g l i g a n d names
94 c o n f l = readconf . openconf f ( ’AuPosSOM. conf ’ )
95 c o n f l = readconf . e x t r a c t c o n f f i l e ( con f l , ’ Docking parameters ’ )
96 l i g a n d i n p u t f i l e n a m e = readconf . readva lue ( con f l , ’

l i g a n d s l i s t ’ )
97 l i g a n d i n p u t f i l e = open ( ’%s ’ % l i g a n d i n p u t f i l e n a m e , ’ r ’ )
98 l i g a n d s l i s t = l i g a n d i n p u t f i l e . r e a d l i n e s ( )
99 l i g a n d i n p u t f i l e . c l o s e ( )

100 l i g a n d s l i s t = [ l i gand . s t r i p ( ) for l i gand in l i g a n d s l i s t i f
l i gand . s t r i p ( ) != ’ ’ and re . f i n d a l l ( r ’#’ , l i gand . s t r i p ( ) )
== [ ] and re . f i n d a l l ( r ’<\w*> ’ , l i gand . s t r i p ( ) ) == [ ] ]

101 return l i g a n d s l i s t
102
103 def ALL vectors ( l i g a n d s l i s t , h bond = True , hydrophobic = True ,

minimum = False ) :
104 ## Progress bar
105 l i gand = ’ l i gand ’
106 widgets = [ ’ Bui ld ing Vectors ’ , p rog r e s sbar . Percentage ( ) ,

p rog re s sbar . Bar ( marker=’=’ , l e f t=’ [ ’ , r i g h t=’ ] ’ ) , p rog re s sbar
.ETA( ) ]

107 pbar = progre s sbar . ProgressBar ( widgets=widgets , maxval=len (
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l i g a n d s l i s t ) )
108 pbar . s t a r t ( )
109 barre = 0
110 ##
111 A L L v e c t o r s l i s t = [ ]
112 for l i gand in l i g a n d s l i s t :
113 #w i d g e t s = [ ’ ’ , p r o g r e s s b a r . Percentage ( ) , p r o g r e s s b a r . Bar (

marker =’=’ , l e f t = ’ [ ’ , r i g h t = ’ ] ’ ) , p r o g r e s s b a r .ETA( ) ]
114 #pbar = p r o g r e s s b a r . ProgressBar ( w i d g e t s=widgets , maxval=l e n (

l i g a n d s l i s t ) )
115 #A L L v e c t o r s l i s t . append ( l i g a n d v e c t o r ( l i gand , h bond ,

hydrophobic , minimum) )
116 try :
117 l i g v e c t = l i g a n d v e c t o r ( l igand , h bond , hydrophobic ,

minimum)
118 i f l i g v e c t != ’ERROR’ :
119 A L L v e c t o r s l i s t . append ( l i g v e c t )
120 e l i f l i g v e c t == ’ERROR’ :
121 print ’ Unable to open pdb f i l e .\ nVector gene ra t i on w i l l s top

HERE ! ! ! P lease re−run AuPosSOM in append mode a f t e r having
c o r r e c t e d the problem .\n
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! VECTOR GENERATION

ABORTED ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! \ n\n\n\n ’
122 break
123 except UnboundLocalError , e r r o r :
124 print ”\n\n\n\nNo l i gand in s t r u c t u r e ( or l i gand name i s

UNK) f o r : %s \nVector gene ra t i on w i l l s top HERE ! ! !
P lease re−run AuPosSOM in append mode a f t e r having
c o r r e c t e d the problem .\n
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! VECTOR GENERATION
ABORTED ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! \

nUnboundLocalError : %s \n\n\n”%(l igand , e r r o r )
125 os . chd i r ( ’ . . / . ’ )
126 break
127 except OSError , e r r o r :
128 print ”\n\n\n\nError f o r l i gand %s \nVector gene ra t i on w i l l

s top HERE ! ! ! P lease re−run AuPosSOM in append mode
a f t e r having c o r r e c t e d the problem .\n
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! VECTOR GENERATION
ABORTED ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! \ nOSError

: %s \n\n\n”%(l igand , e r r o r )
129 break
130 #e x c e p t :
131 #p r i n t ’\n\n\n\nUNKNOWN ERROR ( to be c o r r e c t e d ) f o r l i g a n d

: %s\n ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! VECTOR GENERATION ABORTED
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! \ n\n\n\n’% l i g a n d

132 ##os . c h d i r ( ’ . . / . ’ )
133 #break
134 barre = barre + 1
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135 pbar . update ( barre )
136 pbar . f i n i s h ( )
137 return A L L v e c t o r s l i s t
138
139
140 def m a k e v e c t o r f i l e ( h bond = True , hydrophobic = True , minimum

= False ) :
141 l i g a n d s l i s t = r e a d l i g a n d i n p u t f i l e ( )
142 print ’Number o f molecu le s : %s \n ’ % len ( l i g a n d s l i s t )
143 u s e r i n t e r f a c e . makedirectory ( ’ AuPosSOM analysis ’ )
144 ALL vec to r s f i l e , mode = u s e r i n t e r f a c e . o p e n w r i t e F i l e ( ’

AuPosSOM analysis/ ALL vectors ’ )
145 i f mode == ’ a ’ :
146 r e a d v e c t o r s f i l e = open ( ’ AuPosSOM analysis/ ALL vectors ’ , ’ r ’ )
147 alreadyDone = [ re . s p l i t ( ’ ’ , v ) [ −1 ] . s t r i p ( ) for v in

r e a d v e c t o r s f i l e . r e a d l i n e s ( ) i f l en ( re . s p l i t ( ’ ’ , v ) ) > 1 ]
148 for l i gand in alreadyDone :
149 l i g a n d s l i s t . remove ( l i gand )
150 print ’Number o f new l i g a n d s : %s \n ’ % len ( l i g a n d s l i s t )
151 i f l en ( l i g a n d s l i s t ) == 0 :
152 os . abort ( )
153 i t e r l i g a n d = i t e r ( l i g a n d s l i s t )
154 A L L v e c t o r s l i s t = ALL vectors ( l i g a n d s l i s t , h bond ,

hydrophobic , minimum)
155 i f mode != ’ a ’ :
156 A L L v e c t o r s f i l e . wr i t e ( ’%s \n ’ % len ( A L L v e c t o r s l i s t [ 0 ] ) )
157 for vec to r in A L L v e c t o r s l i s t :
158 for e in vec to r :
159 A L L v e c t o r s f i l e . wr i t e ( ’%s ’ % e )
160 A L L v e c t o r s f i l e . wr i t e ( ’%s \n ’ % i t e r l i g a n d . next ( ) )
161 A L L v e c t o r s f i l e . c l o s e ( )
162
163 def o p t i m i z e v e c t o r s ( v e c t o r f i l e ) :
164 s h u t i l . copy ( v e c t o r f i l e , ’ ALL vectors . raw ’ )
165 v e c t o r s f = open ( v e c t o r f i l e , ’ r ’ )
166 v e c t o r s l = v e c t o r s f . r e a d l i n e s ( )
167 v e c t o r s f . c l o s e ( )
168 os . remove ( v e c t o r f i l e )
169 v e c t o r s l = [ re . s p l i t ( ’ ’ , e ) for e in v e c t o r s l ]
170 numbers = [ [ f l o a t ( f ) for f in e [ : −1 ] ] for e in v e c t o r s l

] [ 1 : ]
171 sum = [ ]
172 for i in range ( l en ( numbers [ 0 ] ) ) :
173 S = 0
174 for v in numbers :
175 S = S + v [ i ]
176 sum . append (S)
177 c = 0
178 nonzeros index = [ ]
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179 for e in sum :
180 i f e != 0 :
181 nonzeros index . append ( c )
182 c = c +1
183 v e c t o r s f = open ( v e c t o r f i l e , ’w ’ )
184 opt imizedvec to r s = [ ]
185 v e c t o r s l = v e c t o r s l [ 1 : ]
186 for v in v e c t o r s l :
187 opt imizedvector = [ ]
188 for i in nonzeros index :
189 opt imizedvector . append ( v [ i ] )
190 opt imizedvector . append ( v [−1])
191 opt imizedvec to r s . append ( opt imizedvector )
192 card = len ( opt imizedvec to r s [ 0 ] ) − 1
193 v e c t o r s f . wr i t e ( ’%d\n ’ % card )
194 for v in opt imizedvec to r s :
195 for e in v [ : − 1 ] :
196 v e c t o r s f . wr i t e ( ’%s ’ % e )
197 v e c t o r s f . wr i t e ( ’%s ’ % v [−1])
198
199 def unique ( seq ) :
200 #l a f o n c t i o n permet d ’ e l i m i n e r l e s e lements i d e n t i q u e s d

’ une l i s t e
201 checked = [ ]
202 for e in seq :
203 i f e not in checked :
204 checked . append ( e )
205 return checked
206
207 def t emp la t e vec to r ( s t r u c t u r e F i l e , r , n ) :
208 ”””
209 Make a temp la te v e c t o r from a temp la te s t r u c t u r e .

s t r u c t u r e F i l e i s a pdb f i l e which i s a temp la te . For
example an Xray s t r u c t u r e . r i s a r a d i u s . Define the area
in which i n t e r a c t i o n s are c a l c u l a t e d .

210 ”””
211 par s e r = PDBParser ( )
212 s t r u c t u r e = par se r . g e t s t r u c t u r e ( ’XR’ , s t r u c t u r e F i l e )
213 atomProt l i s t = [ ]
214 a toml i s t = [ ]
215 for model in s t r u c t u r e :
216 for chain in model :
217 for r e s i d u e in chain :
218 i f i s a a ( r e s i d u e ) == False :
219 l i gand = r e s i d u e
220 else :
221 for atom in r e s i d u e :
222 atomProt l i s t . append ( atom )
223 for atom in r e s i d u e :
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224 a toml i s t . append ( atom )
225 sequence = unique ( [ e . g e t pa r ent ( ) . g e t f u l l i d ( ) for e in

atomProt l i s t ] )
226 templa te d i co = h bond ca lc . FindContact ( s t ruc ture , r )
227 vec to r = templa te d i co . va lue s ( )
228 contac t s = [ ]
229 for v in vec to r :
230 for e in v :
231 s eq id = e . ge t pa r ent ( ) . g e t f u l l i d ( )
232 contac t s . append ( s eq id )
233 contac t s = unique ( contac t s ) #amino a c i d s contac ted by the

l i g a n d w i t h i n a sphere o f r angstrom
234 for aa in sequence :
235 i f aa in contac t s :
236 sequence [ sequence . index ( aa ) ] = 1
237 else :
238 sequence [ sequence . index ( aa ) ] = 0
239 temp la t e vec to r = sequence
240 i f n == 2 :
241 templa t e vec to r = i n t e r l e a v i n g v e c t o r ( template vector ,

t emp la t e vec to r )
242 print ’ template vec to r l ength : %s ’ % len ( t emp la t e vec to r )
243 return t emp la t e vec to r
244
245 def mult ip lyv ( v1 , v2 ) :
246 c=0
247 m = [ ]
248 for e in v1 :
249 m. append ( e*v2 [ c ] )
250 c = c + 1
251 return m
252
253 def f i l t e r w i t h t e m p l a t e ( v e c t o r f i l e , t emp la t e vec to r ) :
254 ”””
255 Modify ALL vectors f i l e to c o n s i d e r on ly i n t e r a c t i o n s d e t e c t e d

i n t o t e m p l a t e v e c t o r
256 ”””
257 s h u t i l . copy ( v e c t o r f i l e , ’ ALL vectors . raw ’ )
258 v e c t o r s f = open ( v e c t o r f i l e , ’ r ’ )
259 v e c t o r s l = v e c t o r s f . r e a d l i n e s ( )
260 v e c t o r s f . c l o s e ( )
261 os . remove ( v e c t o r f i l e )
262 v e c t o r s l = [ re . s p l i t ( ’ ’ , e ) for e in v e c t o r s l ]
263 v e c t o r s l = v e c t o r s l [ 1 : ]
264 f i l t e r e d v e c t o r s = [ ]
265 for v in v e c t o r s l :
266 v1 = v [ : −1 ]
267 v1 = [ f l o a t ( e ) for e in v1 ]
268 v2 = templa t e vec to r
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269 m = mult ip lyv ( v1 , v2 )
270 m. append ( v [−1])
271 f i l t e r e d v e c t o r s . append (m)
272 v e c t o r s f = open ( v e c t o r f i l e , ’w ’ )
273 card = len ( t emp la t e vec to r )
274 v e c t o r s f . wr i t e ( ’%d\n ’ % card )
275 for v in f i l t e r e d v e c t o r s :
276 for e in v [ : − 1 ] :
277 v e c t o r s f . wr i t e ( ’%s ’ % e )
278 v e c t o r s f . wr i t e ( ’%s ’ % v [−1])
279 v e c t o r s f . c l o s e ( )

Script de calcul des liaisons hydrogènes à partir des coordonnées d’un
complexe protéine·ligand au format pdb.

scripts/h bond calc.py

1 #! / usr / b in /env python
2 # −*− coding : u t f−8 −*−
3 ”””
4 Module f o r h−bonds c a l c u l a t i o n
5 ”””
6 a u t h o r = ” Guillaume Bouvier <gui l laume . bouvier@univ−p a r i s 5 .

f r> \n Gi ldas Bertho”
7 d a t e = ”01 October 2008”
8 v e r s i o n = ” 1 .0 ”
9

10 from optparse import OptionParser
11 from Bio .PDB import *

12 import readconf
13 import math
14
15 def FindContact ( s t ruc ture , r ad iu s ) :
16 ”””
17 Find c o n t a c t s between a l i g a n d and the prote in , w i t h i n a r a d i u s

in angstrom .
18 input : − s t r u c t u r e pdb f i l e read by the command :
19 parser = PDBParser ( )
20 s t r u c t u r e = parser . g e t s t r u c t u r e ( ’ complex ’ , f i l ename . pdb )
21 − r a d i u s
22 output = { ’ l i g a n d atom 1 ’ : [ atom i , atom j , . . . ] , ’ l i g a n d atom

2 ’ : [ atom k , atom l , . . . ] } , where ’ atom x ’ are atoms o f
the p r o t e i n .

23 ”””
24 atomProt l i s t = [ ]
25 a toml i s t = [ ]
26 for model in s t r u c t u r e :
27 for chain in model :
28 for r e s i d u e in chain :
29 i f i s a a ( r e s i d u e ) == False :
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30 i f r e s i d u e . get resname ( ) . s t r i p ( ) == ’Mg ’ :
31 print ’ Not yet implemented : Mg element w i l l be ignored ’
32 else :
33 l i gand = r e s i d u e
34 else :
35 for atom in r e s i d u e :
36 atomProt l i s t . append ( atom )
37 for atom in r e s i d u e :
38 a toml i s t . append ( atom )
39
40 atomLigandl i s t = [ ]
41 for atomLigand in l i gand :
42 atomLigandl i s t . append ( atomLigand )
43 cente r = NeighborSearch ( atomProt l i s t )
44 contac t s = {}
45 for i in range ( l en ( atomLigandl i s t ) ) :
46 atomLigand = atomLigandl i s t [ i ]
47 atomProt = cente r . s earch ( atomLigandl i s t [ i ] . g e t coo rd ( ) , r ad iu s

)
48 contact = {atomLigand : atomProt}
49 contac t s . update ( contact )
50 return contac t s
51
52 def f i nd dono r s ( s t r u c t u r e ) :
53 ”””
54 I f AutoDock has been used , on ly p o l a r H are p r e s e n t s ! ! !
55 output : g i v e a l i s t o f donors and hydrogen .
56 ”””
57 HList = [ ]
58 ALLatomlist = [ ]
59 for model in s t r u c t u r e :
60 for chain in model :
61 for r e s i d u e in chain :
62 for atom in r e s i d u e :
63 ALLatomlist . append ( atom )
64 i f atom . get name ( ) [ 0 ] == ’H ’ :
65 HList . append ( atom )
66
67 removeList , bond = find Nquat ( HList , ALLatomlist )
68 for atoms in removeList :
69 bond . remove ( atoms )
70 DH l i s t = bond
71 DH l i s t = format DHList ( DH l i s t )
72 return DH l i s t
73
74 def format DHList ( DH l i s t ) :
75 f i n d r e p l a c e l i s t = [ ]
76 for atoms in DH l i s t :
77 atomtype = [ e . get name ( ) [ 0 ] for e in atoms ]
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78 i f atomtype . index ( ’H ’ ) == 0 :
79 f i n d = atoms
80 r e p l a c e = [ atoms [ 1 ] , atoms [ 0 ] ]
81 f i n d r e p l a c e l i s t . append ( [ f ind , r e p l a c e ] )
82 for e in f i n d r e p l a c e l i s t :
83 DH l i s t . remove ( e [ 0 ] )
84 DH l i s t . append ( e [ 1 ] )
85 return DH l i s t
86
87 def f ind Nquat ( HList , ALLatomlist ) :
88 ”””
89 Find quaternary n i t r o g e n s in an Hydrogen atom l i s t ( HList .
90 ALLatomlist i s the l i s t o f a l l atoms in the s t r u c t u r e
91 ouput : NquatLis t : l i s t o f quaternary Nitrogen , wi th l i n k e d

atoms .
92 bond : l i s t o f a l l bonded atoms with the H
93 ”””
94 ALLatomSearch = NeighborSearch ( ALLatomlist )
95 bond = [ ]
96 for atom in HList :
97 bond . append ( ALLatomSearch . search ( atom . ge t coo rd ( ) , 1 . 5 ) )
98 bondTEMP = bond
99 for e in bond :

100 atomname = [ f . get name ( ) [ 0 ] for f in e ]
101 i f atomname . count ( ’H ’ ) == 2 :
102 bondTEMP. remove ( e )
103 for f in atomname :
104 i f f != ’H ’ :
105 try :
106 heteroatom = e [ atomname . index ( f ) ]
107 e . remove ( heteroatom )
108 except IndexError :
109 print ” l i s t index out o f range ”
110 print ” Error in hbond calc . py : f ind Nquat ”
111 d i s t a n c e s = [ ]
112 distatom = {}
113 for g in e :
114 d i s t ance = heteroatom−g
115 d i s t a n c e s . append ( d i s t ance )
116 distatom . update ({ ’%s ’ % d i s t anc e : g })
117 bondTEMP. append ( [ heteroatom , distatom [ ’%s ’ % min ( d i s t a n c e s )

] ] )
118 bond = bondTEMP
119 removeList = [ ]
120 for atoms in bond :
121 atomstype = [ h . get name ( ) [ 0 ] for h in atoms ]
122 i f atomstype . count ( ’N ’ ) >= 1 :
123 i f l en ( ALLatomSearch . search ( atoms [ atomstype . index ( ’N ’ ) ] .

g e t coo rd ( ) , 1 . 6 ) ) > 4 :
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124 Nquat = atoms
125 removeList . append ( Nquat )
126 NquatList = removeList
127 return NquatList , bond
128
129
130 def f ind bound ( a toml i s t ) :
131 ”””
132 Find c o v a l e n t bounds in an a t o m l i s t accord ing to d i s t a n c e
133 ”””
134 ALLatomSearch = NeighborSearch ( a toml i s t )
135 boundatomsDict = {}
136 for atom in a toml i s t :
137 boundatoms = ALLatomSearch . search ( atom . ge t coo rd ( ) , 1 . 5 )
138 boundatomsDict . update ({atom : boundatoms })
139 return boundatomsDict
140
141
142 def f i n d a c c e p t o r s ( s t r u c t u r e ) :
143 NOFSatomlist = [ ]
144 ALLatomlist = [ ]
145 for model in s t r u c t u r e :
146 for chain in model :
147 for r e s i d u e in chain :
148 for atom in r e s i d u e :
149 ALLatomlist . append ( atom )
150 i f atom . get name ( ) [ 0 ] == ’O’ or atom . get name ( ) [ 0 ] == ’N ’

or atom . get name ( ) [ 0 ] == ’F ’ or atom . get name ( ) [ 0 ] == ’S
’ :

151 NOFSatomlist . append ( atom )
152 ALLatomSearch = NeighborSearch ( ALLatomlist )
153 A l i s t = [ ]
154 for atom in NOFSatomlist :
155 boundatoms = ALLatomSearch . search ( atom . ge t coo rd ( ) , 1 . 8 )
156 # f i n d quaternary N and f i n d SO, SO2 and SO3 groups
157 i f atom . get name ( ) [ 0 ] == ’O’ or atom . get name ( ) [ 0 ] == ’F ’ :
158 A l i s t . append ( atom )
159 else :
160 i f not ( ( ( ’N ’ in [ e . get name ( ) [ 0 ] for e in boundatoms ] and

l en ( boundatoms ) == 5) == True ) or ( ( ’S ’ in [ e . get name ( )
[ 0 ] for e in boundatoms ] and ’O ’ in [ e . get name ( ) [ 0 ] for e
in boundatoms ] ) == True ) ) :

161 A l i s t . append ( atom )
162 return A l i s t
163
164 def s p l i t A l i s t ( A l i s t ) :
165 ”””
166 S p l i t an a c c e p t o r s l i s t i n t o two l i s t s : one l i s t f o r the

p r o t e i n and one l i s t f o r the l i g a n d
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167 ”””
168 A l i s t l i g a n d = [ ]
169 A l i s t p r o t e i n = [ ]
170 for atom in A l i s t :
171 i f i s a a ( atom . ge t par ent ( ) ) :
172 A l i s t p r o t e i n . append ( atom )
173 else :
174 A l i s t l i g a n d . append ( atom )
175 return A l i s t p r o t e i n , A l i s t l i g a n d
176
177 def s p l i t D H l i s t ( DH l i s t ) :
178 D H l i s t l i g a n d = [ ]
179 D H l i s t p r o t e i n = [ ]
180 for atoms in DH l i s t :
181 i f i s a a ( atoms [ 1 ] . g e t pa r ent ( ) ) :
182 D H l i s t p r o t e i n . append ( atoms )
183 else :
184 D H l i s t l i g a n d . append ( atoms )
185 return DH l i s t p ro t e in , D H l i s t l i g a n d
186
187 def make dict ( DH l i s t ) :
188 ”””
189 Make a d i c t i o n a r y from a D H l i s t . Format : { ’ atom ID r e s i d u e ID

chain ID ’ : [D, H]}
190 ”””
191 DH dict = {}
192 for e in DH l i s t :
193 DH dict . update ({ ’%s %s %s ’ % ( e [ 1 ] , e [ 1 ] . g e t pa r ent ( ) , e [ 1 ] .

g e t pa r ent ( ) . g e t pa r ent ( ) ) : e })
194 return DH dict
195
196 def f ind Hbond ( s t r u c t u r e ) :
197 DH l i s t = f ind dono r s ( s t r u c t u r e )
198 A l i s t = f i n d a c c e p t o r s ( s t r u c t u r e )
199 A l i s t p r o t e i n , A l i s t l i g a n d = s p l i t A l i s t ( A l i s t )
200 DH l i s t p ro t e in , D H l i s t l i g a n d = s p l i t D H l i s t ( DH l i s t )
201 # read parameters from AuPosSOM. conf f i l e
202 c o n f l = readconf . openconf f ( ’ . . / AuPosSOM. conf ’ )
203 c o n f l = readconf . e x t r a c t c o n f f i l e ( con f l , ’ H bond ca l cu la t i on ’ )
204 r = f l o a t ( readconf . readva lue ( con f l , ’ r ’ ) )
205 #p r i n t ’ I d e a l d i s t a n c e = %s angstrom ’ % r
206 D r i d e a l = f l o a t ( readconf . readva lue ( con f l , ’ D r i d e a l ’ ) )
207 D r max = f l o a t ( readconf . readva lue ( con f l , ’ D r max ’ ) )
208 #p r i n t ’Maximum d i s t a n c e d e v i a t i o n = %s angstrom ’ % D r max
209 a i d e a l = f l o a t ( readconf . readva lue ( con f l , ’ a ’ ) )
210 #p r i n t ’ I d e a l ang l e = %s degree ’ % a i d e a l
211 D a idea l = f l o a t ( readconf . readva lue ( con f l , ’ D a idea l ’ ) )
212 D a max = f l o a t ( readconf . readva lue ( con f l , ’ D a max ’ ) )
213 #p r i n t ’Maximum ang le d e v i a t i o n = %s degree ’ % D a max
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214 # DH : pro t ; A : l i g a n d
215 DH dict prote in = make dict ( D H l i s t p r o t e i n )
216 H l i s t p r o t e i n = [ e [ 1 ] for e in D H l i s t p r o t e i n ]
217 #p r i n t H l i s t p r o t e i n
218 DH prot atomSearch = NeighborSearch ( H l i s t p r o t e i n )
219 d i s t a n c e a n g l e v e c t o r = [ [ atom , DH prot atomSearch . search (

atom . ge t coo rd ( ) , r + D r max ) ] for atom in A l i s t l i g a n d ]
220 # d i s t a n c e a n g l e v e c t o r format : [ [ atom ligand , [ atom prot1 ,

atom prot2 , . . . ] , [ d1 , d2 ] ] , . . . ] , where d1 i s the d i s t a n c e
between atom prot1 and atom l igand

221 for e in d i s t a n c e a n g l e v e c t o r :
222 d = [ ]
223 a = [ ]
224 for h in e [ 1 ] :
225 # h i s an hydrogen o f the p r o t e i n
226 d . append (h − e [ 0 ] )
227 # f i n d the bounded atom to h
228 key = ’%s %s %s ’ % (h , h . g e t pa r ent ( ) , h . g e t pa r ent ( ) .

g e t pa r ent ( ) )
229 vectorD = DH dict prote in [ key ] [ 0 ] . g e t v e c t o r ( )
230 vectorH = DH dict prote in [ key ] [ 1 ] . g e t v e c t o r ( )
231 vectorA = e [ 0 ] . g e t v e c t o r ( )
232 a . append ( ( c a l c a n g l e ( vectorD , vectorH , vectorA ) ) *180/math . p i

)
233 e . append (d)
234 e . append ( a )
235 # DH : l i g a n d ; A : pro t
236 DH dict l i gand = make dict ( D H l i s t l i g a n d )
237 H l i s t l i g a n d = [ e [ 1 ] for e in D H l i s t l i g a n d ]
238 A prot atomSearch = NeighborSearch ( A l i s t p r o t e i n )
239 d i s t a n c e a n g l e v e c t o r l i g a n d = [ [ atom , A prot atomSearch .

search ( atom . ge t coo rd ( ) , r + D r max ) ] for atom in
H l i s t l i g a n d ]

240
241 for e in d i s t a n c e a n g l e v e c t o r l i g a n d :
242 d = [ ]
243 a = [ ]
244 for h in e [ 1 ] :
245 # h i s an accep tor o f the p r o t e i n
246 # e [ 0 ] i s an hydrogen o f the l i g a n d
247 d . append (h − e [ 0 ] )
248 # f i n d the bounded atom to h
249 key = ’%s %s %s ’ % ( e [ 0 ] , e [ 0 ] . g e t pa r ent ( ) , e [ 0 ] . g e t pa r ent

( ) . g e t pa r ent ( ) )
250 vectorD = DH dict l igand [ key ] [ 0 ] . g e t v e c t o r ( )
251 vectorH = DH dict l igand [ key ] [ 1 ] . g e t v e c t o r ( )
252 vectorA = h . g e t v e c t o r ( )
253 ang le = ( c a l c a n g l e ( vectorD , vectorH , vectorA ) ) *180/math . p i
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254 i f ( ang le > ( a i d e a l − D a max ) and ang le < ( a i d e a l +
D a max ) ) :

255 a . append ( ang le )
256 e . append (d)
257 e . append ( a )
258 d i s t a n c e a n g l e v e c t o r . extend ( d i s t a n c e a n g l e v e c t o r l i g a n d )
259 d i s t a n c e a n g l e v e c t o r = [ e for e in d i s t a n c e a n g l e v e c t o r i f e

[ 3 ] != [ ] ]
260 #p r i n t d i s t a n c e a n g l e v e c t o r
261 return d i s t a n c e a n g l e v e c t o r
262
263 def unique ( seq ) :
264 #l a f o n c t i o n permet d ’ e l i m i n e r l e s e lements i d e n t i q u e s d

’ une l i s t e
265 checked = [ ]
266 for e in seq :
267 i f e not in checked :
268 checked . append ( e )
269 return checked
270
271 def make Hbond vector ( d i s t a n c e a n g l e v e c t o r , s t r u c t u r e ) :
272 sequence = [ ]
273 for model in s t r u c t u r e :
274 for chain in model :
275 for r e s i d u e in chain :
276 i f i s a a ( r e s i d u e ) :
277 sequence . append ( [ r e s idue , chain ] )
278 res idues Hbonded = [ ]
279 for e in d i s t a n c e a n g l e v e c t o r :
280 for f in e [ 1 ] :
281 res idues Hbonded . append ( [ f . g e t pa r ent ( ) , f . g e t pa r ent ( ) .

g e t pa r ent ( ) ] )
282 counte r vec t = [ [ r e s idue , res idues Hbonded . count ( r e s i d u e ) ] for

r e s i d u e in res idues Hbonded ]
283 counte r vec t = unique ( counte r vec t )
284 for e in counte r vec t :
285 sequence [ sequence . index ( e [ 0 ] ) ] = e [ 1 ]
286 vec to r = [ ]
287 for e in sequence :
288 i f type ( e ) != i n t :
289 vec to r . append (0 )
290 else :
291 vec to r . append ( e )
292 return vec to r
293
294 #parser = OptionParser ( )
295 #parser . add opt ion (”− f ” , ”−−p d b F i l e ” , d e s t=”p d b f i l e n a m e ” , h e l p

=”pdb f i l e o f the r e c e p t o r in complex wi th the l i g a n d ” ,
metavar=”r e c e p t o r l i g a n d . pdb ”)
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296 #( opt ions , args ) = parser . p a r s e a r g s ( )
297
298
299 #parser = PDBParser ( )
300 #s t r u c t u r e = parser . g e t s t r u c t u r e ( ’ complex ’ , o p t i o n s .

p d b f i l e n a m e )
301 #r a d i u s = 3
302 ##FindContact ( s t r u c t u r e , r a d i u s )
303
304 #h b o n d l i s t = find Hbond ( s t r u c t u r e )
305 #make Hbond vector ( h b o n d l i s t , s t r u c t u r e )

Script de calcul des contacts hydrophobes à partir des coordonnées d’un
complexe protéine·ligand au format pdb.

scripts/hydrophobic contacts.py

1 #! / usr / b in /env python
2 a u t h o r = ” Guillaume Bouvier <gui l laume . bouvier@univ−p a r i s 5 .

f r> \n Gi ldas Bertho”
3 d a t e = ”01 October 2008”
4 v e r s i o n = ” 1 .0 ”
5 from optparse import OptionParser
6 from Bio .PDB import *

7 import h bond ca lc
8 import readconf
9

10 def f i nd hydrophob i c con tac t s ( s t r u c t u r e ) :
11 ”””
12 Give hydrophobic c o n t a c t s between a l i g a n d and a p r o t e i n in a

s t r u c t u r e .
13 Output : A d i c t i o n n a r y o f c o n t a c t s :
14 {Ligand Atom1 : [ [ [ Prot Atom1 , Residue , . . . ] , . . . ] , [ d i s t a n c e

Ligand Atom1 − Prot Atom1 , . . . ] ]}
15 ”””
16 # read parameters from AuPosSOM. conf f i l e
17 c o n f l = readconf . openconf f ( ’ . . / AuPosSOM. conf ’ )
18 c o n f l = readconf . e x t r a c t c o n f f i l e ( con f l , ’ hydrophobic contact ’ )
19 r hydrophobe = f l o a t ( readconf . readva lue ( con f l , ’ r hydrophobe ’ ) )
20
21 contac t s = h bond ca lc . FindContact ( s t ruc ture , r hydrophobe )
22 l i gatoms = contac t s . keys ( )
23 hydrophob ic contact s = {}
24 for atom in l i gatoms :
25 i f atom . get name ( ) [ 0 ] == ’C ’ or atom . get name ( ) [ 0 ] == ’S ’ :
26 contac t s [ atom ] = [ e for e in contac t s [ atom ] i f ( e . get name ( )

[ 0 ] == ’C ’ or e . get name ( ) [ 0 ] == ’S ’ ) ]
27 contac t s [ atom ] = [ [ e , e . g e t pa r ent ( ) ] for e in contac t s [ atom ]

i f i s aa hydrophob i c ( e . g e t pa r ent ( ) ) ]
28 hydrophob ic contact s . update ({atom : contac t s [ atom ] } )
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29 l i ghydrophob i c = hydrophob ic contact s . keys ( )
30 for atom in l i ghydrophob i c :
31 i f hydrophob ic contact s [ atom ] == [ ] :
32 hydrophob ic contact s . pop ( atom )
33 else :
34 d i s t a n c e s = [ e [ 0 ] − atom for e in hydrophob ic contact s [ atom ]

]
35 hydrophob ic contact s [ atom ] = [ hydrophob ic contact s [ atom ] ,

d i s t a n c e s ]
36 return hydrophob ic contact s
37
38
39 def i s aa hydrophob i c ( r e s i d u e ) :
40 ”””
41 re turn True i f the r e s i d u e i s an hydrophobic aa , e l s e re turn

False
42 ”””
43 aa hydrophobe = [ ’ALA’ , ’VAL’ , ’ ILE ’ , ’LEU ’ , ’MET’ , ’PHE’ , ’TYR

’ , ’TRP’ , ’CYS ’ , ’GLY’ , ’PRO’ , ’ HIS ’ ]
44 # Warning : H i s t i d i n e cou ld be protonated
45 i f r e s i d u e . get resname ( ) in aa hydrophobe :
46 return True
47 else :
48 return False
49
50 def unique ( seq ) :
51 #l a f o n c t i o n permet d ’ e l i m i n e r l e s e lements i d e n t i q u e s d

’ une l i s t e
52 checked = [ ]
53 for e in seq :
54 i f e not in checked :
55 checked . append ( e )
56 return checked
57
58 def make hydrophobic vector ( hydrophobic contacts , s t r u c t u r e ) :
59 sequence = [ ]
60 for model in s t r u c t u r e :
61 for chain in model :
62 for r e s i d u e in chain :
63 i f i s a a ( r e s i d u e ) :
64 sequence . append ( [ r e s idue , chain ] )
65 c o n t a c t r e s i d u e s = [ ]
66 for atom in hydrophob ic contact s . keys ( ) :
67 c o n t a c t r e s i d u e s . extend ( [ [ e [ 1 ] , e [ 1 ] . g e t pa r ent ( ) ] for e in

hydrophob ic contact s [ atom ] [ 0 ] ] )
68 count contact = [ ]
69 for r e s i d u e in c o n t a c t r e s i d u e s :
70 count r e s i due = c o n t a c t r e s i d u e s . count ( r e s i d u e )
71 count contact . append ( [ r e s idue , c oun t r e s i due ] )
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72 count contact = unique ( count contact )
73 #p r i n t c o u n t c o n t a c t
74 for e in count contact :
75 sequence [ sequence . index ( e [ 0 ] ) ] = e [ 1 ]
76 #v e c t o r = [0 f o r e in sequence i f type ( e ) != i n t ]
77 vec to r = [ ]
78 for e in sequence :
79 i f type ( e ) != i n t :
80 vec to r . append (0 )
81 else :
82 vec to r . append ( e )
83 return vec to r
84
85 #parser = OptionParser ( )
86 #parser . add opt ion (”− f ” , ”−−p d b F i l e ” , d e s t=”p d b f i l e n a m e ” , h e l p

=”pdb f i l e o f the r e c e p t o r in complex wi th the l i g a n d ” ,
metavar=”r e c e p t o r l i g a n d . pdb ”)

87 #( opt ions , args ) = parser . p a r s e a r g s ( )
88
89 #parser = PDBParser ( )
90 #s t r u c t u r e = parser . g e t s t r u c t u r e ( ’ complex ’ , o p t i o n s .

p d b f i l e n a m e )
91
92 #h y d r o p h o b i c c o n t a c t s = f i n d h y d r o p h o b i c c o n t a c t s ( s t r u c t u r e )
93 #p r i n t make hydrophob ic vec tor ( h y d r o p h o b i c c o n t a c t s , s t r u c t u r e )

Script de calcul des liaisons hydrogènes et contacts hydrophobes à par-
tir des coordonnées d’un complexe protéine·ligand utilisant des fonctions
implémentées au sein du logiciel UCSF-Chimera

scripts/contacts.py

1 #! / usr / b in /env python
2 # −*− coding : u t f−8 −*−
3 # f o r chimera 1.4
4 from chimera import runCommand
5 r e c f i l e = ” rec charged . mol2”
6 l i g f i l e = ” dock conformers . mol2”
7 #runCommand(” open 0 r e c e p t o r . pdb ”)
8 runCommand( ”open 0 %s ”%r e c f i l e )
9 runCommand( ”open 1 %s ”%l i g f i l e )

10 runCommand( ”hbonds intramodel f a l s e d i s t S l o p 0 .65 ang leS lop 80
s a v e F i l e hbonds . txt namingStyle s e r i a l ” )

11 runCommand( ” f i n d c l a s h #0 over l apCuto f f 0 s a v e F i l e contac t s . txt
namingStyle s e r i a l ” )

12 runCommand( ” c l o s e 1” )
13 runCommand( ” c l o s e 0” )
14 #f o r ligNum in range (1 , 1001) :
15 #runCommand(” open 1 l i g a n d .%03d . pdb” % ligNum )
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16 #runCommand(” hbonds intramode l f a l s e s a v e F i l e l i g a n d .%03d .
hbonds ” %

17 #ligNum )
18 #runCommand(” c l o s e 1”)

Script permettant la création et la simplification des vecteurs ainsi que le
formatage du fichier de vecteurs.

scripts/makeMeanVectors.py

1 #!/ usr / b in /env python
2 # −*− coding : u t f−8 −*−
3 import re
4 import numpy
5 import os
6 #import p r o g r e s s b a r
7
8 pro t e in mo l2 f = open ( ’ r e c charged . mol2 ’ , ’ r ’ )
9 p ro t e i n mo l2 l = pro t e in mo l2 f . r e a d l i n e s ( )

10 p ro t e in mo l2 f . c l o s e ( )
11
12 dock mol2f = open ( ’ dock conformers . mol2 ’ , ’ r ’ )
13 dock mol2l = dock mol2f . r e a d l i n e s ( )
14 dock mol2f . c l o s e ( )
15
16
17 def posesCounter ( mol name , dock names ) :
18 #nposes = 0
19 nposes = dock names . count ( mol name )
20 #f o r e in dock names :
21 #i f e == mol name :
22 #nposes = nposes + 1
23 return nposes
24
25 def i n t e r l e a v i n g v e c t o r (* v ec to r s ) :
26 ”””
27 re turn an i n t e r l e a v e d v e c t o r o f v e c t o r s .
28 For exemple : i n t e r l e a v i n g v e c t o r ( [ 1 , 2 , 3 ] , [ 4 , 5 , 6 ] , [ 7 , 8 , 9 ] ) =

[ 1 , 4 , 7 , 2 , 5 , 8 , 3 , 6 , 9 ]
29 ”””
30 i n t e r l e a v e d v e c t o r = [ ]
31 n = len ( ve c t o r s [ 0 ] )
32 for i in range ( l en ( ve c to r s [ 0 ] ) ) :
33 #p r i n t ’ I n t e r l e a v i n g v e c t o r s : %s/%s ’%( i , n)
34 for vec to r in v ec to r s :
35 i n t e r l e a v e d v e c t o r . append ( vec to r [ i ] )
36 return i n t e r l e a v e d v e c t o r
37
38 def w r i t e F i l e ( vector s , mol names ) :
39 try :



10.1. GÉNÉRATION DES VECTEURS 213

40 os . mkdir ( ’ AuPosSOM analysis ’ )
41 except OSError :
42 pass
43 o u t f i l e = open ( ’ AuPosSOM analysis/ ALL vectors ’ , ’w ’ )
44 o u t f i l e . w r i t e l i n e s ( ’%s \n ’%len ( ve c to r s [ mol names [ 0 ] ] ) )
45 for mol name in mol names :
46 vec to r = ve c t o r s [ mol name ]
47 for e in vec to r :
48 o u t f i l e . w r i t e l i n e s ( ’ %.2 f ’%e )
49 o u t f i l e . w r i t e l i n e s ( ’%s \n ’%mol name )
50 o u t f i l e . c l o s e ( )
51
52 def o p t i m i z e v e c t o r s ( vectors , mol names ) :
53 sumV = [ 0 for e in range ( l en ( ve c to r s [ mol names [ 0 ] ] ) ) ]
54 lv1 = len ( ve c t o r s [ mol names [ 0 ] ] )
55 n = len ( ve c t o r s [ mol names [ 0 ] ] )
56 for i in range ( l en ( ve c to r s [ mol names [ 0 ] ] ) ) :
57 print ’ S imp l i f y i ng v e c to r s : %s/%s ’%( i +1 ,2*n)
58 for mol name in mol names :
59 sumV[ i ] = sumV[ i ] + ve c t o r s [ mol name ] [ i ]
60 iv = [ ]
61 for i in range ( l en (sumV) ) :
62 print ’ S imp l i f y i ng v e c to r s : %s/%s ’%(n+i +1 ,2*n)
63 i f sumV[ i ] == 0 :
64 iv . append ( i )
65 for mol name in mol names :
66 ve c t o r s [ mol name ] = numpy . d e l e t e ( v e c t o r s [ mol name ] , i v )
67 lv2 = len ( ve c t o r s [ mol names [ 0 ] ] )
68 r = f l o a t ( lv2 ) / f l o a t ( lv1 )
69 print ’ Vectors s i m p l i f i e d ( r a t i o : %s ) ’%r
70 #i = 0
71 #w h i l e i < l e n (sumV) :
72 #p r i n t ’ S i m p l i f y i n g v e c t o r s : %s/%s ’%( i , l e n (sumV) )
73 #i f sumV[ i ] == 0:
74 #sumV. pop ( i )
75 #f o r mol name in mol names :
76 ##v e c t o r s [ mol name ] . pop ( i )
77 #numpy . d e l e t e ( v e c t o r s [ mol name ] , i )
78 #e l s e :
79 #i = i + 1
80
81
82 # read and e x t r a c t in format ions from p r o t e i n mol2 f i l e
83 for l i n e in pr o t e i n mo l2 l :
84 i f re . f i n d a l l ( ’@<TRIPOS>MOLECULE’ , l i n e ) :
85 #p r i n t l i n e
86 i = pr o t e i n mo l2 l . index ( l i n e )
87 mol name = pr o t e i n mo l2 l [ i +1] . s t r i p ( )
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88 num atoms = i n t ( p r o t e i n mo l2 l [ i +2] . s t r i p ( ) . s p l i t ( ’ ’ ) [ 0 ] . s t r i p ( )
)

89 mol type = pr o t e i n mo l2 l [ i +3] . s t r i p ( )
90 charge type = p ro t e i n mo l2 l [ i +4] . s t r i p ( )
91 print mol name , num atoms , mol type , charge type
92 del pr o t e i n mo l2 l
93
94 # read and e x t r a c t the t o t a l number o f dock ing ( num docks ) and

the t o t a l number o f mo lecu les ( num mols ) and the names o f the
molecu les ( mol names [ ] ) , and the name o f the molecu les wi th

docking redundancy ( dock names [ ] )
95 num docks = 0
96 mol names = [ ]
97 dock names = [ ]
98 i = −1
99 for l i n e in dock mol2l :

100 i = i + 1
101 i f re . f i n d a l l ( ’@<TRIPOS>MOLECULE’ , l i n e ) :
102 num docks = num docks + 1
103 mol name = dock mol2l [ i +1] . s t r i p ( )
104 dock names . append ( mol name )
105 i f mol name not in mol names :
106 mol names . append ( mol name )
107 #p r i n t num docks
108 num mols = len ( mol names )
109 del dock mol2l
110
111 # c r e a t e ’ zero v e c t o r s ’ f o r each l i g a n d −− h−bonds ( hb ) and

hydrophob ics ( hp )−−
112 hb vec to r s = {}
113 #h p v e c t o r s = {}
114 for mol name in mol names :
115 hb vec to r s . update ({mol name : numpy . z e r o s ( num atoms ) })
116 #h p v e c t o r s . update ({mol name : numpy . z e r o s ( num atoms ) })
117 hp vec to r s = hb vec to r s
118
119 hbv = [ ]
120 t e s t = False
121 ## Progress bar
122 #w i d g e t s = [ ’ h−bonds p r o c e s s i n g : ’ , p r o g r e s s b a r . Percentage ( ) ,

p r o g r e s s b a r . Bar ( marker =’=’ , l e f t = ’ [ ’ , r i g h t = ’ ] ’ ) , p r o g r e s s b a r .
ETA() ]

123 #pbar = p r o g r e s s b a r . ProgressBar ( w i d g e t s=widgets , maxval=l e n ( h b l )
)

124 #pbar . s t a r t ( )
125 ###
126
127 hbf = open ( ’ hbonds . txt ’ , ’ r ’ )
128 hbl = hbf . r e a d l i n e s ( )
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129 hbf . c l o s e ( )
130
131 print ’ Reading H−bonds . . . ’
132 for l i n e in hbl :
133 i f re . f i n d a l l ( r ’H\−bonds \( donor , acceptor , hydrogen , D\ . \ .A

d i s t , D\−H\ . \ .A d i s t \) ’ , l i n e ) :
134 #p r i n t l i n e
135 t e s t = True
136 #p r i n t t e s t
137 i f t e s t :
138 hbv . append ( re . s p l i t ( r ’ \ s+’ , l i n e ) )
139 try :
140 l ig num = i n t ( [ e for e in re . s p l i t ( r ’ \ s+’ , l i n e ) i f re .

f i n d a l l ( ’#1 ’ , e ) ] [ 0 ] . s p l i t ( ’ . ’ ) [ 1 ] )
141 atom num = i n t ( re . s p l i t ( r ’ \ s+’ , l i n e ) [ [ r e . s p l i t ( r ’ \ s+’ , l i n e )

. index ( e ) for e in re . s p l i t ( r ’ \ s+’ , l i n e ) i f re . f i n d a l l ( ’
#0 ’ , e ) ] [ 0 ] + 1 ] ) # a f t e r champagne and mart in i !

142 d a d i s t = f l o a t ( re . s p l i t ( r ’ \ s+’ , l i n e ) [ 6 ] ) # d i s t a n c e between
donor and accep tor

143 l ig name = dock names [ l ig num ]
144 #n poses = posesCounter ( l ig name , dock names )
145 #p r i n t l ig name , n poses , atom num , d a d i s t
146 hb vec to r s [ l ig name ] [ atom num ] = hb vec to r s [ l ig name ] [

atom num ] + 1
147 except IndexError :
148 pass
149 #pbar . update ( h b l . index ( l i n e ) )
150 #pbar . f i n i s h ( )
151 del hbl
152
153
154 ## c r e a t e ’ zero v e c t o r s ’ f o r each l i g a n d −− hydrophobic c o n t a c t s

−−
155 #h p v e c t o r s = {}
156 #f o r mol name in mol names :
157 #h p v e c t o r s . update ({mol name : numpy . z e r o s ( num atoms ) })
158
159 hpv = [ ]
160 ## Progress bar
161 #w i d g e t s = [ ’ hydrophobic c o n t a c t s p r o c e s s i n g : ’ , p r o g r e s s b a r .

Percentage ( ) , p r o g r e s s b a r . Bar ( marker =’=’ , l e f t = ’ [ ’ , r i g h t = ’ ] ’ ) ,
p r o g r e s s b a r .ETA() ]

162 #pbar = p r o g r e s s b a r . ProgressBar ( w i d g e t s=widgets , maxval=l e n ( h p l )
)

163 #pbar . s t a r t ( )
164 ###
165
166 hpf = open ( ’ contac t s . txt ’ , ’ r ’ )
167 hpl = hpf . r e a d l i n e s ( )
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168 hpf . c l o s e ( )
169
170 print ’ Reading contac t s . . . ’
171 for l i n e in hpl :
172 try :
173 #p r i n t [ e f o r e in re . s p l i t ( r ’\ s + ’ , l i n e ) i f re . f i n d a l l ( ’#1 ’ ,

e ) ] [ 0 ]
174 l ig num = i n t ( [ e for e in re . s p l i t ( r ’ \ s+’ , l i n e ) i f re . f i n d a l l

( ’#1 ’ , e ) ] [ 0 ] . s p l i t ( ’ . ’ ) [ 1 ] )
175 atom num = i n t ( re . s p l i t ( r ’ \ s+’ , l i n e ) [ [ r e . s p l i t ( r ’ \ s+’ , l i n e ) .

index ( e ) for e in re . s p l i t ( r ’ \ s+’ , l i n e ) i f re . f i n d a l l ( ’#0 ’
, e ) ] [ 0 ] + 1 ] ) # a f t e r champagne and mart in i !

176 l ig name = dock names [ l ig num ]
177 #n poses = posesCounter ( l ig name , dock names )
178 #p r i n t l ig name , atom num
179 hp vec to r s [ l ig name ] [ atom num ] = hp vec to r s [ l ig name ] [ atom num

] + 1
180 except IndexError :
181 pass
182 #lig num = i n t ( [ e f o r e in re . s p l i t ( r ’\ s + ’ , l i n e ) i f re . f i n d a l l

( ’#1 ’ , e ) ] [ 0 ] . s p l i t ( ’ . ’ ) [ 1 ] )
183 #p r i n t l ig num
184 #pbar . update ( h p l . index ( l i n e ) )
185 #pbar . f i n i s h ( )
186 del hpl
187
188 hbhp vectors = {}
189 print ’ I n t e r l e a v i n g v e c to r s . . . ’
190 for mol name in mol names :
191 nposes = posesCounter ( mol name , dock names )
192 #h b v e c t o r s [ mol name ] = [ e/ nposes f o r e in h b v e c t o r s [ mol name

] ]
193 hb vec to r s [ mol name ] = hb vec to r s [ mol name ] / nposes
194 #h p v e c t o r s [ mol name ] = [ e/ nposes f o r e in h p v e c t o r s [ mol name

] ]
195 hp vec to r s [ mol name ] = hp vec to r s [ mol name ] / nposes
196 hbhp vectors . update ({mol name : i n t e r l e a v i n g v e c t o r ( hb vec to r s [

mol name ] , hp vec to r s [ mol name ] ) })
197 #h b h p v e c t o r s . update ( {mol name : numpy . concatenate ( ( h b v e c t o r s

[ mol name ] , h p v e c t o r s [ mol name ] ) )} )
198 #h b v e c t o r s . pop ( mol name ) # f o r memory purpose
199 #h p v e c t o r s . pop ( mol name )
200 #p r i n t hbv
201 #p r i n t h b v e c t o r s [ l i g name ] [ 8 0 0 : 1 0 0 0 ]
202 #p r i n t h p v e c t o r s [ l i g name ] [ 8 0 0 : 1 0 0 0 ]
203 #p r i n t h b h p v e c t o r s [ l i g name ] [ 8 0 0 : 1 0 0 0 ]
204 print ’ S imp l i f y i ng v e c to r s . . . ’
205 o p t i m i z e v e c t o r s ( hbhp vectors , mol names )
206 print ’ Writing f i l e . . . ’
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207 w r i t e F i l e ( hbhp vectors , mol names )

10.2 Carte de Kohonen

Implémentation python de l’algorithme d’apprentissage des cartes de Ko-
honen.

scripts/SOM.py

1 #! / usr / b in /env python
2 # −*− coding : u t f−8 −*−
3 import numpy
4 import RandomArray
5 import re
6 import math
7 #import m a t p l o t l i b . p y p l o t
8 import random
9 import progre s sbar

10 import cP i ck l e
11 import ROCSOM
12
13 # Import Psyco i f a v a i l a b l e
14 try :
15 import psyco
16 psyco . f u l l ( )
17 except ImportError :
18 print ’ psyco not a v a i l a b l e ’
19 pass
20
21
22 class SOM:
23
24 def i n i t ( s e l f , f i l ename=” input . dat ” , confname=”AuPosSOM.

conf ” , s i m p l i f y v e c t o r s=False ) :
25 i n p u t f i l e = open ( f i l ename , ’ r ’ )
26 l i n e s = [ ]
27 for l i n e in i n p u t f i l e :
28 l i n e s . append ( l i n e . s p l i t ( ) )
29 s e l f . i npu tvec to r s = [ v [0 : −1 ] for v in l i n e s [ 1 : ] ] # Input

v e c t o r s
30 output = [ ]
31 for v in s e l f . i nputve c to r s :
32 out = [ ]
33 for e in v :
34 out . append ( f l o a t ( e ) )
35 output . append ( out )
36 s e l f . i npu tvec to r s = output
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37 s e l f . inputnames = [ v [−1] for v in l i n e s [ 1 : ] ] # Vectors names
38 s e l f . c a r d i n a l = i n t ( l i n e s [ 0 ] [ 0 ] ) # Number o f e lement f o r

each v e c t o r
39 i n p u t f i l e . c l o s e ( )
40 c o n f f i l e = open ( confname , ’ r ’ )
41 l i n e s = c o n f f i l e . r e a d l i n e s ( )
42 c o n f f i l e . c l o s e ( )
43 t e s t = False
44 for l i n e in l i n e s :
45 i f re . f i n d a l l ( ’<Docking parameters> ’ , l i n e ) :
46 t e s t = True
47 i f t e s t :
48 i f re . f i n d a l l ( ’#’ , l i n e ) :
49 l i n e = l i n e . s p l i t ( ’#’ ) [ 0 ]
50 i f re . f i n d a l l ( r ’ l i g a n d s l i s t \ s*= ’ , l i n e ) :
51 s e l f . AuPosSOM inputFile = l i n e . s p l i t ( ’= ’ ) [ 1 ] . s t r i p ( ) #

f i n d i n g the name o f the AuPosSOM. inp f i l e
52 t e s t = False
53 for l i n e in l i n e s :
54 i f re . f i n d a l l ( ’<TreeSOM> ’ , l i n e ) :
55 t e s t = True
56 i f t e s t :
57 i f re . f i n d a l l ( ’#’ , l i n e ) :
58 l i n e = l i n e . s p l i t ( ’#’ ) [ 0 ]
59 i f re . f i n d a l l ( r ’X\ s*= ’ , l i n e ) :
60 s e l f .X = i n t ( l i n e . s p l i t ( ’= ’ ) [ 1 ] ) # Number o f neurons

in X dimension
61 i f re . f i n d a l l ( r ’Y\ s*= ’ , l i n e ) :
62 s e l f .Y = i n t ( l i n e . s p l i t ( ’= ’ ) [ 1 ] ) # Number o f neurons

in Y dimension
63 i f re . f i n d a l l ( r ’ number of phase \ s*= ’ , l i n e ) :
64 s e l f . number of phase = i n t ( l i n e . s p l i t ( ’= ’ ) [ 1 ] ) #

Number o f t r a i n i n g phase
65 i = 1
66 s e l f . a lpha beg in = [ ]
67 s e l f . a lpha end = [ ]
68 s e l f . r a d i u s b e g i n = [ ]
69 s e l f . r ad ius end = [ ]
70 s e l f . i t e r a t i o n s = [ ]
71 while i <= s e l f . number of phase :
72 t e s t = False
73 for l i n e in l i n e s :
74 i f re . f i n d a l l ( ’<TreeSOM> ’ , l i n e ) :
75 t e s t = True
76 i f t e s t :
77 i f re . f i n d a l l ( r ’#’ , l i n e ) :
78 l i n e = l i n e . s p l i t ( ’#’ ) [ 0 ]
79 i f re . f i n d a l l ( r ’ a lpha beg in %s \ s*= ’%i , l i n e ) :
80 s e l f . a lpha beg in . append ( f l o a t ( l i n e . s p l i t ( ’= ’ ) [ 1 ] ) )
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81 i f re . f i n d a l l ( r ’ a lpha end %s \ s*= ’%i , l i n e ) :
82 s e l f . a lpha end . append ( f l o a t ( l i n e . s p l i t ( ’= ’ ) [ 1 ] ) )
83 i f re . f i n d a l l ( r ’ r a d i u s b e g i n %s \ s*= ’%i , l i n e ) :
84 s e l f . r a d i u s b e g i n . append ( f l o a t ( l i n e . s p l i t ( ’= ’ ) [ 1 ] ) )
85 i f re . f i n d a l l ( r ’ r ad iu s end %s \ s*= ’%i , l i n e ) :
86 s e l f . r ad ius end . append ( f l o a t ( l i n e . s p l i t ( ’= ’ ) [ 1 ] ) )
87 i f re . f i n d a l l ( r ’ i t e r a t i o n s %s \ s*= ’%i , l i n e ) :
88 s e l f . i t e r a t i o n s . append ( i n t ( l i n e . s p l i t ( ’= ’ ) [ 1 ] ) )
89 i=i+1
90 # Vector s i m p l i f i c a t i o n
91 i f s i m p l i f y v e c t o r s :
92 s e l f . i npu tvec to r s = s e l f . s i m p l i f y V e c t o r s ( )
93 s e l f . c a r d i n a l = l en ( s e l f . i nputvec to r s [ 0 ] )
94 # Matrix i n i t i a l i z a t i o n
95 maxinpvalue = max ( [ max( v ) for v in s e l f . i nputve c to r s ] )
96 mininpvalue = min ( [ min ( v ) for v in s e l f . i nputve c to r s ] )
97 s e l f .M = RandomArray . uniform ( mininpvalue , maxinpvalue , ( s e l f .X

, s e l f .Y, s e l f . c a r d i n a l ) )
98
99 def loadMap ( s e l f , MapFile ) :

100 MapFi leFi le = open ( MapFile , ’ r ’ )
101 s e l f .Map = cP i ck l e . load ( MapFi leFi le )
102 MapFi leFi le . c l o s e ( )
103 return s e l f .Map
104
105 def makeSubInputvectors ( s e l f , n ) :
106 ”””
107 Make a s e l f . i n p u t v e c t o r s v a r i a b l e wi th a l l known l i g a n d s and

a random s e t o f n unknown l i g a n d s
108 ”””
109 rocsom = ROCSOM.ROCSOM( MapFile = ’map %sx%s . dat ’ % ( s e l f .X,

s e l f .Y) )
110 KL = rocsom .KL
111 UL = rocsom .UL
112 rmL = random . sample (UL, l en (UL)−n) # l i s t o f randomly chosen

l i g a n d s to remove
113 for U in rmL :
114 s e l f . i npu tvec to r s . pop ( s e l f . inputnames . index (U) )
115 s e l f . inputnames . remove (U)
116
117 def makeNewInputvectors ( s e l f , l i g a n d s l i s t ) :
118 ”””
119 Make a new input v e c t o r s v a r i a b l e wi th a l l l i g a n d s c ont a in s

in l i g a n d s l i s t
120 ”””
121 for L in s e l f . inputnames :
122 i f L not in l i g a n d s l i s t :
123 s e l f . i npu tvec to r s . pop ( s e l f . inputnames . index (L) )
124 s e l f . inputnames . remove (L)
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125
126 def s i m p l i f y V e c t o r s ( s e l f ) :
127 ”””
128 Remove s y s t e m a t i c z e r o s in v e c t o r s
129 ”””
130 sumV = [ ]
131 for Eindex in range ( s e l f . c a r d i n a l ) :
132 S = 0
133 for Vindex in range ( l en ( s e l f . i npu tve c to r s ) ) :
134 S = S + s e l f . i npu tve c to r s [ Vindex ] [ Eindex ]
135 sumV. append (S)
136 c = 0
137 nonzeros index = [ ]
138 for e in sumV:
139 i f e !=0:
140 nonzeros index . append ( c )
141 c = c + 1
142 s i m p l i f i e d V e c t o r s = [ ]
143 for V in s e l f . i nputve c to r s :
144 s i m p l i f i e d V e c t o r = [V[ i ] for i in nonzeros index ]
145 s i m p l i f i e d V e c t o r s . append ( s i m p l i f i e d V e c t o r )
146 s e l f . s i m p l i f i e d V e c t o r s = s i m p l i f i e d V e c t o r s
147 return s e l f . s i m p l i f i e d V e c t o r s
148
149 def findBMU( s e l f , k , Map) :
150 ”””
151 Find the Best Matching Unit f o r the input v e c t o r number k
152 ”””
153 V=numpy . ones ( ( s e l f .X, s e l f .Y, s e l f . c a r d i n a l ) ) * s e l f .

i nputve c to r s [ k ]
154 distmat = numpy . sum( (V − Map) * ( (V−Map) * (numpy . ones ( [

s e l f .X, s e l f .Y, s e l f . c a r d i n a l ] ) *numpy . ones ( [ 1 , s e l f . c a r d i n a l
] ) ) ) , a x i s=2 ) **0 .5

155 s e l f . BMUindices = [ e [ 0 ] for e in numpy . where ( distmat==
distmat . min ( ) ) ]

156 return s e l f . BMUindices
157
158 def rad iusFunct ion ( s e l f , t , t ra in ingPhase =0) :
159 timeCte = f l o a t ( s e l f . i t e r a t i o n s [ t ra in ingPhase ] ) /10
160 s e l f . r ad iu s = ( s e l f . r a d i u s b e g i n [ t ra in ingPhase ] − s e l f .

r ad ius end [ t ra in ingPhase ] ) * math . exp ( −t / timeCte ) +
s e l f . r ad ius end [ t ra in ingPhase ]

161 return s e l f . r ad iu s
162
163 def l ea rn ingRate ( s e l f , t , t ra in ingPhase =0) :
164 timeCte = f l o a t ( s e l f . i t e r a t i o n s [ t ra in ingPhase ] ) /10
165 s e l f . l e a r n i n g = ( s e l f . a lpha beg in [ t ra in ingPhase ] − s e l f .

a lpha end [ t ra in ingPhase ] ) * math . exp ( −t / timeCte ) +
s e l f . a lpha end [ t ra in ingPhase ]
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166 return s e l f . l e a r n i n g
167
168 def BMUneighbourhood ( s e l f , t , i , j , BMUindices , t ra in ingPhase ,

Map) :
169 d i s t = ( ( i − BMUindices [ 0 ] ) **2 + ( j − BMUindices [ 1 ] ) **2 )

** 0 .5
170 s e l f . neighbourhood = math . exp ( − d i s t **2 / ( 2*( s e l f .

rad iusFunct ion ( t , t ra in ingPhase ) **2) ) )
171 return s e l f . neighbourhood
172
173 def adjustment ( s e l f , k , t , t ra in ingPhase , Map, BMUindices ) :
174 s e l f . adjustMap = numpy . z e ro s ( ( s e l f .X, s e l f .Y, s e l f . c a r d i n a l )

)
175 l e a r n i n g = s e l f . l ea rn ingRate ( t , t ra in ingPhase )
176 for i in range ( s e l f .X) :
177 for j in range ( s e l f .Y) :
178 W = Map[ i , j ]
179 neighbourhood = s e l f . BMUneighbourhood ( t , i , j ,

BMUindices , t ra in ingPhase , Map)
180 s e l f . adjustMap [ i , j ] = neighbourhood * l e a r n i n g * ( s e l f .

i nputve c to r s [ k ] − W)
181 return s e l f . adjustMap
182
183 def l e a r n ( s e l f ) :
184 Map = s e l f .M
185 kv = range ( l en ( s e l f . i nputve c to r s ) )
186 print ’ Learning f o r %s v ec to r s ’%len ( s e l f . i npu tvec to r s )
187 for t ra in ingPhase in range ( s e l f . number of phase ) :
188 ## Progress bar
189 tpn = tra in ingPhase + 1
190 widgets = [ ’ Train ing phase %s : ’ % tpn , p rog re s sbar .

Percentage ( ) , p rog re s sbar . Bar ( marker=’=’ , l e f t=’ [ ’ , r i g h t
=’ ] ’ ) , p rog re s sbar .ETA( ) ]

191 pbar = progre s sbar . ProgressBar ( widgets=widgets , maxval=
s e l f . i t e r a t i o n s [ t ra in ingPhase ]−1)

192 pbar . s t a r t ( )
193 ###
194 for t in range ( s e l f . i t e r a t i o n s [ t ra in ingPhase ] ) :
195 try :
196 k = random . cho i c e ( kv )
197 kv . remove ( k )
198 except IndexError :
199 kv = range ( l en ( s e l f . i nputve c to r s ) )
200 k = random . cho i c e ( kv )
201 kv . remove ( k )
202 Map = Map + s e l f . adjustment (k , t , t ra in ingPhase , Map, s e l f .

findBMU(k , Map) )
203 pbar . update ( t )
204 pbar . f i n i s h ( )
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205 s e l f .Map = Map
206 MapFile = open ( ’map %sx%s . dat ’ % ( s e l f .X, s e l f .Y) , ’w ’ )
207 cP i ck l e . dump(Map, MapFile ) # Write Map i n t o f i l e map . dat
208 MapFile . c l o s e ( )
209 return s e l f .Map
210
211 def distmapPlot ( s e l f , k ,Map) :
212 V=numpy . ones ( ( s e l f .X, s e l f .Y, s e l f . c a r d i n a l ) ) * s e l f .

i nputve c to r s [ k ]
213 distmat = numpy . sum( (V − Map) * ( (V−Map) * (numpy . ones ( [

s e l f .X, s e l f .Y, s e l f . c a r d i n a l ] ) *numpy . ones ( [ 1 , s e l f . c a r d i n a l
] ) ) ) , a x i s=2 ) **0 .5

214 #m a t p l o t l i b . p y p l o t . imshow (numpy . ones ( ( s e l f .X, s e l f .Y) )−
d is tmat / d i s tmat . max ( ) , i n t e r p o l a t i o n =’ n e a r e s t ’ ) #
Normalized Map f o r c o l o r p l o t

215 #m a t p l o t l i b . p y p l o t . show ()
216
217 #d e f mapPlot ( s e l f ,Map) :
218 #m a t p l o t l i b . p y p l o t . imshow (Map/Map. max () , i n t e r p o l a t i o n =’

n e a r e s t ’ ) # Normalized Map f o r c o l o r p l o t
219 #m a t p l o t l i b . p y p l o t . show ()
220
221 def b o r d e r l i n e ( s e l f ,Map) :
222 borderMat = numpy . z e ro s ( ( s e l f .X*2 , s e l f .Y*2) )
223 initMat = numpy . repeat (numpy . repeat (Map, 2 , a x i s =0) ,2 , a x i s =1)
224 for i in range (0 , s e l f .X*2 ,2) :
225 for j in range (0 , s e l f .Y*2 ,2) :
226 i f j > 1 :
227 borderMat [ i , j ] = ( numpy . dot ( in itMat [ i , j ]− in i tMat [ i , j −1] ,

numpy . t ranspose ( in itMat [ i , j ]− in i tMat [ i , j −1] ) ) ) **0 .5
228 else :
229 borderMat [ i , j ] = 0
230 for i in range (0 , s e l f .X*2 ,2) :
231 for j in range (1 , s e l f .Y*2 ,2) :
232 i f i > 1 :
233 borderMat [ i , j ] = ( numpy . dot ( in itMat [ i , j ]− in i tMat [ i −1, j ] ,

numpy . t ranspose ( in itMat [ i , j ]− in i tMat [ i −1, j ] ) ) ) **0 .5
234 else :
235 borderMat [ i , j ] = 0
236 for i in range (1 , s e l f .X*2 ,2) :
237 for j in range (0 , s e l f .Y*2 ,2) :
238 try :
239 borderMat [ i , j ] = ( numpy . dot ( in itMat [ i , j ]− in i tMat [ i +1, j ] ,

numpy . t ranspose ( in itMat [ i , j ]− in i tMat [ i +1, j ] ) ) ) **0 .5
240 except IndexError :
241 #borderMat [ i , j ] = ( numpy . dot ( in i tMat [ i , j ]− in i tMat [ 0 , j ] ,

numpy . t ra nsp ose ( in i tMat [ i , j ]− in i tMat [ 0 , j ] ) ) ) **0.5
242 borderMat [ i , j ] = 0
243 for i in range (1 , s e l f .X*2 ,2) :
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244 for j in range (1 , s e l f .Y*2 ,2) :
245 try :
246 borderMat [ i , j ] = ( numpy . dot ( in itMat [ i , j ]− in i tMat [ i , j +1] ,

numpy . t ranspose ( in itMat [ i , j ]− in i tMat [ i , j +1] ) ) ) **0 .5
247 except IndexError :
248 #borderMat [ i , j ] = ( numpy . dot ( in i tMat [ i , j ]− in i tMat [ i , 0 ] ,

numpy . t ra nspo se ( in i tMat [ i , j ]− in i tMat [ i , 0 ] ) ) ) **0.5
249 borderMat [ i , j ] = 0
250 #s e l f . borderMat = borderMat [ 1 : s e l f .X*2 ,1 : s e l f .Y*2]/ borderMat

[ 1 : s e l f .X*2 ,1 : s e l f .Y*2 ] . max ( )
251 s e l f . borderMat = borderMat/borderMat . max( ) #Normalize

borderMat v a l u e s between 0 and 1
252 return s e l f . borderMat
253
254 def c l u s t e r D i s c o v e r y ( s e l f ,Map,T) :
255 borderMat = s e l f . b o r d e r l i n e (Map)
256 Nv = [ [ i , j ] for i in range ( s e l f .X) for j in range ( s e l f .Y) ]
257 random . s h u f f l e (Nv)
258 Cv = [ ]
259 while Nv != [ ] :
260 N = Nv [ 0 ] # l o c a t e an a r b i t r a r y node N
261 C = [ ] # s t a r t a new c l u s t e r C
262 A = [ ] # Adjacent nodes
263 A, C, Nv = s e l f . c l u s t e r ( borderMat , Nv,N,T,C,A) # c a l l

procedure c l u s t e r f o r N, C and T
264 while A != [ ] :
265 N = A[ 0 ]
266 A. remove (N)
267 A, C, Nv = s e l f . c l u s t e r ( borderMat , Nv,N,T,C,A) # c a l l procedure

c l u s t e r f o r N, C and T
268 Cv . append (C)
269 clustersMap = numpy . z e r o s ( ( s e l f .X, s e l f .Y) )
270 CId = 0
271 for v in Cv :
272 CId = CId + 1
273 for e in v :
274 c lustersMap [ e [ 0 ] , e [ 1 ] ] = CId
275 s e l f . c lustersMap = clustersMap
276 return s e l f . c lustersMap
277
278 def c l u s t e r ( s e l f , borderMat , Nv,N,T,C,A) :
279 C. append (N) # a s s i g n N to C
280 #p r i n t ’Nv%s ’%Nv
281 Nv . remove (N) # mark N as v i s i t e d
282 c = 0
283 for i in range (N[ 0 ] * 2 ,N[0 ]*2+2) :
284 for j in range (N[ 1 ] * 2 ,N[1 ]*2+2) :
285 c = c + 1
286 i f borderMat [ i , j ] <= T: # d i s t a n c e < Threshold
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287 i f ( c == 1 and N[ 1 ] >= 1) :
288 f c = [N[ 0 ] ,N[1 ] −1 ]
289 i f ( f c in Nv and f c not in A) : # u n v i s i t e d node
290 A. append ( f c )
291 i f ( c == 2 and N[ 0 ] >= 1) :
292 f c = [N[0]−1 ,N [ 1 ] ]
293 i f ( f c in Nv and f c not in A) : # u n v i s i t e d node
294 A. append ( f c )
295 i f ( c == 3 and N[ 0 ] <= s e l f .X − 1) :
296 f c = [N[0 ]+1 ,N [ 1 ] ]
297 i f ( f c in Nv and f c not in A) : # u n v i s i t e d node
298 A. append ( f c )
299 i f ( c == 4 and N[ 1 ] <= s e l f .Y − 1) :
300 f c = [N[ 0 ] ,N[ 1 ] + 1 ]
301 i f ( f c in Nv and f c not in A) : # u n v i s i t e d node
302 A. append ( f c )
303 return A, C, Nv
304
305 def c l u s t e r L o o s e n e s s ( s e l f , c lustersMap , Map) :
306 ”””
307 re turn an s e l f .X * s e l f .Y matrix wi th c l u s t e r c o n t a i n i n g

c l u s t e r l o o s e n e s s v a l u e s
308 ”””
309 c luste rLoosenessMat = numpy . z e ro s ( ( s e l f .X, s e l f .Y) )
310 for CId in range ( i n t ( c lustersMap . min ( ) ) , i n t ( c lustersMap . max

( ) + 1) ) :
311 C = [ [ numpy . where ( c lustersMap == CId ) [ 0 ] [ i ] , numpy . where (

c lustersMap == CId ) [ 1 ] [ i ] ] for i in range ( l en (numpy .
where ( c lustersMap == CId ) [ 0 ] ) ) ]

312 loosenessMat = numpy . z e r o s ( ( l en (C) , l en (C) ) )
313 i = 0
314 for N1 in C:
315 j = 0
316 for N2 in C:
317 loosenessMat [ i , j ] = (numpy . dot ( Map[ N1 [ 0 ] , N1[1 ] ] −Map[ N2 [ 0 ] , N2

[ 1 ] ] , numpy . t ranspose (Map[ N1 [ 0 ] , N1[1 ] ] −Map[ N2 [ 0 ] , N2 [ 1 ] ] ) )
) **0 .5

318 j = j + 1
319 i = i + 1
320 #p r i n t loosenessMat . sum ()
321 i f l en (C) > 1 :
322 l o o s e n e s s = ( loosenessMat . sum ( ) /2) / ( l en (C) *( l en (C) − 1) /2 )
323 else :
324 l o o s e n e s s = loosenessMat . sum ( ) /2
325 for N in C:
326 c luste rLoosenessMat [N[ 0 ] ,N [ 1 ] ] = l o o s e n e s s
327 s e l f . c lus te rLoosenessMat = c lusterLoosenessMat
328 return s e l f . c lus terLoosenessMat
329
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330 def c l u s t e r D i s t a n c e ( s e l f , c lustersMap , Map) :
331 m = i n t ( c lustersMap . max( ) ) # Total number o f c l u s t e r s
332 #p r i n t m
333 c lus te rDis tanceMat = numpy . z e r o s ( (m,m) )
334 for i in range (m) :
335 for j in range (m) :
336 CId1 = i + 1
337 CId2 = j + 1
338 C1 = [ [ numpy . where ( c lustersMap == CId1 ) [ 0 ] [ k ] , numpy . where (

c lustersMap == CId1 ) [ 1 ] [ k ] ] for k in range ( l en (numpy . where (
c lustersMap == CId1 ) [ 0 ] ) ) ]

339 C2 = [ [ numpy . where ( c lustersMap == CId2 ) [ 0 ] [ l ] , numpy . where (
c lustersMap == CId2 ) [ 1 ] [ l ] ] for l in range ( l en (numpy . where (
c lustersMap == CId2 ) [ 0 ] ) ) ]

340 distanceMat = numpy . z e ro s ( ( l en (C1) , l en (C2) ) )
341 i 2 = 0
342 for N1 in C1 :
343 j2 = 0
344 for N2 in C2 :
345 i f CId1 != CId2 :
346 distanceMat [ i2 , j 2 ] = (numpy . dot ( Map[ N1 [ 0 ] , N1[1 ] ] −Map[ N2

[ 0 ] , N2 [ 1 ] ] , numpy . t ranspose (Map[ N1 [ 0 ] , N1[1 ] ] −Map[ N2
[ 0 ] , N2 [ 1 ] ] ) ) ) **0 .5

347 j2 = j2 + 1
348 i 2 = i 2 + 1
349 #p r i n t CId1 , CId2
350 #p r i n t distanceMat
351 c lus te rDis tanceMat [ i , j ] = distanceMat . mean ( )
352 s e l f . c lus te rDis tanceMat = clusterDis tanceMat
353 return s e l f . c lus terDis tanceMat
354
355 def c a l i b r a t i o n ( s e l f , Map, clustersMap , BMUs = None , name =

False ) :
356 dataClus t e r s = {}
357 i f name :
358 nameClusters = {}
359 CIds = numpy . unique ( c lustersMap . r a v e l ( ) )
360 for CId in CIds :
361 dataClus t e r s . update ({CId : [ ] } )
362 i f name :
363 nameClusters . update ({CId : [ ] } )
364 for k in range ( l en ( s e l f . i nputve c to r s ) ) :
365 i f BMUs == None :
366 BMU = s e l f . findBMU(k , Map)
367 else :
368 BMU = BMUs[ k ]
369 CId = clustersMap [BMU[ 0 ] ,BMU[ 1 ] ]
370 dataClus t e r s [ CId ] . append ( s e l f . i npu tve c to r s [ k ] )
371 i f name :
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372 nameClusters [ CId ] . append ( s e l f . inputnames [ k ] )
373 for CId in CIds :
374 i f dataClus te r s [ CId ] == [ ] :
375 dataClus t e r s . pop ( CId )
376 i f name :
377 nameClusters . pop ( CId )
378 s e l f . da taClus t e r s = dataClus t e r s
379 i f name :
380 s e l f . nameClusters = nameClusters
381 return s e l f . dataCluster s , s e l f . nameClusters
382 else :
383 return s e l f . da taClus t e r s
384
385 def dataLooseness ( s e l f , dataClusters , c lustersMap ) :
386 #m = l e n ( d a t a C l u s t e r s . keys ( ) )
387 CIds = dataClus t e r s . keys ( )
388 dataLoosenessMat = numpy . ones ( ( s e l f .X, s e l f .Y) ) *(−1)
389 for CId in CIds :
390 loosenessMat = numpy . z e r o s ( ( l en ( dataClus te r s [ CId ] ) , l en (

dataClus te r s [ CId ] ) ) )
391 i = 0
392 for data1 in dataClus te r s [ CId ] :
393 j = 0
394 data1 = numpy . array ( data1 )
395 for data2 in dataClus te r s [ CId ] :
396 data2 = numpy . array ( data2 )
397 loosenessMat [ i , j ] = (numpy . dot ( ( data1−data2 ) , numpy .

t ranspose ( ( data1−data2 ) ) ) ) **0 .5
398 j = j + 1
399 i = i + 1
400 i f l en ( dataClus t e r s [ CId ] ) > 1 :
401 l o o s e n e s s = ( loosenessMat . sum ( ) /2) / ( l en ( dataClus t e r s [ CId ] ) *(

l en ( dataClus t e r s [ CId ] ) − 1) /2 )
402 else :
403 l o o s e n e s s = loosenessMat . sum ( ) /2
404 C = [ [ numpy . where ( c lustersMap == CId ) [ 0 ] [ i ] , numpy . where (

c lustersMap == CId ) [ 1 ] [ i ] ] for i in range ( l en (numpy .
where ( c lustersMap == CId ) [ 0 ] ) ) ]

405 for N in C:
406 dataLoosenessMat [N[ 0 ] ,N [ 1 ] ] = l o o s e n e s s
407 numpy . putmask ( dataLoosenessMat , dataLoosenessMat==−1, −

dataLoosenessMat . max( ) )
408 s e l f . dataLoosenessMat = dataLoosenessMat
409 return s e l f . dataLoosenessMat
410
411 def dataDistance ( s e l f , da taClus t e r s ) :
412 CIds = dataClus t e r s . keys ( )
413 dataDistanceMat = numpy . z e ro s ( ( l en ( CIds ) , l en ( CIds ) ) )
414 i = 0
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415 for CId1 in CIds :
416 j = 0
417 for CId2 in CIds :
418 dataC1 = dataClus t e r s [ CId1 ]
419 dataC2 = dataClus t e r s [ CId2 ]
420 distanceMat = numpy . z e ro s ( ( l en ( dataC1 ) , l en ( dataC2 ) ) )
421 i 2 = 0
422 for data1 in dataC1 :
423 data1 = numpy . array ( data1 )
424 j2 = 0
425 for data2 in dataC2 :
426 data2 = numpy . array ( data2 )
427 i f CId1 != CId2 :
428 distanceMat [ i2 , j 2 ] = (numpy . dot ( data1−data2 , numpy .

t ranspose ( data1−data2 ) ) ) **0 .5
429 j2 = j2 + 1
430 i 2 = i 2 + 1
431 dataDistanceMat [ i , j ] = distanceMat . mean ( )
432 j = j + 1
433 i = i + 1
434 s e l f . dataDistanceMat = dataDistanceMat
435 return s e l f . dataDistanceMat
436
437 def x i ( s e l f , dataLoosenessMat , dataDistanceMat ) :
438 #p r i n t dataLoosenessMat
439 m = numpy . shape ( dataDistanceMat ) [ 0 ]
440 #p r i n t m
441 khi = sum ( [ e for e in numpy . unique ( numpy . r a v e l (

dataLoosenessMat ) ) i f e >= 0 ] ) /m
442 #p r i n t k h i
443 d e l t a = ( dataDistanceMat . sum ( ) / 2) / (m*(m−1)/2)
444 #p r i n t d e l t a
445 s e l f . x i v a l u e = khi / d e l t a
446 return s e l f . x i v a l u e
447
448 def xiT ( s e l f , Map) :
449 ”””
450 Find the b e s t c l u s t e r i n g .
451 ”””
452 print ’ Finding the best c l u s t e r i n g . . . ’
453 s tep = 0.01
454 Tv = numpy . arange (0 ,1+ step , s tep )
455 x i v a l u e = 9999
456 x i o l d = 9999
457 BMUs = [ ]
458 for k in range ( l en ( s e l f . i nputve c to r s ) ) :
459 BMUs. append ( s e l f . findBMU(k , Map) )
460 for T in Tv :
461 clustersMap = s e l f . c l u s t e r D i s c o v e r y (Map,T)
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462 dataClus t e r s = s e l f . c a l i b r a t i o n (Map, c lustersMap )
463 dataLoosenessMat = s e l f . dataLooseness ( dataClusters ,

c lustersMap )
464 dataDistanceMat = s e l f . dataDistance ( dataClus te r s )
465 xi new = s e l f . x i ( dataLoosenessMat , dataDistanceMat )
466 #p r i n t xi new
467 i f ( xi new < x i v a l u e and xi new != 0) :
468 x i v a l u e = xi new
469 T best = T
470 i f xi new > x i o l d :
471 break
472 x i o l d = xi new
473 #p r i n t T
474 s e l f . x i b e s t = x i v a l u e
475 s e l f . T best = T best
476 print ’ Best c l u s t e r i n g f o r th r e sho ld : %s ’ % T best
477 return s e l f . T best
478
479 def t r e e ( s e l f , Map) :
480 print ’ Bu i ld ing t r e e from Kohonen map ’
481 ### f i n d i n g BMUs f o r Map
482 BMUs = [ ]
483 for k in range ( l en ( s e l f . i nputve c to r s ) ) :
484 BMUs. append ( s e l f . findBMU(k , Map) )
485 ###
486 s t e p v a l u e = 1E−1
487 step = s t e p v a l u e
488 Tv = numpy . arange (0 ,1+ step , s tep )
489 c lustersMap = s e l f . c l u s t e r D i s c o v e r y (Map, 0 )
490 dataClus t e r s = s e l f . c a l i b r a t i o n (Map, clustersMap , BMUs, name

= True ) [ 1 ]
491 c l u s t e r s o l d = dataClus te r s . va lue s ( ) # ensemble o f c l u s t e r s
492 e l e m e n t a r y c l u s t e r s = c l u s t e r s o l d
493 t e s t = len ( dataClus t e r s )
494 d i s t = {} # d i s t a n c e s mapping ( { [ c l u s t e r ] : d i s t } )
495 uniqueGroupTest = 0
496 #f o r T in Tv :
497 T = 0
498 while 1 :
499 T = T + step
500 clustersMap = s e l f . c l u s t e r D i s c o v e r y (Map,T)
501 dataClus t e r s = s e l f . c a l i b r a t i o n (Map, clustersMap , BMUs,

name = True ) [ 1 ]
502 c l u s t e r s = dataClus t e r s . va lue s ( ) # ensemble o f c l u s t e r s
503 keys = dataClus t e r s . keys ( )
504 ngrp = len ( dataClus t e r s ) # number o f groups
505 #p r i n t ’ ngrp=%s ’%ngrp
506 #p r i n t T
507 i f ( ngrp == 1 and ngrp == t e s t ) :
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508 uniqueGroupTest = uniqueGroupTest + 1
509 i f uniqueGroupTest == 1 :
510 break
511 indexes = [ ]
512 #p r i n t ’ t e s t=%s ’% t e s t
513 i f ( ngrp == t e s t − 1) : # Adaptat ive s t e p accord ing to

number o f groups
514 #p r i n t T
515 #p r i n t ’ ngrp == t e s t − 1 ’
516 for c l u s t e r in c l u s t e r s :
517 i f c l u s t e r not in c l u s t e r s o l d :
518 for e in c l u s t e r :
519 for e l e m e n t a r y c l u s t e r in e l e m e n t a r y c l u s t e r s :
520 i f e in e l e m e n t a r y c l u s t e r :
521 indexes . append ( e l e m e n t a r y c l u s t e r s . index ( e l e m e n t a r y c l u s t e r )

)
522 #p r i n t e l e m e n t a r y c l u s t e r , e l e m e n t a r y c l u s t e r s . index (

e l e m e n t a r y c l u s t e r )
523 indexes = numpy . unique (numpy . array ( indexes ) )
524 indexes = [ i n t ( e l ) for e l in indexes ] # to format i n t type and

not numpy . i n t 3 2 type
525 #p r i n t i n d e x e s
526 d i s t . update ({ tup l e ( indexes ) :T})
527 c l u s t e r s o l d = c l u s t e r s
528 t e s t = ngrp
529 e l i f ngrp == t e s t :
530 #p r i n t ’ ngrp == t e s t ’
531 step = s t e p v a l u e
532 t e s t = ngrp
533 else :
534 #p r i n t ’ ngrp == t e s t − x wi th x > 1 ’
535 T = T − s tep
536 step = step / 10
537 #p r i n t d i s t
538
539 s imp l ekey s o ld = [ 1 ]
540 while 1 :
541 keys = d i s t . keys ( )
542 s implekeys = [ key for key in keys i f l en ( key ) == 2 ]
543 i f s implekeys == s imp l ekey s o ld :
544 break
545 #p r i n t s i m p l e k e y s
546 for key in keys :
547 keyv = l i s t ( key )
548 for s implekey in s implekeys :
549 c = 0
550 for e in s implekey :
551 #p r i n t e , key
552 #p r i n t type ( e ) , type ( key )
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553 i f e in key :
554 c = c + 1
555 i f c==2 and l en ( key ) > 2 :
556 s imple = ( )
557 for e in s implekey :
558 s imple = simple + ( keyv . pop ( keyv . index ( e ) ) , )
559 keyv . append ( s imple )
560 newkey = tup l e ( keyv )
561 value = d i s t . pop ( key )
562 d i s t . update ({newkey : va lue })
563 s imp l ekey s o ld = s implekeys
564 #p r i n t d i s t
565
566 keys = d i s t . keys ( )
567 #p r i n t keys
568 l ength = [ l en ( key ) for key in keys ]
569 i f max( l ength ) > 2 :
570 print ’ Problem with t r e e bu i l d i ng . More than two groups

are found at the end o f i t e r a t i o n s ’
571 d i s t I t ems = d i s t . i tems ( )
572 #p r i n t d i s t I t e m s
573 s o r t L i s t = [ ]
574 while l en ( d i s t I t ems ) != 0 :
575 maxDist = 0
576 for e in d i s t I t ems :
577 i f e [ 1 ] > maxDist :
578 maxDist = e [ 1 ]
579 b igges tTree = e
580 s o r t L i s t . append ( b igge s tTree )
581 d i s t I t ems . remove ( s o r t L i s t [−1])
582 #p r i n t s o r t L i s t
583 #p r i n t l i s t ( s o r t L i s t [ 0 ] [ 0 ] )
584 newick = s t r ( s o r t L i s t [ 0 ] [ 0 ] )
585 s e l f . s o r t L i s t = s o r t L i s t [ 0 ] [ 0 ]
586 #p r i n t newick
587 for i in range ( l en ( e l e m e n t a r y c l u s t e r s ) ) :
588 #newick = newick . r e p l a c e (’% s ’ % i , ’%s ’ %

e l e m e n t a r y c l u s t e r s [ i ] )
589 mols = s t r ( tup l e ( e l e m e n t a r y c l u s t e r s [ i ] ) ) . l s t r i p ( ’ ( ’ ) .

r s t r i p ( ’ ) ’ ) . r s t r i p ( ’ , ’ )
590 #p r i n t mols
591 newick = re . sub ( r ’ (?<=\()%s (?= ,) ’ % i , r ’(%s ) ’%mols , newick

)
592 newick = re . sub ( r ’ (?<=\b)%s (?=\) ) ’ % i , r ’(%s ) ’%mols ,

newick )
593 #p r i n t newick
594 for subnewick in s o r t L i s t :
595 subnewick = l i s t ( subnewick )
596 for i in range ( l en ( e l e m e n t a r y c l u s t e r s ) ) :
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597 mols = s t r ( tup l e ( e l e m e n t a r y c l u s t e r s [ i ] ) ) . l s t r i p ( ’ ( ’ ) . r s t r i p ( ’ )
’ ) . r s t r i p ( ’ , ’ )

598 #p r i n t mols
599 subnewick [ 0 ] = re . sub ( r ’%s (?= ,) ’ % i , r ’(%s ) ’%mols , s t r (

subnewick [ 0 ] ) )
600 subnewick [ 0 ] = re . sub ( r ’%s (?=\) ) ’ % i , r ’(%s ) ’%mols , s t r (

subnewick [ 0 ] ) )
601 newick = newick . r e p l a c e ( ’%s ’ % s t r ( subnewick [ 0 ] ) , ’%s :%s ’

% ( subnewick [ 0 ] , subnewick [ 1 ] ) )
602 s e l f . e l e m e n t a r y c l u s t e r s = e l e m e n t a r y c l u s t e r s
603 #p r i n t newick
604 newickFi l e = open ( ’map . t r e e ’ , ’w ’ )
605 newickFi l e . wr i t e ( newick )
606 newickFi l e . c l o s e ( )
607
608
609 #som = SOM( )
610 #Map = som . loadMap ( ’ map 5x4 . dat ’ )
611 #Map = som . l e a r n ()
612 #som . t r e e (Map)
613 #som . mapPlot (Map)
614 #clusterMap = som . c l u s t e r D i s c o v e r y (Map, 0 . 5 )
615 #d a t a C l u s t e r s = som . c a l i b r a t i o n (Map, c lusterMap )
616 #dataLoosenessMat = som . dataLooseness ( d a t a C l u s t e r s , c lusterMap )
617 #som . mapPlot (Map)
618 #som . mapPlot ( dataLoosenessMat )
619 #clusterMap = som . c l u s t e r D i s c o v e r y (Map, 0 . 3 )
620 #p r i n t dataLoosenessMat
621 #som . mapPlot ( dataLoosenessMat )
622 #dataDistanceMat = som . dataDis tance ( d a t a C l u s t e r s )
623 #T bes t = som . xiT (Map)
624 #clusterLoosenessMap = som . c l u s t e r L o o s e n e s s ( clusterMap ,

ca l ibratedMap )
625 #som . mapPlot ( c lusterLoosenessMap )
626 #som . xiT (Map)
627 #clusterMap = som . c l u s t e r D i s c o v e r y (Map, 0 . 3 )
628 #p r i n t c lusterLoosenessMap
629 #clusterDis tanceMap = som . c l u s t e r D i s t a n c e ( clusterMap , Map)
630 #p r i n t som . x i ( c lusterLoosenessMap , c lus terDis tanceMap )

10.3 k-means

Implémentation python de l’algorithme k-means .

scripts/kmeans.py

1 #! / usr / b in /env python
2 # −*− coding : u t f−8 −*−
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3
4 from optparse import OptionParser
5 import random
6 import numpy
7 import os
8 import re
9 import progre s sbar

10 import cP i ck l e
11
12 # Import Psyco i f a v a i l a b l e
13 try :
14 import psyco
15 psyco . f u l l ( )
16 except ImportError :
17 print ’ psyco not a v a i l a b l e ’
18 pass
19
20 class Kmeans :
21
22 def i n i t ( s e l f , k , f i l ename=” input . dat ” ) :
23 print ’ \n%s−MEANS ALGORITHM’ %k
24 # −−−−−−−−−−− READING INPUT VECTORS −−−−−−−−−−−−−−−−
25 i n p u t f i l e = open ( f i l ename , ’ r ’ )
26 l i n e s = [ ]
27 for l i n e in i n p u t f i l e :
28 l i n e s . append ( l i n e . s p l i t ( ) )
29 s e l f . i npu tvec to r s = [ v [0 : −1 ] for v in l i n e s [ 1 : ] ] # Input

v e c t o r s
30 output = [ ]
31 for v in s e l f . i nputve c to r s :
32 out = [ ]
33 for e in v :
34 out . append ( f l o a t ( e ) )
35 output . append ( out )
36 s e l f . i npu tvec to r s = output
37 s e l f . inputnames = [ v [−1] for v in l i n e s [ 1 : ] ] # Vectors names
38 s e l f . c a r d i n a l = i n t ( l i n e s [ 0 ] [ 0 ] ) # Number o f e lement f o r

each v e c t o r
39 i n p u t f i l e . c l o s e ( )
40 # −−−−−−−−−−
41
42 # −−−−−−−−−−−−− SELECT RANDOM INITIATION CENTROIDS

−−−−−−−−−−−−
43 c e n t r o i d s = [ ]
44 indexes = range ( l en ( s e l f . i npu tvec to r s ) )
45 for i in range ( k ) :
46 #i v = random . c ho i ce ( s e l f . i n p u t v e c t o r s )
47 index = random . cho i c e ( indexes )
48 iv = s e l f . i nputve c to r s [ index ]
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49 c e n t r o i d s . append ( iv )
50 #s e l f . i n p u t v e c t o r s . remove ( i v )
51 indexes . remove ( index )
52 #s e l f . i n p u t v e c t o r s . ex tend ( c e n t r o i d s )
53 s e l f . c e n t r o i d s = c e n t r o i d s
54 #p r i n t s e l f . inputnames
55 #p r i n t s e l f . i n p u t v e c t o r s
56 #p r i n t s e l f . c e n t r o i d s
57 # −−−−−−−−−−
58
59 def d i s t ( s e l f , u , v ) :
60 ””” Eucl idean d i s t a n c e between 2 v e c t o r s ”””
61 S = 0
62 for i in range ( l en (u) ) :
63 S = S + ( v [ i ] − u [ i ] ) **2
64 d i s t = S**0 .5
65 return d i s t
66
67 def c l u s t e r s D i s c o v e r y ( s e l f ) :
68 # −−−−−−−−−−−−−−−−−−− INITIATION OF CLUSTER MAPPING

−−−−−−−−−−−
69 c l u s t e r s = {}
70 for i in range ( l en ( s e l f . c e n t r o i d s ) ) :
71 c l u s t e r s [ i ] = [ ]
72 s e l f . c l u s t e r s = c l u s t e r s
73 # −−−−−−−−−−
74 for v in s e l f . i nputve c to r s :
75 ds = [ ]
76 for c in s e l f . c e n t r o i d s :
77 ds . append ( s e l f . d i s t (v , c ) )
78 c l i d = ds . index ( min ( ds ) ) #c l u s t e r i d e n t i f i e r
79 #p r i n t c l i d
80 s e l f . c l u s t e r s [ c l i d ] . append ( v )
81 return s e l f . c l u s t e r s # exemple o f c l u s t e r s d i c t i o n n a r y : {0:

[ [ 0 . 0 , 255.0 , 0 . 0 ] , [ 2 0 . 0 , 198.0 , 1 7 . 0 ] , [ 2 5 5 . 0 , 255.0 ,
0 . 0 ] ] , 1 : [ [ 0 . 0 , 0 . 0 , 2 5 5 . 0 ] , [ 1 7 6 . 0 , 20 .0 , 1 8 7 . 0 ] , [ 0 . 0 ,

0 . 0 , 0 . 0 ] , [ 2 5 5 . 0 , 0 . 0 , 0 . 0 ] ] , 2 : [ [ 2 5 5 . 0 , 255.0 ,
2 5 5 . 0 ] ]}

82
83 def c en t ro id sCa l c ( s e l f , c l u s t e r s ) :
84 c e n t r o i d s = [ ]
85 c e n t r o i d C l u s t e r s = {}
86 for c l i d in range ( l en ( s e l f . c e n t r o i d s ) ) :
87 #p r i n t c l u s t e r s [ c l i d ]
88 c en t r o id = [ ]
89 for i in range ( s e l f . c a r d i n a l ) :
90 S = 0
91 for v in c l u s t e r s [ c l i d ] :
92 S = S + v [ i ]
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93 try :
94 m = S / l en ( c l u s t e r s [ c l i d ] )
95 except ZeroDiv i s i onError :
96 m = 0.0
97 print ”WARNING: A c l u s t e r i s empty , i t ’ s crazy , i s n ’ t i t ! ! ! ”
98 c en t r o id . append (m)
99 #p r i n t c e n t r o i d

100 c e n t r o i d s . append ( c en t r o id )
101 c e n t r o i d C l u s t e r s [ c l i d ] = cen t ro id
102 #p r i n t c e n t r o i d s
103 s e l f . c e n t r o i d s = c e n t r o i d s
104 s e l f . c e n t r o i d C l u s t e r s = c e n t r o i d C l u s t e r s # exemple o f

c e n t r o i d C l u s t e r s : {0: [ 1 0 7 . 7 5 , 5 . 0 , 1 1 0 . 5 ] , 1 : [ 2 5 5 . 0 ,
255.0 , 1 2 7 . 5 ] , 2 : [ 1 0 . 0 , 226.5 , 8 . 5 ]}

105
106 def vectors2names ( s e l f , c l u s t e r s ) :
107 ”””
108 Replace v e c t o r s by names in a c l u s t e r s d i c t i o n n a r y
109 ”””
110 namec luster s = {}
111 for c l i d in range ( l en ( s e l f . c e n t r o i d s ) ) :
112 #p r i n t c l u s t e r s [ c l i d ]
113 c l u s t e r = c l u s t e r s [ c l i d ]
114 #p r i n t s e l f . i n p u t v e c t o r s
115 #p r i n t s e l f . inputnames
116 namec luster s [ c l i d ] = [ s e l f . inputnames [ s e l f . i nputve c to r s .

index ( e ) ] for e in c l u s t e r ]
117 s e l f . namec luster s = namec luster s # exemple o f namec lus ters :

{0: [ ’B ’ , ’ whi te ’ ] , 1 : [ ’G ’ , ’ t o t o ’ , ’Y ’ ] , 2 : [ ’R ’ , ’ grey
’ , ’ b l a c k ’ ]}

118
119 def upgma( s e l f , k l = None ) : # k l : l i s t o f name o f known

l i g a n d s
120 XY = [ [ 0 , 1 ] , [ 0 , 1 ] ]
121 print ’ \nUPGMA ALGORITHM FOR TREE BUILDING ’
122 k = len ( s e l f . c e n t r o i d s )
123 n e w i c k f i l e = open ( ’%s−means . t r e e ’ % k , ’w ’ )
124 n e w i c k f i l e . wr i t e ( ’ ( ’ *(1+2*(k−1) ) ) # f o r a k−mean we need

1+2*(k−1) p a r e n t h e s i s in the newick f i l e format
125 f a m i l i e r = [ ]
126 i n i t = True
127 in i tRoot = False
128 t e r = False
129 # −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−− PROGRESS BAR

−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−
130 widgets = [ ’UPGMA ’ , p rog re s sbar . Percentage ( ) , p rog re s sbar .

Bar ( marker=’=’ , l e f t=’ [ ’ , r i g h t=’ ] ’ ) ]
131 i f k−3 == 0 :
132 pbar = progre s sbar . ProgressBar ( widgets=widgets , maxval=1)
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133 else :
134 pbar = progre s sbar . ProgressBar ( widgets=widgets , maxval=k

−3+1)
135 pbar . s t a r t ( )
136 # −−−−−−−−−−
137 while k>2:
138 #p r i n t k
139 newickadder = [ ]
140 #p r i n t s e l f . namec lus ters
141 k = len ( s e l f . c e n t r o i d C l u s t e r s )
142 pbar . update ( l en ( s e l f . c e n t r o i d s )−k )
143 distmat = numpy . z e r o s ( ( k , k ) )
144 for i in range ( k ) :
145 for j in range ( k ) :
146 distmat [ i , j ] = s e l f . d i s t ( s e l f . c e n t r o i d C l u s t e r s [ i ] , s e l f .

c e n t r o i d C l u s t e r s [ j ] )
147 #p r i n t d i s tmat
148 i f l en ( distmat ) != 2 :
149 distmin = ( distmat + numpy .ma. i d e n t i t y ( k ) *distmat . max( ) ) . min ( )
150 ns = ( distmat + numpy .ma. i d e n t i t y ( k ) *distmat . max( ) ) . argmin (0 )
151 p = ( distmat + numpy .ma. i d e n t i t y ( k ) *distmat . max( ) ) . argmin ( ) /k
152 n = ns [ p ]
153 e l i f l en ( distmat ) == 2 :
154 t e r = True
155 n = 0
156 p = 1
157 distmin = distmat [ n , p ]
158 #p r i n t d i s tmat [ n , p ]
159 i f distmat [ n , p ] != distmin :
160 print ”FATAL ERROR : problem f o r f i n d i n g minima in d i s t anc e

matrix f o r UPGMA c a l c u l a t i o n ”
161 os . abort ( )
162 #p r i n t n , p , d i s tmin
163 #i f i n i t :
164 i n i t 1 = ( s t r ( s e l f . namec luster s [ n ] ) . r e p l a c e ( ’ [ ’ , ’ ’ ) ) .

r e p l a c e ( ’ ] ’ , ’ ’ )
165 i n i t 2 = ( s t r ( s e l f . namec luster s [ p ] ) . r e p l a c e ( ’ [ ’ , ’ ’ ) ) .

r e p l a c e ( ’ ] ’ , ’ ’ )
166 fami ly = ( s e l f . namec luster s . pop (n) )
167 fami ly . extend ( s e l f . namec luster s . pop (p) )
168 #p r i n t l e n ( f a m i l y )
169 for name in f ami ly :
170 i f not name in f a m i l i e r :
171 newickadder . append (name)
172 f a m i l i e r . extend ( fami ly )
173 #p r i n t newickadder
174 i f f ami ly == newickadder and not i n i t :
175 #p r i n t ’ ! ! ! ! ! NEW ROOT ! ! ! ! ! ’
176 #p r i n t i n i t 1
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177 #p r i n t i n i t 2
178 in i tRoot = True
179 familyname = ( s t r ( newickadder ) . r e p l a c e ( ’ [ ’ , ’ ’ ) ) . r e p l a c e ( ’

] ’ , ’ ’ )
180 i f i n i t :
181 n e w i c k f i l e . wr i t e ( ’(%s ) ) , ’ % i n i t 1 )
182 n e w i c k f i l e . wr i t e ( ’(%s ) ) :% f ) , ’ % ( i n i t 2 , d i stmin ) )
183 e l i f i n i tRoot :
184 n e w i c k f i l e . wr i t e ( ’ ((% s ) ,(% s ) ) :% f ) , ’ % ( i n i t 1 , i n i t 2 , d istmin )

)
185 e l i f newickadder == [ ] : # Ending o f the i n i t R o o t
186 n e w i c k f i l e . wr i t e ( ’ :% f ) , ’ % distmin )
187 e l i f t e r :
188 n e w i c k f i l e . wr i t e ( ’(%s ) ) :% f ) ’ % ( familyname , d istmin ) )
189 else :
190 n e w i c k f i l e . wr i t e ( ’(%s ) ) :% f ) , ’ % ( familyname , d istmin ) )
191 ncent ro id = s e l f . c e n t r o i d C l u s t e r s . pop (n)
192 pcent ro id = s e l f . c e n t r o i d C l u s t e r s . pop (p)
193 newkey = n*10+p
194 newcentroid = [ ]
195 for i in range ( s e l f . c a r d i n a l ) :
196 newcentroid . append ( ( ncent ro id [ i ] + pcent ro id [ i ] ) /2)
197 s e l f . c e n t r o i d C l u s t e r s . update ({newkey : newcentroid })
198 s e l f . namec luster s . update ({newkey : fami ly })
199 # −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−− REFORMATING

c e n t r o i d C l u s t e r s AND namec lus ters
−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−

200 newcent ro idClus te r s = {}
201 newnameclusters = {}
202 compt = −1
203 for key in s e l f . c e n t r o i d C l u s t e r s . keys ( ) :
204 compt = compt + 1
205 newcent ro idClus te r s . update ({ compt : s e l f . c e n t r o i d C l u s t e r s . pop (

key ) })
206 newnameclusters . update ({ compt : s e l f . namec luster s . pop ( key ) })
207 #p r i n t n e w c e n t r o i d C l u s t e r s
208 #p r i n t newnameclusters
209 s e l f . c e n t r o i d C l u s t e r s = newcent ro idClus te r s
210 s e l f . namec luster s = newnameclusters
211 #p r i n t s e l f . c e n t r o i d C l u s t e r s
212 #p r i n t s e l f . namec lus ters
213 # −−−−−−−−−−
214 i n i t = False
215 in i tRoot = False
216
217 # −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−− CALCULATION OF Sp AND

Se FOR THE FAMILY −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−
218 i f k l != None :
219 #p r i n t s e l f . namec lus ters
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220 cardK = len ( k l )
221 cardU = len ( s e l f . i npu tvec to r s ) − cardK
222 #p r i n t cardU
223 gamma best1 = 2**0 .5
224 for c l i d in s e l f . namec luster s . keys ( ) :
225 cardE = len ( s e l f . namec luster s [ c l i d ] )
226 cardKaE = 0
227 for name in s e l f . namec luster s [ c l i d ] :
228 i f name in k l :
229 cardKaE = cardKaE + 1
230 cardUaE = cardE − cardKaE
231 Se = f l o a t ( cardKaE ) / f l o a t ( cardK )
232 Sp = 1 − ( f l o a t ( cardUaE ) / f l o a t ( cardU ) )
233 #p r i n t Se , Sp
234 gamma = ((1−Sp) **2 + (1−Se ) **2) **0 .5
235 #p r i n t gamma
236 i f gamma < gamma best1 :
237 gamma best1 = gamma
238 SeBest1 = Se
239 SpBest1 = Sp
240 XY[ 0 ] . append(1−Sp)
241 XY[ 1 ] . append ( Se )
242 #p r i n t ’ b e s t : %s %s %s ’% ( gamma best1 , SeBest1 , SpBest1 )
243 try :
244 i f gamma best1 < gamma best2 :
245 gamma best2 = gamma best1
246 SeBest2 = SeBest1
247 SpBest2 = SpBest1
248 except UnboundLocalError :
249 i f gamma best1 < 2**0 . 5 :
250 gamma best2 = gamma best1
251 SeBest2 = SeBest1
252 SpBest2 = SpBest1
253
254 # −−−−−−−−−−
255 pbar . f i n i s h ( )
256 n e w i c k f i l e . c l o s e ( )
257 # −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−− PARENTHESIS

EQUILIBRATION AND NEWICK FORMAT
−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−

258 k = len ( s e l f . c e n t r o i d s )
259 n e w i c k f i l e = open ( ’%s−means . t r e e ’ % k , ’ r ’ )
260 l i n e = n e w i c k f i l e . r e a d l i n e s ( )
261 nolp = len ( re . f i n d a l l ( ’ \( ’ , l i n e [ 0 ] ) )
262 norp = len ( re . f i n d a l l ( ’ \) ’ , l i n e [ 0 ] ) )
263 d i f f = numpy . abs ( nolp − norp )
264 n e w i c k f i l e . c l o s e ( )
265 n e w i c k f i l e = open ( ’%s−means . t r e e ’ % k , ’w ’ )
266 n e w i c k f i l e . wr i t e ( ’%s ’ % l i n e [ 0 ] . r e p l a c e ( ’ , : ’ , ’ : ’ ) )



238 CHAPITRE 10. CODES SOURCES

267 n e w i c k f i l e . wr i t e ( ’ ) ’ * d i f f )
268 n e w i c k f i l e . c l o s e ( )
269 i f k l != None :
270 #p r i n t XY
271 r o c f i l e = open ( ’ r o c %s−means . xy ’% k , ’w ’ )
272 cP i ck l e . dump(XY, r o c f i l e )
273 r o c f i l e . c l o s e ( )
274 print ’ bes t gamma, Se and Sp : %s %s %s ’ % ( gamma best2 ,

SeBest2 , SpBest2 )
275 return gamma best2 , SeBest2 , SpBest2
276
277 def run ( s e l f , k l = None ) :
278 t e s t = s e l f . c e n t r o i d s
279 s e l f . c l u s t e r s D i s c o v e r y ( )
280 s e l f . c en t ro id sCa l c ( s e l f . c l u s t e r s )
281 compt = 0
282 # −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−− PROGRESS BAR

−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−
283 widgets = [ ’k−means ’ , p rog r e s sbar . Bar ( marker=’=’ , l e f t=’ [ ’ ,

r i g h t=’ ] ’ ) ]
284 pbar = progre s sbar . ProgressBar ( widgets=widgets , maxval=100)
285 pbar . s t a r t ( )
286 # −−−−−−−−−−
287 while s e l f . c e n t r o i d s != t e s t :
288 t e s t = s e l f . c e n t r o i d s
289 s e l f . c l u s t e r s D i s c o v e r y ( )
290 s e l f . c en t ro id sCa l c ( s e l f . c l u s t e r s )
291 compt = compt + 1
292 widgets = [ ’%s i t e r a t i o n s ’%compt , p rog re s sbar . Bar ( marker

=’=’ , l e f t=’ [ ’ , r i g h t=’ ] ’ ) ]
293 pbar = progre s sbar . ProgressBar ( widgets=widgets , maxval=

compt+10)
294 pbar . update ( compt )
295 pbar . f i n i s h ( )
296 s e l f . vectors2names ( s e l f . c l u s t e r s )
297 i f k l != None :
298 gammaSeSp = s e l f . upgma( k l )
299 return gammaSeSp
300 else :
301 s e l f . upgma( k l )
302
303 def main (k , f i l ename , k l = None ) : # k l : l i s t o f name o f known

l i g a n d s
304 i f k == None and f i l ename == None :
305 # −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−− OPTION PARSER

−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−
306 par s e r = OptionParser ( )
307 par s e r . add opt ion ( ”−k” , des t=”k” , he lp=”number o f c l u s t e r s ” ,

metavar=” I n t e g e r ” )
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308 par s e r . add opt ion ( ”−−input ” , des t=” input ” , he lp=” Filename
conta in ing input v e c to r s ” , metavar=” input . dat ” )

309 ( opt ions , args ) = par s e r . p a r s e a r g s ( )
310 # −−−−−−−−−−
311 kmeans = Kmeans( i n t ( opt ions . k ) , f i l ename=opt ions . input )
312 else :
313 kmeans = Kmeans(k , f i l ename )
314 t e s t = kmeans . c e n t r o i d s
315 kmeans . c l u s t e r s D i s c o v e r y ( )
316 kmeans . c en t ro id sCa l c ( kmeans . c l u s t e r s )
317 compt = 0
318 # −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−− PROGRESS BAR

−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−
319 widgets = [ ’k−means ’ , p rog r e s sbar . Bar ( marker=’=’ , l e f t=’ [ ’ ,

r i g h t=’ ] ’ ) ]
320 pbar = progre s sbar . ProgressBar ( widgets=widgets , maxval=100)
321 pbar . s t a r t ( )
322 # −−−−−−−−−−
323 while kmeans . c e n t r o i d s != t e s t :
324 t e s t = kmeans . c e n t r o i d s
325 kmeans . c l u s t e r s D i s c o v e r y ( )
326 kmeans . c en t ro id sCa l c ( kmeans . c l u s t e r s )
327 compt = compt + 1
328 widgets = [ ’%s i t e r a t i o n s ’%compt , p rog re s sbar . Bar ( marker=’

=’ , l e f t=’ [ ’ , r i g h t=’ ] ’ ) ]
329 pbar = progre s sbar . ProgressBar ( widgets=widgets , maxval=compt

+10)
330 pbar . update ( compt )
331 pbar . f i n i s h ( )
332 kmeans . vectors2names ( kmeans . c l u s t e r s )
333 i f k l != None :
334 gammaSeSp = kmeans . upgma( k l )
335 return gammaSeSp
336 else :
337 kmeans . upgma( k l )
338
339 i f name == ” main ” :
340 main (None , None )
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