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Introduction

La drépanocytose est une maladie génétique qui a été reconnue priorité de santé publique
par 'OMS et 'UNESCO (apres le cancer, l'infection par le VIH et le paludisme). C’est la
maladie génétique la plus répandue dans le monde. En France, elle touche environ
15 000 personnes et, a La Réunion, elle concernerait un couple sur 65, ce qui correspond
a environ 185 grossesses par an. Cette maladie, aussi appelée anémie falciforme, touche
les globules rouges : on parlera de globules rouges drépanocytaires ou falciformes. Le
globule rouge est formé d’hémoglobines composées chacune de deux chaines alpha (a-
globine) et de deux chaines béta (5-globine). Dans le cas du globule rouge drépanocy-
taire, le géne qui code pour la béta-globine localisé sur le chromosome 11 a subit une
mutation : ’hémoglobine anormale (hémoglobine S) résultante a tendance a polymériser
et a s’Tagglomérer lorsque la concentration d’oxygene dans le sang est faible (hypoxie).
Ceci conduit a la déformation des hématies c’est-a-dire que les globules rouges adoptent
une forme de faucille au lieu de prendre la forme biconcave observée chez les personnes
non malades. Ces globules rouges anormaux sont alors moins flexibles et se déplacent
plus difficilement dans les vaisseaux sanguins que les globules rouges normaux. En plus
du ralentissement provoqué par la forme en faucille des globules drépanocytaires, les
malades sont plus vulnérables aux infections, ils sont sujets a une anémie causée par
une destruction précoce des globules rouges anormaux (anémie hémolytique) et sont

victimes de crises vaso-occlusives épisodiques tres douloureuses.

Les causes des vaso-occlusions observées chez les personnes atteintes de drépanocy-
tose sont multiples et les mécanismes les mieux connus sont présentés dans la Figure 1
(p. 10) [2,3]. Le processus de vaso-occlusion chez les drépanocytaires est constitué de
deux étapes : (i) la production et la liaison de réticulocytes de stress (globules rouges im-
matures) a 'endothélium vasculaire suivies de (ii) la forte adhésion des globules rouges

vieillis et déformés a la matrice extracellulaire sous-endothéliale (lame basale). Dans
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I'étape (i) ci-dessus, les réticulocytes de stress sont produits en grande quantité (éry-
thropoiese accrue) afin de contre-balancer 'anémie hémolytique observée chez les dré-
panocytaires. Ces réticulocytes de stress expriment les protéines membranaires CD36 et
VLA-4 qui se lient respectivement aux protéines CD36 (grace a un pont de thrombospon-
dine) et VCAM-1, toutes les deux exprimées par 'endothélium vasculaire. L’adhésion de
ces globules rouges immatures a 'endothélium vasculaire favorise le ralentissement du
flux sanguin, ce qui a pour conséquence une diminution du taux d’oxygene dans le sang
(hypoxie). Dans cet environnement faible en oxygeéne, 'hémoglobine S polymérise et
s’agglomere entrainant ainsi une déformation en faucille (falciformation) des réticulo-
cytes de stress au cours du temps : ils deviennent ainsi des globules rouges drépanocy-
taires falciformes. Les globules rouges drépanocytaires (vieillis et déformés) surexpri-
ment la protéine membranaire Lutheran/BCAM qui se lie fortement et spécifiquement
a la protéine Laminine 511/521 exposée au niveau de la lame basale de 'endothélium
vasculaire enflammée (lors d’une inflammation causée par une infection par exemple)
[4]. Ces interactions protéine-protéine citées ci-dessus entrainent le ralentissement du
flux sanguin puis 'immobilisation des globules rouges drépanocytaires causant ainsi
I'occlusion complete du vaisseau (vaso-occlusion) [3]. Dans cette thése, nous nous
sommes intéressés a la protéine Lutheran/BCAM pour laquelle des études in vitro mon-
trent une forte implication dans la liaison des globules rouge drepanocytaire a la Lami-

nine 511/521 [4,5].

Les protéines Luthéran (Lu) et Basal Cell Adhesion Molecule (BCAM) font partie de la
superfamille des immunoglobulines. Elles sont codées par le méme géne et sont obtenues
par épissage alternatif de TARNm correspondant. Lu et BCAM sont donc deux isoformes
glycosylées respectivement de 85 kDa et 78 kDa qui différent par la longueur de leur
domaine cytoplasmique C-terminal. Par conséquent, ces glycoprotéines possedent des

domaines extracellulaires identiques composés d’'un premier domaine N-terminal Ig de
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Figure 1: Mécanisme de la vaso-occlusion chez les drépanocytaires. Des réticulocytes de
stress sont produits lors d’'une érythropoiese accrue. Ces réticulocytes de stress (globules
rouges immatures) expriment les intégrines VLA-4 et CD36 qui se lient respectivement
aux protéines VCAM-1 et CD36 exprimées par I’endothélium enflammé (par une infection
par exemple). Les deux protéines CD36 se lient entre elles grace a un pont de throm-
bospondine (TSP) libérée par activation de plaquettes. Cette premiere étape initie le
ralentissement du flux sanguin, ce qui a pour conséquence une hypoxie puisque 'oxygene
est moins bien transporté dans l'organisme. Se produit alors une désoxygénation de
I’hémoglobine S : un processus d’oxydation et de déshydratation entraine la falciforma-
tion du Globule rouge (GR) vieilli. Ce GR vieilli surexprime la protéine Luthéran/BCAM
(Lu) qui se lie fortement a la protéine Laminine 511/521 (Lna5) exposée au niveau
de lame basale de I'endothélium enflammé. L’ensemble de ces phénomenes provoque
des crises vaso-occlusives tres douloureuses chez les drépanocytaires [2] (inspiré de
I'ouvrage "La drépanocytose" [3]).
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type V (domaine D1), d’'un second domaine N-terminal Ig de type C1-set (domaine D2)*
et de trois domaines N-terminal Ig de type C2-set (domaines D3 a D5) [7]. Dans cette
étude, nous nous intéressons uniquement a la partie extracellulaire de Lu et de BCAM
par laquelle elles se lient spécifiquement a la Laminine 511/521 [4,5]. Puisque les
protéines Lu et BCAM possedent exactement les mémes domaines extracellulaires, nous
ne différencierons plus ces deux protéines dans la suite du manuscrit : elles seront toutes
les deux désignées par Lu.

Les Laminines (Ln) sont des composants protéiques majeurs de la lame basale des
cellules endothéliales et épithéliales. Ces protéines sont des hétérotrimeres formés de
trois sous-unités : «, et v qui forment 16 isoformes de Ln. Selon des études in vitro et
in vivo, la protéine Lu ne va se lier qu’aux isoformes de la Laminine qui contiennent la
chaine o5 telles que Ln-511 et Ln-521 [4,5,8-10]. Ces isoformes seront appelées Lna5
dans la suite du manuscrit. Lna5 est composée de cinq domaines globulaires LG1-LG5 a
son extrémité C-terminale. En plus d’interagir avec Lu, cette protéine peut aussi interagir
spécifiquement avec quelques intégrines, a-dystroglycan et syndecan-4 [11]. Bien que
les structures cristallographiques de plusieurs isoformes de Ln soient disponibles dans la
PDB, celles contenant la chaine 5 n’ont pas encore été résolues a ce jour.

Une caractéristique des globules rouges drépanocytaires est la surexpression de la
protéine Lu a la surface de leur membrane. Cependant il a été montré que la présence
de Lu en surface ne suffisait pas pour causer 'adhérence de ces cellules a 'endothélium
vasculaire. En effet, afin de se lier a Lnab, la protéine Lu doit étre activée par phos-
phorylation du résidu Ser621 (grace a une voie PKA) qui se trouve dans la partie cyto-
plasmique de Lu [12,13]. Actuellement, il existe un seul traitement médicamenteux qui
permet de réduire le nombre de crises vaso-occlusives chez les drépanocytaires : il s’agit

du traitement a ’hydroxyurée [14]. Approuvée par la FDA (Food and Drug Administra-

1Ce domaine D2 a été classifié comme étant un domaine de type V dans Uniprot mais 'analyse struc-

turale de ce domaine montre qu’il ressemble pl{itot a un domaine Ig de type C1-set [6].
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tion) des Etats-Unis, ’hydroxyurée empéche I'activation de la protéine Lu en inhibant la
phosphorylation de la partie cytoplasmique de celle-ci. Bien que ce traitement réduit con-
sidérablement les crises vaso-occlusives chez les drépanocytaires, il peut avoir plusieurs
effets secondaires tels qu'une hyperpigmentation de la peau et des nausées ainsi que des
risques de myélosuppression et de neutropénie chez les enfants [14]. Compte tenu de
ces effets secondaires, nous avons décidé de rechercher des petites molécules capables
d’inhiber I'interaction Lu-Lnab par encombrement stérique, c’est a dire des molécules
qui, en se liant a 'une des deux protéines, vont empécher la liaison de 'autre protéine.
Ce type de molécule est plus communément appelé inhibiteur d’interaction protéine-
protéine (PPII). Dans les paragraphes qui suivent, nous discuterons des difficultés liées a
la recherche de PPII, puis nous présenterons I'interaction Lu-Lna5 et les étapes que nous

avons suivies pour rechercher des inhibiteurs de cette interaction.

En raison de leur implication dans de nombreuses maladies, les interactions protéine-
protéine (PPI) sont des cibles importantes dans la recherche de molécules a visée thérapeu-
tique. La recherche de PPII est un travail difficile pour plusieurs raisons [15]. Premiére-
ment, les protéines interagissent entre elles sur des surfaces larges (aux alentours de
1 500 & 3 000 A?) et relativement planes. Ainsi, contrairement aux enzymes qui pos-
seédent un site actif profond et bien défini, la surface d’interaction protéine-protéine ne
présente généralement pas de poches profondes dans lesquelles de petites molécules peu-
vent se lier. Deuxiémement, la surface d’interaction de deux protéines étant tres large, il
est difficile de définir un site de liaison précis sur lequel la recherche de PPII potentiels
devrait se concentrer. Enfin, ces molécules inhibitrices doivent non seulement se lier sur
une surface plane, mais doivent aussi résister a la liaison du partenaire biologique.

La protéine cible, c’est-a-dire la protéine sur laquelle les molécules inhibitrices se
lient, fait une multitude d’interactions hydrophobes, de contacts de van der Waals ainsi
que des interactions électrostatiques et des liaisons hydrogene avec son partenaire bi-

ologique [16]. Bien que les interactions entre deux protéines soient nombreuses et
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s’étalent sur une large surface, seuls quelques résidus ou clusters de résidus (« hot spots
») concentrent la majorité de I'’énergie d’interaction et sont déterminants pour la recon-
naissance et l'affinité de liaison [17,18]. Ces « hot-spots », détectées par des expériences
de mutagenese, constituent des régions de l'interface protéine-protéine qui peuvent étre

ciblées par les potentiels PPII [18].

Comme expliqué précédemment, cette étude consiste a trouver des PPII capables
d’inhiber I'interaction Lu-Lna5. En ciblant cette interaction, nous voulons supprimer ou
réduire I'adhésion cellulaire responsable des crises vaso-occlusives observées chez les
drépanocytaires. La recherche de PPII ciblant I'interaction Lu-Lna5 est aussi d’un intérét
majeur dans la recherche de médicaments contre le cancer depuis qu’il a été découvert
que l'interaction entre ces deux protéines favorisait la migration des cellules tumorales,
notamment dans les cancers de la peau, des ovaires et du pancréas [19-21]. Cette
étude est notamment originale puisque le seul résultat concluant indiquant I'inhibition
par géne stérique de l'interaction entre Lu et la Laminine a été obtenu a l'aide d'un
anticorps se liant au deuxieme domaine N-terminal de Lu [22]. Il est cependant tres
difficile et cotiteux de développer une thérapie a partir d’anticorps ; la solution la mieux

adaptée doit provenir d'une molécule de faible masse.

Afin de rechercher des inhibiteurs de I'interaction Lu-Lnab, il est nécessaire d’analyser
I'interface de liaison de ces deux protéines. L'interaction de ces protéines se fait au niveau
des domaines L.G1, LG2 et LG3 de Lna5 [23] et des domaines D2 et D3 de Lu [6] (Figure
2). La structure de Lna5 n’est pas connue. En revanche, celle des domaines D1 et
D2 de Lu a été résolue par cristallographie aux rayons X et le domaine D3 a été obtenu
avec la méthode SAXS (Small Angle X-ray Scattering) par Mankelow et collaborateurs en
2007 [6]. Selon des expériences de mutagenese, le site de liaison de Lna5 est notamment
constitué de résidus chargés négativement sur les domaines D2 et D3 de Lu (Figure
2) [6]. Les résidus qui sont impliqués dans la liaison de Lna5 sont montrés en jaune,

orange et rouge dans la Figure 2. Alors que ces résidus se concentrent dans I'extrémité
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haute du domaine D3 de Lu avec notamment les résidus Asp312 (D312, en rouge),
Glu309 (E309, en orange) et Asp310 (D310, en orange) qui sont fortement impliqués
dans la liaison de Lnab, les résidus représentés en jaune (moyennement impliqués dans
la liaison) sur la Figure 2 et qui se trouvent sur le domaine D2 s’étalent sur les deux
faces de ce domaine avec un cluster de résidus sur ’extrémité basse (E132, D133, D198,

D199) et un résidu sur I'extrémité haute (E180).

E180

DOMAINE D2

1
D198
D316

DOMAINE D3 “\V, ,{ 309
> pL.>

E281 E280

Figure 2: Structure des domaines D2 et D3 de Lu respectivement résolue par crista-
llographie aux rayons X et par la méthode SAXS. Les résidus qui apparaissent sur cette
figure sont ceux qui ont été mutés en Ala afin de voir leur implication dans la liaison
de Lna5. Les résidus en bleu sont ceux pour lesquels les mutations n’ont pas changé
I'affinité de Lu pour Lna5 ; ceux en jaune, orange et rouge sont ceux qui ont contribuer
a diminuer I'affinité de Lu pour Lna5 de facon 1égere, marquée et importante [6] (Code

PDB 2PET).

La jonction flexible qui lie les domaines D2 et D3 est longue d’environ huit acides
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aminés et joue aussi un réle important dans la liaison de Lna5. Bien que les expériences
de mutageneses dirigées sur cette jonction n’aient pas affecté I'affinité de Lu pour Lna5,
il a été montré que la liaison entre ces deux protéines était abolie lorsque cette jonction
était écourtée de trois résidus. Ce résultat implique que la liaison de Lna5 sur Lu néces-
site une réorientation du domaine D3 par rapport au domaine D2 qui est permise par la
jonction qui lie ces deux domaines. C’est la flexibilité importante de cette jonction qui
n’a pas permis de résoudre la structure du domaine D3 de facon précise avec la méthode

de cristallographie aux rayons X [6].

Puisque seul le domaine D2 de Lu est a la fois impliqué dans la liaison de Lna5
et résolue avec une bonne résolution de 1.7 A (Code PDB 2PET), nous avons décidé
de rechercher des PPII dirigés contre ce domaine uniquement. Pour cela, nous avons
utilisé les techniques de modélisation et de simulation moléculaires afin de réaliser un
criblage virtuel a partir d'une large bibliotheque de composés, chimiotheque, et d’en
extraire ceux qui auront les propriétés désirées d’inhibition. Les techniques de modéli-
sation et de simulation moléculaires ont été largement éprouvées dans le domaine de la
recherche biomédicale et sont aujourd’hui devenues, pour la recherche de molécules a
visée thérapeutique, des techniques incontournables parce qu’elles permettent a la fois
d’accélérer les processus de découverte de ces molécules et, également, de minimiser
leur colit de développement. Afin de réaliser un tel criblage virtuel, il est nécessaire de

connaitre le site de liaison de Lnab sur le domaine D2 de Lu.

Pour la recherche de PPII ciblant le second domaine de Lu, nous avons été confrontés
a deux difficultés majeures. Premierement, la surface d’interaction définie par les expéri-
ences de mutagenése sur le domaine D2 de Lu est tres étendue puisqu’elle couvre les
deux faces du domaine, c’est-a-dire la face sur laquelle se trouvent les résidus Glu132,
Asp133 et Glu180 et celle sur laquelle se trouvent les résidus Asp198 et Asp199 montrés
sur la Figure 2 (p. 14). Cette surface étant trop étendue, il a été nécessaire de définir

au préalable une zone plus restreinte du domaine D2 sur laquelle réaliser le criblage.
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Deuxiémement, nous n’avions pas connaissance des autres partenaires de Lu malgré une
recherche approfondie de ces partenaires dans la littérature. En raison de ces difficultés,

il nous était impossible d’établir un protocole de criblage directement sur Lu.

Afin de contourner ces difficultés, nous avons établi une procédure de criblage qui
s’articule en plusieurs étapes et qui sont présentées dans la Figure 3 : recherche d’un site
de liaison sur le domaine D2 de Lu d’une part, et recherche d’'un systeme similaire a Lu
sur lequel établir un protocole de scoring d’autre part (a) ; recherche et validation d’'un
protocole de scoring sur le systéme similaire a Lu (étapes (b), (c) et (d)) ; application
du protocole validé sur le domaine D2 de Lu (e). La recherche d’un systeme similaire
a deux objectifs. Le premier est de permettre la déduction d’un site de liaison probable
sur Lu a partir de la comparaison entre ce systéme similaire et le domaine D2 de Lu.
Dans ce premier objectif, le systéme similaire doit étre complexé a une autre molécule
(protéine ou petite molécule), sans nécessairement de constante d’affinité associée. Le
second objectif est '’élaboration d’un protocole de criblage a partir de ce systéme similaire
comprenant une protéine (homologue ou présentant seulement une ressemblance locale,

analogue) et des constantes d’affinité connues.

L’étape (a) consiste a identifier sur le domaine D2 de Lu un site de liaison plus re-
streint et adapté a la taille des molécules organiques trouvées dans la chimiotheque
ZINC [24]. Elle consiste également a rechercher une protéine homologue ou analogue
(dénomée systéme similaire dans la Figure 3) possédant des ligands d’affinités connues
dans le but d’élaborer un protocole d’évaluation des énergies d’interaction entre la pro-
téine et son ligand potentiel, également appelée scoring. L’élaboration ainsi que la val-
idation de ce protocole de scoring sur un systeme similaire a Lu se fait en trois étapes :
(b) le docking, c’est-a-dire le calcul des géométries des complexes entre une protéine
et des composés ; (c) la relaxation des géométries des complexes afin de permettre
un positionnement optimal du composé sur la protéine ; (d) I'évaluation des énergies

d’interaction (scoring) entre la protéine similaire a Lu et les composés afin d’en déduire
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Recherche d’'un site de liaison plus restreint sur le domaine D2 de Lu
. &
Etape (a) Recherche d’un systéme similaire a Lu

*Recherche d’homologues de Lu ayant des ligands avec des constantes d'affinité connues
*Recherche d’analogues de Lu ayant des ligands avec des constantes d’affinité connues

Recherche et validation du protocole sur la protéine similaire a Lu

Etape (b) ‘ Docking ‘
Etape (c) ‘ Relaxation des géométries |
Etape (d) ‘ Evaluation des énergies ‘

*Comparaison des affinités expérimentales aux scores calculés
*Protocole valide si les affinités experimentales sont reproduites

S -
c '/'
) _
; ) :
e — -
Affinité expérimentale
Etape (e) Recherche de PPII pour Lu

*Les étapes (b), (c) et (d) ci-dessus qui ont permis de valider le
protocole ont été appliquées & Lu
*Recherche a partir de 1 295 678 de composés ZINC

Figure 3: Procédure de criblage pour l'identification de composés ayant une forte pro-
babilité de liaison a Lu. Les étapes (b), (c) et (d) constituent I'étape de recherche et
de validation du protocole scoring sur la protéine similaire a Lu identifiée a I'étape (a).
Lorsque le protocole est validé, celui-ci est appliqué au domaine D2 de Lu afin de trouver
des inhibiteurs potentiels de I'interaction Lu-Lna5 a partir de 1 295 678 composés issus

de la chimiotheque ZINC.
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ceux de meilleures affinités. Le docking dans I’étape (b) est nécessaire si, pour le systeme
similaire, la géométrie expérimentale de chacun des complexes impliquant la protéine
homologue/analogue et son ligand n’est pas connue. Dans I'étape (e), les étapes (b), (c)
et (d) qui ont permis de valider le protocole sur la protéine similaire a Lu sont appliquées

a Lu.

Pour I'étape (a) (Figure 3), nous nous sommes proposés de trouver une protéine ho-
mologue ou analogue a Lu formant un complexe avec une autre protéine ou un composé
de faible masse et dont la structure est disponible dans la Protein Data Bank (PDB) [25].
Contrairement a une protéine homologue qui serait caractérisée par un pourcentage
d’identité de séquences d’au moins 30 % sur les cinq domaines ou, a défaut, uniquement
sur le domaine D2 de Lu, une protéine analogue ferait apparaitre une similarité avec Lu
plus localisée structuralement sur une région restreinte et qui définirait un site de liaison
pour cet analogue. La connaissance du site d’interaction pour cet homologue/analogue
nous renseignera sur le site d’interaction probable de Lu. Idéalement, si le partenaire
de liaison de type protéique est lui-méme un homologue a la Laminine, alors le site
d’interaction de la Laminine sur Lu pourra également étre mieux défini. D’autre part,
pour I'étape (b), un protocole de scoring fiable pourra également étre établi a partir
d’une protéine homologue ou analogue a condition que cette derniére ait des ligands pos-
sédant des constantes d’affinité connues. Cette affirmation repose sur 'observation selon
laquelle les performances d’un protocole de scoring dépendent de la protéine étudiée :
les performances d'un méme protocole appliqué a deux sites d’interaction (de deux pro-
téines) qui different par leur topologie et/ou par leurs types de résidus ne seront pas
nécessairement les mémes, ce protocole étant performant par exemple dans un seul des
deux cas. En revanche, les performances d’un protocole seront a priori les mémes sur
des protéines homologues ou analogues. Bien sfir, les performances attendues seront
d’autant meilleures que le degré de similarité entre le site d’interaction de cet homo-

logue/analogue et celui de Lu est élevé. Nous avons donc recherché dans cette étape
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(a) une protéine homologue ou analogue possédant des ligands de constantes d’affinité
connues et qui s'étendent du nanomolaire au micromolaire (ceci permettant d’assurer
une hétérogénéité dans les valeurs de ces constantes).

Afin de rechercher un systeme similaire a Lu, nous avons réalisé des alignements
de séquences, des alignements globaux de structures et des alignements locaux de struc-
tures. Puisque ces recherches n’ont pas été concluantes (pas d’homologues ou d’analogues
de Lu ayant des ligands avec des constantes d’affinité connues ou permettant de définir
un site de liaison sur le domaine D2 de Lu), nous avons décidé de construire le protocole
de scoring sur la protéine CD80 qui présente, sur son domaine V, un site de liaison sim-
ilaire a celui de Lu ainsi que plusieurs dizaines de ligands avec des constantes d’affinité
connues. Cette protéine a été trouvée dans la banque de molécules TIMBAL [26]. La pro-
téine CD8O satisfaisait les trois conditions suivantes: (i) une structure cristallographique
de ce domaine existe dans la PDB ; (ii) une série de ligands avec des constantes de liai-
son connues sont disponibles ; (iii) son site de liaison partage certaines similitudes struc-
turales avec celle prédite de Lu. Nous avons défini u on site de liaison le domaine D2
de Lu en utilisant une prédiction basée sur un consensus entre les résultats de plusieurs
serveurs Web de prédiction.

La Figure 4 montre le canevas a partir duquel la méthodologie pour CD80 et Lu a été
construite. Pour CD80, I’étape de docking consiste a trouver la pose des ligands de cette
protéine, ligands dont les affinités sont par ailleurs connues. Pour Lu, I'étape de docking
consiste en un criblage virtuel & partir de la chimiothéque ZINC. A I'étape de scoring,
plusieurs méthodes de scoring ont été utilisées et celle qui a donné les meilleurs résultats
dans le cas de CD80 a aussi été utilisée dans la recherche de ligands de Lu.

Le protocole de criblage associé aux étapes (b) a (d) (soit ’étape d’élaboration et de
validation d’un protocole de scoring sur le systéme similaire a Lu) et défini dans la Figure
3 (p.- 17) a donc été élaboré grace a la protéine CD80 trouvée a I'étape (a). Ce proto-

cole a été élaboré et perfectionné jusqu’a ce qu’il permette de reproduire les constantes
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Figure 4: Canevas a partir duquel la méthodologie pour CD80 et Lu a été établie. Ce
canevas contient les étapes (b) de docking, (c) de simulation DM et (d) de scoring (éval-

uation d’énergie) entre lesquelles nous avons réalisé des analyses.
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d’affinité expérimentales pour les ligands de CD80 (les détails de ce protocole sont don-
nés dans la section 3.2). L’étape (b) de docking a été réalisée avec DOCK®6, puis les com-
plexes obtenus ont été relaxés a I’étape (c) avec des simulations de dynamique molécu-
laire (DM). A cette étape, nous avons testé des simulations DM sans eau, en présence
d’eau explicite grace a la méthode de dynamique moléculaire aux limites stochastiques
(SBMD) et en présence d’eau implicite grace a la méthode de dynamique Langevin (LD).
Enfin, a 'étape (d), nous avons calculé les énergies des complexation (scores) issues des
trajectoires obtenues a I'étape (c) grace a différentes méthodes de calculs : des fonctions
de scoring empiriques (XSCORE [27], Cyscore [28] et ID-Score [29]), knowledged-based
(ITScore [30] et DrugScore [31]) et basées sur un champ de force (MM-PBSA [32]).
Nous avons aussi réalisé des calculs de chimie quantique (méthodes semi-empiriques et

Fragment Molecular Orbital, FMO [33]) afin d’évaluer les énergies des complexes.

Une fois le protocole de scoring validé, c’est a dire lorsqu’il est capable de reproduire
les affinités expérimentales des quelques ligands choisis pour CD80, nous avons appliqué
les étapes (b), (c) et (d) a Lu (étape (e) de la Figure 3, p. 17). Pour Lu, nous avons utilisé
1 295 678 composés de la chimiotheque ZINC [24] contrairement a CD80 pour lequel
nous n’avons utilisé qu'un petit nombre de ligands. Dans I'étape (e), nous avons réalisé
le docking avec les programmes DOCK6 [34] et rDOCK [35], suivie d’'une simulation DM
en présence d’eau explicite (méthode SMBD) et d’un calcul des énergies des complexes
avec la méthode XSCORE. Les méthodes utilisées a I'étape (e) sont les méthodes qui ont

été validées dans I'étape de validation du protocole de scoring sur CD80.

Suite a ce criblage virtuel sur le second domaine de Lu, trois molécules ont été testées
par deux membres de I'équipe 1 expérimentale de notre UMR, Wassim El Nemer et Sylvie
Cochet. Spécialiste de Lu, Wassim El Nemer a testé l'efficacité de ces molécules en util-
isant la plateforme Venaflux qui permet de mimer le flux sanguin et ainsi de mesurer
I'adhérence des globules rouge drépanocytaires a Lna5 préalablement fixée. De cette

étude expérimentale, deux molécules se sont révélées actives et font 'objet de deux
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dépots de brevet a 'heure actuelle auprés du Bureau Européen des Brevets.

Ce travail de these sera présenté comme suit dans le manuscrit : la méthodologie
utilisée (chapitre 1) ; la procédure de recherche de systeme similaire a Lu (chapitre 2) et
I’élaboration dun protocole de scoring sur ce systeme ainsi que sa validation (chapitres 3
et 4) ; la recherche de PPII potentiel sur Lu a partir de composés issus de la chimiotheque

ZINC (chapitre 5).
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Chapitre 1

Méthodologie

Dans ce chapitre, nous présenterons d’abord la méthodologie utilisée dans cette these :
la recherche de protéines homologues ou analogues a Lu (section 1.1) ; la préparation
des protéines CD80 et Lu (section 1.2) ; I'élaboration d’un protocole de scoring a l'aide
de la protéine CD80 (section 1.3) ; le criblage virtuel de la chimiothéque ZINC appliqué
a Lu (section 1.4). Puis nous présenterons le principe du champ de force (section 1.5)
avant de présenter les méthodes de docking moléculaire, de calculs d’énergies avec des
fonctions de scoring secondaire (section 1.7) et la méthode de simulation de dynamique

moléculaire (section 1.8).

1.1 Recherche de protéines homologues ou analogues a

Lu

Dans la premiére étape de notre procédure de criblage (étape (a), Figure 3 a la p.
17), nous avons, dans un premier temps, recherché dans la littérature des ligands avec

lesquels Lu était co-cristallisé. Puisque cette recherche a été sans succes, nous avons util-
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isé quatre approches différentes pour identifier un site de liaison sur le domaine D2 de
Lu et/ou identifier un homologue ou un analogue de Lu ayant des ligands avec des struc-
tures et des constantes d’affinité connues a partir duquel nous pouvons construire le pro-
tocole de scoring. Tout d’abord, une recherche par BLAST [36], a partir de la séquence
entiere de Lu ou de son domaine D2, a été réalisée pour trouver une protéine homologue
en complexe avec un partenaire (protéine ou composé de faible masse) et pour laquelle
une structure est disponible dans la PDB [25]. En second lieu, pour les protéines trouvées
dans cette recherche qui avaient des pourcentages d’identité de séquence faibles avec Lu
(moins du seuil de 30% par rapport a la séquence de D2), leur structure a été alignée
sur celle du domaine D2 de Lu afin de vérifier si une relation d’homologie distante était
possible. En troisiéme lieu, une autre stratégie pour trouver des homologues distants a
consisté a utiliser des outils tels que PDBeFOLD [37], VAST [38], VAST+ [39], DALI [40]
et 'outil de recherche de similarité 3D de la PDB [25]. En dernier lieu, une stratégie
a été utilisée pour déterminer des protéines analogues uniquement : des alignements
structuraux, non plus globaux mais locaux, avec Lu ont été utilisés dans ce but grace
a l'utilisation de POSSUM [41], GIRAF [42] et Phyre2 [43]. Bien que des analogues
furent trouvés présentant une similarité localisée sur une certaine portion de la surface
de D2, aucun n’a pu étre trouvé co-cristallisé avec une autre protéine ou avec une petite

molécule.

Puisque les stratégies citées ci-dessus n’ont pas permis d’identifier un site de liaison
sur Lu, nous avons utilisé les résultats obtenus avec les expériences de mutagenese [6] et
une prédiction basée sur un consensus entre les résultats de plusieurs serveurs Web afin
de prédire un site de liaison sur le domaine D2 de Lu. Parmi les méthodes de prédiction
de site de liaison, on peut distinguer la méthode géométrique et la méthode énergétique.
La méthode géométrique consiste a rechercher des cavités a la surface des protéines : ce
sont les cavités les plus profondes qui sont généralement prédites comme sites de liai-

son. La méthode énergétique consiste a calculer les interactions entre une sonde (van
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der Waals, électrostatique, hydrophobe, etc.) et la protéine afin de détecter les zones
énergétiquement favorables a la liaison d’un ligand [44]. Le domaine D2 de Lu est un
domaine de type Cl-set, qui se caractérise par deux feuillets 5 antiparalleles définissant
chacun une surface pseudo-plane (Figure 2, p. 14). Ces feuillets  organisés en sandwich
définissent donc deux surfaces planes avec peu de cavités. La méthode la plus adaptée a
la recherche de site de liaison sur ce domaine D2 est alors la méthode énergétique. Nous
avons testé trois serveurs de prédiction de site de liaison qui utilisent la méthode én-
ergétique : Q-siteFinder [45], FTSite [46] et SiteHound [47]. Ces serveurs Web utilisent
différents types de sondes (carbone aromatique, phosphate oxygéne, etc.) permettant de
détecter les zones énergétiquement favorables a la liaison d’un ligand. Bien que le do-
maine D2 présente peu de cavités, celui-ci présente tout de méme plusieurs micro-cavités
qui sont définies par des chaines latérales de résidus adjacents sur les surfaces. Afin de
voir s'il était possible de prédire un site de liaison a partir des micro-cavités présentes a la
surface du domaine D2 de Lu, nous avons testé les serveurs de prédiction eFindsite [48]

et Surfnet [49] qui utilisent la méthode géométrique.

La recherche de protéines homologues ou analogues de Lu n’avait pas pour seul but
de définir un site de liaison sur Lu. En effet, I'idée était d’établir un protocole de scoring
sur une protéine semblable a Lu et qui possede plusieurs ligands avec des constantes
d’affinité connues. Nous avons sélectionné la protéine CD80 de la base de données TIM-
BAL [26] qui liste des inhibiteurs d’interactions protéine-protéine. Ces inhibiteurs se lient
au domaine V de CD80 dans le but d’inhiber les interactions CD80-CD28 et CD80-CTLA-
4. Le site de liaison prédit (section 1.3) sur le domaine V de CD80 est similaire a celui
prédit sur le domaine D2 de Lu. De plus, plusieurs dizaines de ligands de constantes
d’affinité connues sont répertoriés pour ce domaine V de CD80 [50]. Le site de liaison de
CD80 ainsi que sa comparaison avec celui prédit pour Lu sont présentés dans le chapitre
2. Dans le but de reproduire les affinités expérimentales d’'un ensemble de ligands de

CD80, nous avons testé plusieurs combinaisons de protocoles de docking, de simulations

25



de dynamique moléculaire (DM) ainsi que différentes méthodes de calcul d’énergie de
liaison des ligands (respectivement les étapes (b) a (d) de la Figure 3, p. 17). Ces cal-
culs d’énergie de liaison ont été réalisés a partir de calculs empiriques avec différentes
fonctions de scoring et des calculs de chimie quantique avec la méthode FMO (Fragment
Molecular Orbital) et la méthode PM6. Les détails relatifs aux étapes (b) a (d) (Figure 3,
p. 17) utilisées pour établir le protocole de scoring sur CD80 d’une part et pour réaliser

le criblage sur Lu d’autre part sont donnés dans les sections 1.3 et 1.4.

1.2 Préparation des protéines

Les structures cristallographiques de Lu et de CD80 ont été obtenues a partir de la
PDB [25] (code PDB 2PET pour Lu, et 1I8L et 1DR9 pour CD80). Seuls les deux do-
maines N-terminaux de Lu et de CD80 sont disponibles dans ces structures respectives.
PROCHECK [51] et WHATIF [52] sont des outils qui permettent un examen détaillé de
la stéréochimie de la structure d’une protéine et ont été appliqués aux deux structures
disponibles de CD80 qui ont toutes les deux une faible résolution de 3 A. Etant donné que
les problemes stéréochimiques et de packing étaient similaires pour les deux structures,
nous avons décidé d’optimiser la géométrie de la structure 1DR9. Ce choix a été motivé
par la comparaison des facteurs de structure (B-factors!) des deux structures cristallo-
graphiques : les valeurs les plus faibles sont observées pour 1DR9 (41 + 11 A% pour
1DRY et 52 + 25 A2 pour 1I8L).

Dans le but d’améliorer la stéréochimie globale du domaine cible V de CD80 avant
I'étape de docking (étape (b), Figure 3, p. 17), une procédure de minimisation a l'aide
du programme CHARMM [53] a été réalisée aprés I'immersion de I'ensemble du do-

maine V dans une couche de molécules d’eau : seules les molécules d’eau ont d’abord

Les B-factors renseignent la précision avec laquelle les positions atomiques sont connues et/ou sur la

mobilité intrinseque des atomes.
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été minimisées par 1 000 pas de minimisation suivie de 5 000 autres pas pour la minimi-
sation de I'ensemble du systeme. Apres la minimisation, les problemes stéréochimiques
(en lien avec les liaisons, les angles de valence et de torsion du squelette et des chaines
latérales) ainsi que le principal probleme de packing qui concernait le résidu Met43 du
site d’interaction ont été résolus ou amoindris. La structure minimisée finale de CD80 a
été utilisée dans I’étape suivante de docking.

Aucune minimisation de la structure cristallographique de Lu n’a été considérée étant
donné (i) sa haute résolution (1.7 A) et (ii) labsence de problémes stéréochimiques ou
de packing pour le domaine ciblé (résidus 116 a 231) d’apres les outils de vérification

PROCHECK et WHATTF.

1.3 Elaboration d’un protocole de scoring a I’aide de la

protéine CD80

Pour valider le protocole de criblage, nous avons d’abord appliqué les étapes (b) a (d) au
domaine V de CD8O telles qu’elles ont été définies dans I'introduction (Figure 3, p. 17).
Cependant, aucun des composés qui se lient a ce domaine V n’a été co-cristallisé avec
CD8O et les seules informations que nous avons sur leur région de liaison sur le domaine
V de cette protéine sont des résultats issus des expériences de mutageneses qui montrent
que la mutation des résidus Asn48 (N48K) ou Trp50 (W84A) diminue fortement I’affinité
de ces composés pour CD80 [54]. L'effet de la mutation du résidu Asn48 a été testé en
méme temps que la mutation des résidus Met47 et [le49. Bien que l'affinité de CD80
pour les composés soit diminuée lorsque cette protéine est mutée au niveau des résidus
Asn48, Met47 et [1le49, nous avons constaté que les chaines latérales de ces deux derniers
résidus sont enfouies a I'intérieur de la protéine. Les chaines latérales des résidus Met47

et Ile49 ne sont donc pas susceptibles d’interagir directement avec les composés.
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Afin, de délimiter précisément le site de liaison des inhibiteurs sur CD80, nous avons
utilisé les serveurs Web de prédiction de sites de liaison SiteHound [47], eFindSite [48]
et Surfnet [49], conjointement avec les deux résidus importants, Asn48 et Trp50, pour
la liaison des inhibiteurs selon les expériences de mutageneses [50, 54, 55]. Dix-sept
composés ont été choisis avec une large gamme de valeurs IC50, allant de 4 nM a 1 300
nM. Dans l'étape (b) (Figure 3, p. 17), les calculs de docking ont été réalisés avec
DOCK®6 [34]. Dans cette étape de docking, les ligands sont traités comme flexibles alors
que la protéine est traitée comme rigide. Au cours du docking, un ou plusieurs fragments
d’ancrage, tel que défini et exposé en détail dans la sous-section 1.6 (p. 42), sont po-
sitionés dans 100 orientations différentes sur le site de liaison préalablement identifié.
Le reste du ligand est ensuite construit liaison apres liaison, avec une rotation autour de
chaque liaison ajoutée par incréments de 10° pour identifier 'orientation la plus favor-
able basée sur I'énergie d’interaction (van der Waals et les contributions électrostatiques
seulement) entre la protéine et le composé en cours de construction [34]. L’exposant
pour la contribution répulsive de I'énergie de Lennard-Jones a été pris a neuf. Le facteur
diélectrique a été choisi a quatre sans le calcul des interactions électrostatiques afin de

mimer un effet d’écran di a la solvatation.

Les énergies d’interaction protéine-ligand calculées uniquement avec les contribu-
tions de van der Waals et électrostatiques conduisent a un classement initial des 17 com-
posés étudiés pour CD80 (scoring primaire apres I'étape de docking (b), Figure 3, p. 17 et
Figure 4, p. 20). Cependant, ce classement manque généralement de précision puisque
'effet du solvant est négligé ou imprécis et que la protéine est traitée comme rigide. C’est
pourquoi les énergies d’interaction protéine-ligand ont été réévaluées avec les fonctions
de scoring secondaire MM-PBSA [32], XSCORE [27], DrugScore [31], Cyscore [28],
ITScore [30] et ID-Score [29] afin de les comparer aux 17 valeurs IC50 expérimen-
tales. Avant cette réévaluation de I'énergie réalisée a I'étape (d), ces composés ont été

soumis a des simulations DM a I’étape (c) pour tenir compte de la flexibilité des pro-
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téines et de I'influence du solvant sur la liaison des ligands (Figures 3, p. 17 et 4, p.
20). Dans cette étape de relaxation, la protéine et le composé peuvent changer leur
structure de maniere a renforcer ou a améliorer leur interaction et leur complémentar-
ité. Par exemple, un donneur de liaison hydrogene de la protéine peut se réorienter
de facon a faire face a un accepteur de liaison hydrogene du composé. Cette étape
permet donc un raffinement général de la structure pour la procédure de scoring sec-
ondaire suivante, I'’étape (d). Dans cette étape de relaxation des complexes protéine-
ligand, le champ de force CHARMMS36 a été utilisé pour la protéine et le champ de force
CGENFF a été utilisé pour les ligands (combinaison de champs de force ci-apres dénom-
mée CHARMM36-CGENFF) [56]. Afin d’améliorer les contacts entre les ligands et CD80,
certains parametres d’angles de torsion et de valence ainsi que les charges des ligands ont
été modifiés de maniére a reproduire les données issues des calculs de chimie quantique
réalisés avec Gaussian09 [57] et MOPAC2012 (version 15.052L) [58] (ces modifications

seront détaillées dans le chapitre 4).

Trois représentations alternatives de I’environnement aqueux dans lequel les com-
plexes sont simulés ont été testées pour les simulations DM : absence d’eau, représen-
tation implicite et représentation explicite pour 'eau. Pour la représentation implicite
du solvant, on a réalisé des simulations de dynamique moléculaire Langevin (LD) [59]
qui permettent de modéliser les effets du solvant en termes de friction et de chocs inter-
moléculaires avec les solutés (protéine et ligand). Ces frictions et notamment les chocs
entre les solutés et les molécules d’eau résultent de I’agitation thermique des molécules
d’eau (I'eau est absente dans ce modele mais les effets sont mimés). Pour la représenta-
tion explicite du solvant, des simulations DM aux limites stochastiques (SBMD) [60] ont
été réalisées pour chaque complexe protéine-ligand préalablement immergé dans une
sphere de molécules d’eau d’un rayon de 32 A. Cette taille de sphére est suffisante pour
former une large couche d’eau autour du site de liaison. Un potentiel a été ajouté sur la

surface la plus externe de la sphere d’eau (soit a la limite entre les molécules d’eau et le
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vide) afin d’éviter 'évaporation.

Toutes les simulations LD et SBMD ont été effectuées avec le programme CHARMM
[53]. Les énergies des complexes protéine-ligand issus de I'étape de docking ont été
minimisées avant de chauffer les complexes de 0 a 300 K suivant un incrément de 10
K. Les étapes de chauffage (60 ps) et d’équilibration (80 ps) ont été suivies d'une étape
de production de 200 ps. Ce court temps de simulation est suffisant pour une relaxation
locale des géométries en présence d’eau. Les temps de simulation ne pouvaient étre
plus grands puisque notre but était d’appliquer ce protocole sur le criblage d'une grande
quantité de molécules issues de la banque ZINC afin de trouver des ligands pour Lu. Il
est a noter que lors de simulations longues avec des parametres de champ de force pour
le ligand qui sont imparfaits (angle(s) de torsion ou charge(s) par exemple), le systeme
peut dériver vers des géométries improbables. Dans les simulations, les interactions
électrostatiques et de van der Waals ont été tronquées en utilisant un « switching » des
forces entre 11 et 14 A. De plus, nous avons utilisé un pas d’intégration de temps de 1 fs
ainsi que l'algorithme SHAKE [61].

Les coordonnées des géométries ont été sauvegardées toutes les 250 fs, ce qui fait un
total de 800 géométries parmi lesquels 100 géométries ont été sélectionnées de facon
équidistante afin de permettre, a 'étape (d), les calculs d’énergie avec les fonctions de
scoring secondaire (XSCORE, ITScore, ID-Score, DrugScore, Cyscore, MM-PBSA) et les

méthodes de chimie quantique (Figure 3, p. 17).

Calculs de chimie quantique

Des calculs de chimie quantique ont été réalisés avec les programmes Gaussian09 [57] et
MOPAC2012 [58] afin d’optimiser les structures des ligands uniquement ou de réaliser
des scans optimisés sur des angles diedres. Ces résultats nous ont permis d’améliorer les
parametres des ligands dans le champ de force CGENFF. Les scans optimisés ont permis

de calculer I'énergie potentielle en fonction de la variation de certains angles diedres. Les
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détails des angles étudiés pour chacun des 17 composés sélectionnés se trouvent dans
la sous-section 3.2.1. Les charges des ligands ont été réajustées dans le champ de force
CGENFF suivant les charges calculées par chimie quantique en appliquant soit une regle
de trois, soit en réalisant un ajustement relatif. Ces modications seront présentées dans la
section 3.2.1 (p. 83). Les modifications des parametres dans le champ de force CGENFF
ont finalement permis d’améliorer les interactions entre les ligands et CD80 (résultats
présentés dans le chapitre 4).

Afin de décrire plus précisément les interactions entre CD80 et les ligands, des cal-
culs de chimie quantique ont été réalisés en utilisant la méthode ab initio FMO (Frag-
ment Molecular Orbital) [33] et semi-empirique PM6-DH2X de MOPAC [58]. Le principe
général de la méthode FMO est expliqué dans le chapitre 4 (p. 103 ; les détails peuvent
étre trouvés dans de nombreuses références [62-64]). Dans ces calculs réalisés avec
le programme GAMESS-US [65], le modele de solvatation PCM ainsi que le niveau de
calcul MP2 (FMO-PCM-MP2) ont été utilisés dans le but de reproduire les affinités ex-
périmentales. Les détails des différentes méthodes de calcul réalisées avec la méthode
FMO-PCM-MP2 sont donnés dans la sous-section 4.2.1 (p. 108). Nous avons aussi réal-
isé des calculs FMO dans le vide avec la méthode RI-MP2 (plus rapide que MP2) a I'aide
du programme PAICS [66, 67] afin d’évaluer uniquement la contribution énergétique de

chaque résidu en contact avec les ligands dans la pose sélectionnée.

1.4 Criblage virtuel de la chimiotheque ZINC appliqué a

Lu

Dans l'étape (e) de la Figure 3 (p. 17), un premier criblage a d’abord été réalisé sur
395 601 composés issus de la chimiotheque ZINC suivant le protocole que nous avons

publié en 2016 (Figure 6 de la référence [1] ; publication disponible en Annexe). De
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ce criblage nous avons obtenu deux PPII qui se sont révélés actifs selon les tests in vitro
réalisés par Wassim El Nemer et Sylvie Cochet (les détails expérimentaux sont fournis en
Annexe).

Dans le présent travail, un nouveau criblage a partir de 1 295 678 composés issus de
la méme chimiotheque a été réalisé et dans lequel la méthodologie a été modifiée afin
de permettre, nous I'espérons, son perfectionnement. Dans cette section, et dans le reste
du manuscrit, seuls les détails du protocole utilisé pour le deuxieme criblage (criblage a
partir de 1 295 678 composés) seront présentés.

Tous les composés (1 295 678) issus de ZINC sont issus de la catégorie « All clean »
(qui sont disponibles dans le commerce). Dans cette catégorie, aucune molécule ne
posséde de groupement pouvant initier une toxicité [24]. A P’étape de docking (étape
(b), Figure 4, p. 20), deux programmes de docking ont été utilisés : DOCK6 [34] et
rDOCK [35]. Chacun de ces programmes a permis de complexer 1 295 678 composés
sur Lu traité de facon rigide. Seuls les groupements terminaux OH et NH3" des résidus
qui se trouvent dans le site de liaison de Lu ont été rendus flexibles pendant I'étape de
docking avec rDOCK uniquement.

Les différentes étapes du protocole appliqué a Lu pour le criblage de 1 295 678 com-
posés sont montrées dans la Figure 1.1. Une seule conformation (pose) par ligand a été
générée par DOCK6 (car DOCK6 ne permet de garder que la meilleure pose par ligand)
alors que trois poses par ligand (pose 1, pose 2 et pose 3) ont été générées par rDOCK
(étape (b), de la Figure 1.1). Pour un ligand donné dans rDOCK, les poses 1, 2 et 3
correspondent aux trois meilleures énergies de complexation calculées. Puis, seuls les
5 000 meilleurs composés classés par la fonction de scoring primaire de DOCK6 ont été
retenus ; de méme, les 5 000 meilleurs composés classés par la fonction de scoring pri-
maire de rDOCK associés a chacune des poses 1, 2 et 3 ont été retenus (soit une liste de
5 000 composés pour chacune des poses). Nous avons utilisé le programme MATCH [68]

afin de générer les parametres CGENFF pour les ligands.
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‘ Sélection des 5 000 meilleurs ligands selon la fonction de scoring primaire |
v v v v
\ Paramétrisation MATCH |
v v L v
‘ Sélection des ligands faisant au moins 3 liaisons hydrogéne avec Lu |
v v v v
(c, )| Equilibration de 100 ps |
v v v v
\ Sélection des ligands stables (RMSD < 5 A) |
v v v v
(d ) Evaluation des rangs avec X-Score sur 100 géométries extraites de fagon équidistante sur la fin de la
eq trajectoire
v v v v
‘ Sélection des 1 000 meilleurs composés Sélection des 500 meilleurs composés |
v v v v
(Cw)l Production de 200 ps I
v v v v
\ Sélection des ligands stables (RMSD < 5 A) |
v v v v
(d ) Evaluation des rangs avec HMScore sur 100 géométries extraites de fagon équidistante sur toute la
pr trajectoire

Figure 1.1: Méthodologie utilisée pour le criblage de 1 295 678 sur le domaine D2 de
Lu. L’étape (b) encadrée en bleu correspond a I'étape de docking. Des étapes d’analyse
ont permis de sélectionner des composés (ligands) apres les étapes d’équilibration (c,,)
et de production (c,) ; (c.) et (c,) constituant des étapes de relaxation (étape (c)
de la Figure 3, p. 17). Apres chacune de ces étapes de relaxation, les énergies des
géométries ont été évaluées avec la fonction de scoring X-Score (étape (d.,)) et HMScore
(étape (d,.)) (étape (d) de la Figure 3, p. 17). Ces deux fonctions de scoring font
partie de la méthode de calcul XSCORE (présentée dans la sous-section 1.7.1, p. 51).
Les étapes (d.,) et (d,,) ont respectivement été réalisées sur 100 géométries extraites a
la fin de la trajectoire d’équilibration et sur 'ensemble de la trajectoire de production.
Pour sélectionner les ligands stables apres I'étape d’équilibration (c.,) et apres I'étape de
production (c,), les calculs de RMSD ont été réalisés respectivement sur la fin et sur
I'ensemble des trajectoires correspondantes.
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Avant I'étape d’équilibration (étape (c.,)), le nombre de liaisons hydrogene établies
entre les ligands retenus et Lu a été comptabilisé avec CHARMM. Puis, des étapes d’analyse
ont permis de sélectionner des ligands apres I'étape de simulation d’équilibration (c.,) et
apres I'étape de simulation de production (c,,). Puisque les deux ligands actifs issus du
premier criblage de 395 601 composés font chacun trois liaisons hydrogéne avec Lu, nous
avons décidé de ne sélectionner que les ligands faisant au moins trois liaisons hydrogene
avec la protéine dans le second criblage de 1 295 678 composés. Les étapes DM (étapes
(ceq) et (c,)) des simulations SBMD (dynamique moléculaire aux limites stochastiques)
ont été réalisées sur ces ligands avec 60 ps de chauffage, 100 ps d’équilibration (étapes
(cey) et (c,)) et 200 ps de production (étape (c,,) uniquement). Tout comme pour les
simulations SBMD réalisées sur CD80 dans I'étape de validation du protocole de scoring,
nous avons utilisé une sphere d’eau d’'un rayon de 32 A et les énergies des complexes
protéine-ligand ont été minimisées avant de chauffer les complexes de 0 a 300 K suiv-
ant un incrément de 10 K. L’analyse des trajectoires de dynamique moléculaire a permis
d’éliminer les ligands instables apres chacune des étapes (c.,) et (c,.). Un ligand a été
considéré comme instable lorsque la moyenne de RMSD calculée entre la pose initiale
(pose de docking) et la pose correspondante a chacune des géométries extraites de la
trajectoire était supérieure 4 5 A. La valeur de 5 A a été choisie afin de ne pas exclure des
ligands pour lesquels un ou plusieurs groupements périphériques subissent une réorien-
tation au cours des simulations. Les calculs de RMSD ont été réalisés deux fois : (i) sur
la fin de la trajectoire d’équilibration obtenue a 'étape (c.,) et (ii) sur I'ensemble de la

trajectoire de production obtenue a I'étape (c,,).

L’étape (d) d’évaluation des énergies de complexation de la Figure 4 (p. 20) a été
réalisée deux fois pendant le criblage des 1 295 678 composés. D’abord, les affinités
moyennes des ligands ont été réévaluées avec la fonction X-Score a partir de 100 géométries
issues de la trajectoire d’équilibration (étape (d.,) de la Figure 1.1). Cette étape a permis

de sélectionner les 1 000 meilleurs ligands dont les géométries initiales ont été générées
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par DOCK6. Pour chacune des poses 1, 2 et 3 générées par rDOCK, les 500 meilleurs
ligands ont été sélectionnés a cette méme étape. Puis, les affinités ont été réévaluées
une seconde fois avec la fonction HMScore sur 100 géométries issues de la trajectoire de
production (étape (d,-)). Les fonctions X-Score et HMScore sont les fonctions de scoring
implémentées dans la méthode de calcul XSCORE présentée a la page 51. Enfin, le top-
20 des ligands provenant de I'ensemble des résultats rDOCK et DOCK6 a été analysé et

commenté.

1.5 Les champs de force

Le champ de force est un ensemble de fonctions mathématiques et de parametres qui
permettent de décrire les structures des molécules ainsi que les interactions intramolécu-
laires et/ou intermoléculaires. Il permet de calculer de maniere simplifiée les contribu-
tions énergétiques associées aux atomes d’un systéme moléculaire.

Plusieurs techniques de modélisation moléculaire utilisent un champ de force. C’est
le cas du docking moléculaire, de certaines des techniques permettant I’évaluation des
énergies d’interaction (fonctions de scoring) et de la dynamique moléculaire, techniques
qui seront respectivement présentés dans les sections 1.6 (p. 39), 1.7 (p. 50) et 1.8 (p.
59). Dans le cas du docking moléculaire, qui consiste a générer différentes conformations
d’un ligand sur une protéine, un champ de force est utilisé afin d’évaluer les énergies des
complexes formés et ainsi de ne garder que les complexes de meilleure énergie. Les
fonctions de scoring secondaire utilisent un champ de force en général plus élaboré que
celui utilisé dans la technique de docking moléculaire afin d’évaluer plus précisément les
énergies d’interaction. Enfin, la technique de dynamique moléculaire utilise un champ
de force afin de simuler les mouvements des molécules au cours du temps.

Dans les trois techniques citées ci-dessus, les champs de force utilisent un découpage

de I’énergie potentielle en deux types principaux: 1'un correspondant aux contributions
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covalentes (Einteractions lices), lautre aux contributions non covalentes (Eineractions non-lides) -
Des expressions mathématiques associées a différentes sous-contributions énergétiques
permettent de décrire ces contributions covalentes et non covalentes. Dans ces expres-
sions, les parametres ainsi que les fonctions mathématiques peuvent varier mais restent
apparentés. Nous prendrons dans la suite 'exemple du champ de force CHARMM tres
populaire pour illustrer le concept de champ de force.

L’énergie potentielle d'une molécule ou d’un systéme plus complexe se décompose de

la facon suivante :

E = Einteractions lides + Einteractions non-liées (11)
avec:

E interactions lides — E liaisons covalentes + Eangles de valence 1+ Eangles diédres T Eangles diédres impropres (12)

E interactions non-liées — Evan der Waals 1 E électrostatiques (1 3)

Contribution des liaisons covalentes et des angles de valence De maniere simpli-
fiée, les fluctuations des distances de liaison covalente ainsi que celles des angles de
valence autour de leur valeur de référence s’apparentent aux mouvements décrits par
des oscillateurs harmoniques. Ces fluctuations sont donc communément modélisées
par des systemes a ressort [69]. L’énergie associée a ces systemes peut étre calculée
d’apres les équations 2.4. Ces équations comprennent un parametre représentant la
valeur d’équilibre obtenue lorsqu’aucune force n’est appliquée (distance r, et angle 6,) et
une constante de force K, qui modélise 'amplitude des fluctuations autour de la valeur
d’équilibre.

liaisons covalentes

Eliaisons covalentes = Z 5 Kr (7“ - T0)2 (1 4)

angles de valence

1
Eangles de valence — Z §K®<@ - @0)2 (15)
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Contribution des angles diedres classiques Les angles diédres classiques correspon-
dent a la rotation autour d’une liaison covalente, également appelée torsion. Le terme
Eqngles diedres N€ représente pas, a lui seul, la variation d’énergie due a la torsion. II est
utilisé pour compenser les contributions des autres termes au profil énergétique de tor-
sion comme, entre autres, 'énergie de van der Waals entre deux atomes séparés par trois
liaisons covalentes. L’énergie de torsion liée a la rotation autour d’une liaison covalente
est modélisée par une fonction périodique dont la plus simple expression est présentée
dans I'équation 1.6.

angles diédres

Eangles diédres — Z K@(l + COS(TL@ — (5)) (16)

L'utilisation de la fonction cosinus permet d’obtenir des profils énergétiques péri-
odiques, i.e. présentant plusieurs valeurs d’angle diédre classique qui correspondent
a des valeurs minimales locales de I'énergie?. Le parameétre n, appelé multiplicité ou
périodicité de la rotation, est lié au nombre de minima énergétique par périodicité. Le
parametre J, appelé phase, permet de définir les valeurs d’angle diedre pour lesquelles le
terme Egngies dieares €St minimal. Une constante de force Kq est utilisée afin de représenter
les hauteurs de barriere énergétique séparant les minima. Ce parametre permet donc
de limiter la possibilité de rotation autour d’une liaison covalente. Afin d’améliorer la
modélisation de I’énergie qui résulte de la rotation autour d’une liaison covalente, il est
souvent utile d’étendre le terme Egngies dieares €N utilisant une série de Fourier. Sans l'aide
de ces séries, il est souvent impossible de représenter les profils énergétiques les plus
complexes. Par exemple, pour la rotation autour de la liaison covalente formée entre les
deux atomes centraux du butane, deux expressions doivent étre combinées pour définir
le terme Egngies giedres: Une des expressions possede une périodicité de 2 et une phase

de 180°, l'autre une périodicité de 3 et une phase de 0°. La combinaison de ces deux

2La fonction cosinus étant périodique sur 360° (cos(x)€ [—1;1]), pour obtenir une énergie positive ou

nulle, il est nécessaire d’ajouter la valeur 1 aux résultats obtenus par la fonction cosinus.
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expressions permet d’augmenter les énergies correspondant aux conformations décalées
gauche et droite afin d’obtenir le profil énergétique attendu pour cette rotation dans le

butane.

Contribution des angles dieédres impropres IL’angle diedre impropre représente la
possibilité pour la position d'un quatrieme atome D lié a 'atome central B d’un an-
gle de valence ABC de dévier par rapport au plan (ABC). L'utilité principale du terme
Engles diedres impropres €St de controler la planéité de certaines parties telles que les liaisons
peptidiques ou les systémes 7. La forme de ce terme (équation 1.7) est inspirée de celle
décrite précédemment pour Ejigisons covatentes €t Eangles de valence @Vec le parametre ¢, perme-
ttant de représenter la valeur de I'angle correspondant a la géométrie d’équilibre et la

constante de force K;,,, qui limite la déviation par rapport a cette valeur d’angle.

angles diédres impropres

1
E angles diédres impropres — Z 5 K imp ( Qb - ¢0 ) 2 (1 . 7)

L’énergie électrostatique Le terme Egecrostarique (VOIr équation 1.8) est I'énergie asso-

ciée a la force de Coulomb [70].

couples d’atomes non-liés

Z 4iq;
E électrostatique — - (1 8)
471'607”1']'
paire d’atomes ij

Afin de calculer 'énergie d’interaction entre deux atomes i et j, Egecrostatique ti€nt
compte des charges partielles ¢; et ¢; de ces deux atomes ainsi que de la distance r;;

séparant ces deux atomes. La constante ¢, représente la valeur de la permittivité du vide.

L’énergie de van der Waals Le terme de van der Waals E,;, ger waais peTmet de représen-
ter I’énergie associée aux forces de dispersion de London [69] (partie attractive en —7%6
de I'énergie) et celle associée a la répulsion interélectronique due au principe d’exclusion
de Pauli [71] (partie répulsive en ;). De part sa double composition (parties at-

tractive/répulsive), le terme E,q, ger waats €St typiquement représenté par un potentiel de
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Lennard-Jones 6-12 [72] :

couples d’atomes non-liés

Rmznz Rmini'
Evan der waals = Z Eij[( - )12 - 2(—7]>6] (19)

rij Tij

paire d’atomes ij

Le parametre ¢,;, appelé parametre de Lennard-Jones, est dépendant des types atom-
iques de i et de j et définit la valeur absolue du minimum énergétique pour l'interaction
de van der Waals entre les atomes i et j. Le parametre Ry, j;, appelé rayon du coeur
répulsif, définit la distance de séparation entre les atomes i et j pour laquelle I’énergie de
van der Waals est minimale. Lorsque r;; prend la valeur Ry, i, les forces répulsives et
attractives s’annulent, ce qui entraine E,q der waais = -€;j. En général, les parametres du
terme E,q, der weas pOUr les différentes paires d’atomes sont obtenus a partir des regles de

combinaison de Lorentz-Berthelot [73,74].

1.6 Docking moléculaire

La méthode de docking moléculaire existe depuis plus de 30 ans [75,76] et est largement
utilisée aujourd’hui dans la recherche de molécules médicament [77]. Cette méthode
consiste a prédire la conformation d’'un ligand (molécule ou macromolécule) ainsi que
son orientation dans une région donnée d’une protéine cible. La recherche de la confor-
mation d’un ligand se fait en deux étapes : (i) la génération de différentes conformations
possibles du ligand (poses) grace a un algorithme de recherche, différents complexation
sont obtenus ; et (ii) le calcul des énergies des complexes grace a une fonction de scoring
(fonction de scoring primaire) qui permet d’évaluer la pertinence des différentes confor-
mations adoptées par ce ligand. Cette deuxiéme étape permet de faire un classement
des scores (énergies calculées par la fonction de scoring) afin d’identifier les poses les
plus probables du ligand. Le processus est le méme lorsqu’on cherche a discriminer dif-
férents ligands selon leurs affinités pour la protéine cible (Figure 1.2) : l'algorithme de

recherche va générer une ou plusieurs poses pour chaque ligand puis la fonction de scor-
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ing primaire va permettre d’identifier le ligand qui se lie le plus fortement a la protéine

cible.

Complexes AG Rang
(Kcallmol)

Protéine
I "
‘ -15 \EE_.I -

<
Ligands @ ™ $ -.,“\‘3- -
™

Figure 1.2: Principe du docking moléculaire illustré. Apres la complexation des ligands

sur la protéine, I'énergie de chacun des complexes est évaluée grace a une fonction de
scoring primaire qui calcule les énergies d’interaction entre chaque ligand et la protéine.
Puis les ligands sont classés selon leur énergie de liaison a la protéine (score). Dans cet
exemple, plus I'énergie est négative, plus le complexe protéine-ligand correspondant est

stable et le rang associé bas.

Il existe deux types de docking : le docking rigide et le docking flexible. Ces deux
méthodes different par la facon dont le ligand et la protéine sont traités pendant la
recherche de la meilleure conformation. En effet, dans le docking rigide, le ligand et
la protéine sont gardés dans leur géométrie initiale sans possibilité de changement de
leur structure au cours de la recherche de la meilleure pose (ni angle, ni mouvement de
rotation n’est autorisé). En revanche, dans le docking flexible, le programme prend en
compte les modifications de la structure initiale du ligand, par exemple en changeant
ses angles de torsion de manieére a permettre une interaction plus forte avec la protéine.

Pour la protéine, la flexibilité de quelques résidus peut aussi étre prise en compte. Cette
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méthode de docking flexible permet d’obtenir des poses a priori plus réalistes puisqu’elle
prend en compte 'adaptation du ligand au site de liaison. Seule la méthode de docking

flexible sera présentée plus en détail.

Docking flexible

Comme indiqué ci-dessus, la méthode de docking flexible permet de prendre en compte
I'adaptation du ligand lors de sa liaison a la protéine. Ainsi, en permettant au ligand
d’étre flexible par des mouvements de rotation, des changements d’angles, mais aussi
des mouvements de translation, on favorise de meilleures interactions entre le ligand
et la protéine. Il existe trois grandes catégories d’algorithme de recherche de confor-
mation qui prennent en compte la flexibilité du ligand : les algorithmes de recherche
systématique qui regroupent les méthodes de reconstruction incrémentales et les méth-
odes de recherche exhaustives ; les algorithmes de recherche aléatoire qui regroupent,
entre autres, les méthodes de Monte-Carlo et les algorithmes génétiques ; enfin, les algo-
rithmes de recherche déterministe qui regroupent les méthodes de dynamique molécu-
laire et de minimisation d’énergie [76].

L’algorithme de recherche systématique consiste a explorer tous les mouvements de
rotation possible du ligand : tous les degrés de liberté sont testés (0° a 360°) avec un
pas incrémental choisi. Comme son nom l'indique, 'algorithme de recherche aléatoire
permet de générer plusieurs poses d’'un ligand en faisant des mouvements de translation,
de torsion, mais aussi de rotation de facon aléatoire. Puis, une fonction de probabilité
permet de retenir les poses les plus probables uniquement. L’algorithme de recherche
déterministe permet aussi de simuler I'espace conformationel de la protéine par des
méthodes de dynamique moléculaire ou de minimisation d’énergie. Il est difficile de
prendre en compte la flexibilité d'une protéine qui possede beaucoup plus de degrés de

liberté qu'une molécule d’une vingtaine d’atomes. Afin de contourner ce probleme, cer-

41



tains programmes de docking tels que GLIDE [78] et FLEXX [79] permettent de prendre
en compte la flexibilité de certains résidus choisis par I'utilisateur.

Alors que DOCK®6 [34] utilise la méthode de reconstruction incrémentale (algorithme
de recherche systématique), rDOCK [35] utilise une combinaison des méthodes Monte-
Carlo et d’algorithme génétique (algorithme de recherche aléatoire) associé a des étapes
de minimisation permettant de prendre en compte la flexibilité de certains groupements
pour quelques résidus (algorithme de recherche déterministe). Chacune de ces méthodes
utilisées dans les programmes DOCK6 et rDOCK est présentée dans les sous-sections qui

suivent.

DOCK6

Algorithme de recherche de conformations Le programme DOCK6 [34] utilise la
méthode de reconstruction incrémentale qui est une des méthodes de l'algorithme de
recherche systématique. Cette méthode consiste a reconstruire le ligand fragment par
fragment dans le site de liaison de la protéine cible suivant plusieurs étapes (Figure 1.3).
Le ligand est d’abord décomposé en plusieurs fragments avant de définir un fragment
de base qui est souvent un cycle : il s’agit de 'ancre (anchor). Dans un premier temps,
I'ensemble des cycles est traité comme rigide. Si la molécule ne contient pas de cycle,
c’est le plus gros fragment qui sera utilisé comme ancre.

Une fois que I'ancre a été définie, celui-ci est orienté de facon rigide dans le site ac-
tif préalablement défini par I'utilisateur. Plusieurs orientations de I'ancre dans le site
de liaison sont testées et leurs énergies d’interaction (van der Waals et électrostatique)
avec la protéine sont calculées avant d’étre minimisées. Puis, les différentes orientations
de I'ancre sont classées selon leur score (énergie d’interaction) afin de n’en retenir que
les meilleures. L’étape suivante consiste a rajouter progressivement les autres fragments
(parties flexibles) du ligand sur I'ancre. Chaque fragment rajouté a l'ancre est traité

comme suit et dans cet ordre : (i) test de plusieurs orientations possibles du fragment ce
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Figure 1.3: Méthode de reconstruction incrémentale du ligand dans le site actif qui per-
met de choisir les meilleurs angles de torsion de facon a optimiser l'interaction avec la

protéine (la protéine n’apparait pas ici pour raison de clarté).
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qui permet d’obtenir une structure partielle du ligand dans différentes orientations ;
(ii) calcul de I'énergie d’interaction (score) entre la structure partielle du ligand et la
protéine ; (iii) optimation du complexe ligand partiel — protéine. Puis, un nouveau
fragment est ajouté a la structure partielle du ligand dont seules les meilleures orienta-
tions sont conservées comme précédemment. Cette procédure se poursuit jusqu’a ce que
le ligand soit entierement reconstitué. Plusieurs conformations pour le ligand sont donc
générées puisque les meilleures orientations sont gardées au cours de la construction du

ligand.

Fonction de scoring primaire Chaque complexe protéine-ligand généré avec DOCK6
est évalué avec une fonction de scoring primaire qui permet d’estimer l'affinité de liaison
entre une protéine et chacune des poses du ligand générées pendant le docking. Dans le
cas de ce programme de docking, la fonction de scoring primaire se définit par la somme
des énergies dues aux contributions de van der Waals et électrostatiques respectivement

calculées selon un terme de Lennard-Jones et un potentiel de Coulomb.

rDOCK

Algorithme de recherche de conformations Le programme rDOCK utilise une com-
binaison de méthodes faisant partie des catégories d’algorithmes de recherche systéma-
tique et déterministe afin de générer les poses les plus probables pour chaque ligand.
Pour générer la pose d’un ligand donné, rDOCK utilise trois variantes d’un algorithme
génétique qui sont chacune suivie d’'une étape de la méthode Monte-Carlo réalisée a
faible température et d’'une étape de minimisation. Le principe général de I'algorithme
génétique qui est présenté dans la Figure 1.4 ainsi que celui de la méthode Monte-Carlo
seront présentés dans cette sous-section.

Le principe des algorithmes génétiques, aussi appelé algorithme évolutionniste, est

de mimer I'évolution biologique décrite par Darwin en 1859 [80]. Pour cela, les al-
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gorithmes génétiques s’inspirent de phénomenes observés en biologie : la sélection, la
recombinaison et la mutation. En biologie, I'information génétique est portée par des
chromosomes constitués de genes. Dans le cas, par exemple de la fécondation, les chro-
mosomes du gamete male se recombinent avec ceux du gamete femelle (chromosomes
parents) pour former une nouvelle combinaison de genes : c’est la formation des chro-
mosomes filles. Ces chromosomes filles sont similaires aux chromosomes parents mais
différent au niveau de quelques génes en raison de ce brassage génétique mais aussi en
raison d’une ou plusieurs mutations occasionnelles. Dans le cas de I'algorithme génétique
appliqué au contexte du docking moléculaire, le chromosome représente une pose du li-
gand et les genes qui constituent ce chromosome représentent les différents parametres
liés a la pose tels que les angles de torsion ainsi que les mouvements de rotation et
de translation du ligand dans I'espace. Apres avoir généré différentes poses de ligand,
une fonction de survie (fitness function) permet de sélectionner les poses associées aux
meilleurs scores (c’est a dire les poses dans lesquelles les ligands interagissent le mieux
avec la protéine) : on obtient les chromosomes parents. Puis, toujours en mimant, ce
qui est observé en biologie, certains parametres des poses initiales du ligand (genes des
chromosomes parents) vont s’échanger (recombinaison) et d’autres vont étre modifiés
(mutations) pour obtenir de nouvelles poses qui different des poses initiales par quelques
parametres (chromosomes filles). Enfin, la fonction de survie permet d’évaluer chacune
de ces nouvelles poses et seules les poses qui sont associées aux meilleurs scores sont

gardées et deviennent a leur tour des «chromosomes parents» [81] (Figure 1.4).

Dans le cas du programme rDOCK, les parametres (genes) qui constituent les chro-
mosomes sont le centre de masse du ligand, les mouvements de translation du ligand
(en coordonnées cartésiennes), les angles diedres qui permettent les mouvements de ro-
tation du ligand et ceux qui permettent les mouvements de rotation des groupements
OH et NH3" terminaux de certains résidus. Les chromosomes parents sont formés de

facon aléatoire a partir du site de liaison préalablement définie par I'utilisateur. Puis ces
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Figure 1.4: Principe général de l'algorithme génétique. Apres avoir généré plusieurs
poses d’un ligand, les énergies de liaison E ont été calculées grace a une fonction de
survie. Les poses de meilleures énergies deviennent les chromosomes parents. La croix
rouge entre les couples de parents (parents A et B ; parents A et D ; parents B et D) sym-
bolise la recombinaison des parametres (génes) qui constituent chaque parent. Chaque
chromosome parent (pose) est formé de geénes (parametres) qui peuvent étre par ex-
emple les angles de torsion, les angles de valence, les mouvements de translation (en
coordonnées cartésiennes X, y, z) ou l'orientation du ligand dans le site de liaison (en
coordonnées polaires...). Le point de recombinaison (PR) est le point au niveau duquel
les informations (genes) des chromosomes parents A et B (respectivement en bleu et en
vert) vont s’échanger pour former les chromosomes filles (Fille 1 et Fille 2). Le chromo-
some Fille 2, qui a aussi subi une mutation ponctuelle (c’est-a-dire une modification d’'un
parametre (gene)) est éliminé puisque son énergie de liaison est insatisfaisante alors
que le chromosome Fille 1, qui constitue une pose de bonne énergie, est gardé et de-
vient a son tour un chromosome parent (Parent D). Puis, d’autres poses du ligand sont
générées grace a la recombinaison des parents restants (Parents A, B et D) avant d’étre
sélectionnées.
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chromosomes parents (poses initiales) vont subir différentes étapes de recombinaison
et de mutations afin de donner des chromosomes filles qui seront sélectionnés grace a
un algorithme de survie. La méthode de sélection utilisée est la roulette qui consiste a
sélectionner les poses (chromosomes filles) les plus probablement adaptées au site de

liaison.

L’étape suivante est 'étape de génération de pose avec la méthode Monte-Carlo (MC).
Dans la méthode MC, la pose du ligand est modifiée de fagcon aléatoire par des change-
ments séquentiels d’'un ou plusieurs parametres liés aux mouvements de rotation, trans-
lation et/ou l'orientation du corps du ligand sur le site de liaison. L’énergie de la pose
nouvellement formée (pose n+1) est comparée a celle de la pose qui la précéde (pose
n). Sila pose n+1 posséde une énergie de complexation meilleure que celle de la pose n
alors la pose n est éliminée et la pose n+1 est gardée. Dans le cas contraire, la pose n+1
est soumise au critere de Métropolis pour décider de son acceptation ou de son rejet. Le
critere de Métropolis est dépendant de la température : plus la température est élevée et
plus les poses de haute énergie seront gardées. Dans le cas de rDOCK, la méthode MC est
utilisée a basse température, ce qui ne permet pas d’obtenir des conformations de hautes
énergies. Puis, d’autres modifications sont réalisées sur la pose gardée (de nouveau ap-

pelée pose n) pour obtenir une nouvelle pose n+1 qui sera a son tour évaluée.

Chaque variante de l'algorithme génétique utilisé dans rDOCK (rDOCK utilise trois
types d’algorithmes génétiques dénoncés variantes ici) est suivie d’'une étape MC et d'une
étape de minimisation. L’utilisation de ces différentes combinaisons d’algorithmes per-
met de générer et de sélectionner les poses les plus probables c’est-a-dire les poses les
plus énergétiquement favorables avant une étape d’optimisation (minimisation) finale.
L’étape de minimisation finale permet d’atteindre les minimums locaux d’énergie afin

d’avoir des complexes protéine-ligand stables.
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Fonction de scoring primaire La fonction de scoring primaire utilisée dans rDOCK est
plus complete que celle utilisée dans DOCK6. En effet, alors que DOCK6 ne prend en
compte que les interactions de van der Waals et électrostatiques établies entre le ligand
et la protéine, rDOCK calcul les énergies des complexes de la facon suivante grace a la

fonction de scoring S™" :

gtot — Sinter + Sintra + Ssite + Srestraint (1.10)

Le terme S™¢ est le terme qui prend en compte les interactions intermoléculaires
(définies ci-dessous). Il s’agit d’'un terme trés important puisqu’il calcule les énergies
d’interaction entre la protéine et le ligand. A ce terme sont ajoutés d’autres termes qui
permettent d’affiner les calculs d’énergie en prenant en compte d’autres parametres : les
termes SN Ssite et Srestraint [ e terme S prend en compte les interactions intramolécu-
laires du ligand et représente donc I'énergie relative de la conformation du ligand. Le
terme S*® représente I'énergie relative a la flexibilité des groupements terminaux -OH et
-NH;3" des résidus du site actif. Enfin, le terme S™"™ prend en compte les contraintes
externes qui vont influencer la liaison du ligand sur la protéine : il s’agit d'un ensemble
de contraintes non physiques telles que, par exemple, 'utilisation de pharmacophores qui
va permettre d’orienter le docking. Dans chacun des termes S, Sinra et Ssite o calcule
les contributions énergétiques apportées par les interactions de van der Waals (potentiel
de Lennard-Jones), les interactions polaires attractives (telles que les liaisons hydrogene)
et répulsives (telle que l'interaction entre deux donneurs de liaisons hydrogene) et I'effet
de solvatation obtenu grace au calcul de la surface accessible au solvant. Enfin, pour
prendre en compte les effets du solvant lors du docking, nous avons utilisé 1'algorithme

dock _solv.prm. D’autres détails peuvent étre trouvés dans le manuel de rDOCK [35].

Les programmes de docking DOCK6 et rDOCK, disponibles gratuitement, utilisent
donc des techniques différentes afin de générer les poses et de discriminer les meilleures

des moins bonnes conformations. Le tableau 1.1 résume les caractéristiques de chacun
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Tableau 1.1: Tableau récapitulatif des principales caractéristiques des programmes de

docking DOCK®6 et rDOCK.
DOCK6 rDOCK
Méthode de - Reconstruction incrémentale - Algorithme génétique
recherche de pose |- Minimisation - Monte Carlo
+ Minimisation
Terme intermoléculaire : - Terme intermoléculaire (1) :
vdW, électrostatique vdW, liaison hydrogéne, interaction polaire de courte
distance, énergie de torsion, énergie de solvatation.
Fonction de scoring - Terme intramoléculaire ligand :
idem que (1).
Terme intramoléculaire protéine (site de liaison) :
idem que (1).
Note : *énergie de torsion uniguement calculée pour
les groupements terminaux -OH et NH3" des résidus
Solvatation - Permittivité relative dans le terme |- Possibilité de faire du docking avec des molécules
€lectrostatique, € = 4¢, d'eau cristallographique représentées de fagon
explicite
Solvatation implicite au travers du calcul de la surface
accessible

de ces programmes. Un avantage du programme rDOCK est la possibilité de prendre en
compte des molécules d’eau cristallographiques lors du docking. Ces molécules d’eau,
représentées de facon explicite, peuvent étre traitées de facon rigide ou flexible et peu-
vent avoir des mouvements de rotation et/ou de translation selon les options choisies par
I'utilisateur. La prise en compte de molécules d’eau cristallographiques est importante
dans I'étape du docking, notamment lorsque celles-ci participent a la liaison du ligand
en formant des ponts [82]. Dans cette étude, nous avons considéré trois molécules d’eau
cristallographiques de Lu dans les calculs de docking de 1 295 678 molécules sur cette

protéine. Le choix de ces molécules d’eau est expliqué dans la section 5.2.
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1.7 Fonctions de scoring secondaire

Les fonctions de scoring permettent d’estimer I'affinité des ligands dans les différentes
poses générées par le programme de docking. Elles doivent pouvoir identifier les bonnes
poses en décrivant au mieux les interactions entre la protéine et le ligand [83]. On peut
distinguer les fonctions de scoring primaire et les fonctions de scoring secondaire. La
fonction de scoring primaire est celle qui est intégrée au programme de docking. Celle-ci
doit pouvoir décrire les interactions protéine-ligand de facon assez rapide afin d’évaluer
chacune des poses générées par le programme de docking. En raison de cette contrainte
de rapidité, la description des interactions protéine-ligand par ces fonctions de scoring
primaire est peu précise. Il est donc toujours préférable de procéder a un nouveau classe-
ment des poses obtenues suite au docking grace a une fonction de scoring secondaire
plus élaborée. Les calculs étant plus longs par ligand, celle-ci ne peut s’appliquer que
sur un nombre restreint de ligand. Cette fonction décrira toujours mieux les interactions
protéine-ligand qu'une fonction de scoring primaire puisqu’elle prend en considération
beaucoup plus de contributions énergétiques. Les fonctions de scoring (primaire et sec-
ondaire) différent entre elles par les contributions énergétiques qui sont pris en compte
dans les calculs des affinités. Leur efficacité est notamment dépendante du systeme sur
lequel la fonction a été construite [84] : une fonction de scoring construite sur une mé-
talloprotéine ne donnera pas de bons résultats si elle est appliquée a un systéme tres

différent tel qu'un anticorps par exemple.

Il existe trois catégories de fonction de scoring : (i) empirique (ii) basée sur le champ
de force et (iii) basée sur les connaissances ou « knowledge-based». Dans cette étude,
nous avons testé chacune de ces catégories : les trois fonctions de scoring empirique
XSCORE [27], ID-Score [29] et Cyscore [28], les deux fonctions scoring knowledge-based
ITScore [30] et DrugScore [31] et une fonction de scoring basée sur un champ de force

MM-PBSA [32].
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1.7.1 Fonction de scoring empirique

Le principe de la fonction de scoring empirique est de calculer les affinités grace a une
somme de termes individuels pondérés par des coefficients afin de reproduire les affinités
expérimentales d’'un set donné de ligands. Ces termes peuvent étre par exemple le nom-
bre de donneurs de liaison hydrogene, le nombre de liaisons flexibles, le nombre de
contacts de van der Waals, etc. Cette catégorie de fonction de scoring est tres rapide
du fait de la simplicité de son équation. Le tableau 1.2 résume les caractéristiques des
fonctions de scoring empirique XSCORE, ID-Score et Cyscore testées dans cette étude.
Les trois fonctions de scoring prennent en compte les interactions de van der Waals,
les liaisons hydrogene, les effets de désolvatation du ligand et de la protéine lors de
leur liaison ainsi que la flexibilité du ligand. Chacune de ces énergies est calculée dif-
féremment selon les fonctions de scoring. Ces différences seront commentées dans les
paragraphes qui suivent. Dans cette section, nous développerons davantage la méthode
de calcul XSCORE que les autres méthodes qui se sont montrées moins efficaces que

XSCORE.

XSCORE

XSCORE est composée de trois fonctions pouvant étre utilisées ensemble (équation [1])
ou individuellement : HPScore (équation [2]), HMSscore (equation [3]) et HSScore
(équation [4]).

X-Score = (HPScore + HMScore + HSScore) / 3 [1]

HPScore = 0071 + CVDW,l X [VDW] + CHB,l X [LH] +

Cup X [Paire hydrophobe] + Crry X [liaison flexible] 2]
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Tableau 1.2: Caractéristiques principales des fonctions de scoring secondaire XSCORE,
ID-Score et Cyscore. Les valeurs (d;;), £(61), f(6;) dont les scores dépendront respective-
ment de la distance entre les atomes i et j, de 'angle établi entre les atomes DR, D et A,
et de I'angle établi entre les atomes D, A et AR (Tableau 1.2, p. 52). Les atomes DR et
AR correspondent respectivement a ’hétéroatome lié a 'atome D et a I’hétéroatome lié a
I'atome A (Figure 1.5).

X-Score ID-Score Cyscore
Seuls les atomes lourds sont considérés dans les calculs Toutes les paires d'atomes sont Atomes d'hyrogéne
d'énergie. considérées ignorés
Interactions de Valeur du score associé & l'interaction de van der Waals entre 20 descripteurs qui différent Potentiel de Lennard-
van der Waals deux atomes ne dépasse pas 100. selon les types d'atomes qui sont Jones 10-6
(potentiel de Potentiel de Lennard-Jones 8-4 en contact
Lennard-Jones)
3 descripteurs géométrigues (d'j. f(8,). (8) : Potentiel de liaison hydrogéne Potentiel de liaison
0<f(d) < 1: selon distance calulée entre i et j 10 descripteurs différents hydrogene adapte
o~ 0<f(B ) =< 1: selon angle calculé entre DR, D et A Figure 2.5 selon Ietude de
Liaison s 9 - ' Goodford en 1985.
hydrogéne 0= 1‘(93} < 1: selon angle calculé entre D, A et AR
Pas de différenciations entre les liaisons hydrogéne chargés et
neutres.
La flexibilité des groupements terminaux -CH3, -NH,, -OH et -X Somme de liaisons flexibles et Somme des liaisons
) (halogéne) est ignorée pourcentage d'atomes lourds flexibles
Entropie La flexibilité des portions cycliques est ignorée non lipophiles (équation de
Valeur de score entre 0 et 1 attribuée & un atome selon le Eldridge et collaborateurs)
nombre de liaisons flexibles auquel il est lié. Si latome est lié &
plus de 2 liaisons flexibles, un faible score de 0.5 lui est attribué.
3 fonctions empiriques Effet de désolvatation : Facteur de courbure
- Algorithme de surface hydrophobe (HSScore), calcul de la - LogP calculé sur la surface
Effet hydrophobe surface accessible du solvant (SAS) - PSA accessible au solvant
- Algorithme de contacts hydrophobes (HPScore) - Volume du ligand (SAS)
- Algorithme de complémentarité (« matching ») - Effet hydrophobe du site de
hydrophobe (HMScore) liaison
- SASA
Interactions électrostatiques
Interactions -1t
Interactions metal — ligand
Autre Effet de désolvatation
Complémentarité de forme
Complémentarité physico-
chimique
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HMScore = 0072 + CVDVV,Z X [VDW] + CHB,Q X [LH] +

Cum % [Complementarite hydrophobe] + Crro X [liaison flexible] 3]

HSScore = Co3+ Cypws X [VDW]+ Cyps x [L.H] +

Crus X [Surface hydrophobe] + Crr s X [liaison flexible] [4]

Dans les équations ci-dessus, les termes VDW et L.H correspondent aux contributions
liées respectivement aux interactions de van der Waals et aux liaisons hydrogéne. Les
termes « Paire hydrophobe », « Complémentarité hydrophobe » et « Surface hydrophobe »
correspondent aux contributions liées a I'effet hydrophobe occasionné par la désolvata-
tion des complexes. Le terme « liaison flexible » correspond au terme d’entropie. Les
termes Cy 1, Cpo et Cy3 sont des constantes spécifiques aux équations respectives [2],
[3] et [4]. Les termes Cypw., Cupa, Crr. (avec x = 1, 2 ou 3) correspondent respec-
tivement aux coefficients spécifiques des termes VDW, L.H et « liaison flexible ». Enfin,
les termes Cyp, Cyys et Cyg correspondent aux coefficients respectifs des termes « Paire
hydrophobe », « Complémentarité hydrophobe » et « Surface hydrophobe ».

Les fonctions HPScore, HMScore et HSScore ne different que par les coefficients cités
ci-dessus ainsi que les termes qui permettent de calculer I'effet hydrophobe (« Paire hy-
drophobe », « Complémentarité hydrophobe » et « Surface hydrophobe »). L’effet hy-
drophobe se définit comme le rapprochement des groupements non polaires afin d’exclure
les molécules d’eau lors de la désolvatation de la protéine et du ligand.

Dans la fonction HPScore, l'effet hydrophobe est calculé grace a un algorithme de
contacts hydrophobes et correspond a la somme arithmétique des paires d’atomes hy-
drophobes en contact entre la protéine et le ligand. La force de chaque contact hy-

drophobe est évaluée par la distance entre les deux atomes : un score de 1 est attribué
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lorsque la distance entre les deux atomes est optimale et un score de 0 est attribué lorsque
la distance est supérieure a la distance de référence (soit une distance égale a la distance
de référence additionnée a 2 A). Dans la fonction HMScore, des scores supérieurs & 0
(c’est a dire favorables) sont décomptés si un atome hydrophobe du ligand se trouve
dans une région hydrophobe du site de liaison : on parle de correspondance ou complé-
mentarité hydrophobe. La valeur du score associée a cette fonction est aussi dépendante
du LogP; qui correspond a la contribution de ’'atome i dans la lipophilicité du ligand. En-
fin, la fonction HSScore prend en compte I'effet hydrophobe grace au calcul de la surface

accessible du ligand et de la protéine.

Les liaisons hydrogeéne contribuent a ’énergie de liaison et favorisent la stabilité du
ligand sur la protéine. La formation d’une liaison hydrogene dépend de la distance en-
tre un hétéroatome donneur de liaison hydrogene (D) et un hétéroatome accepteur de
liaison hydrogene (A) ainsi que de 'angle formé entre 'atome D, 'atome d’hydrogene et
I'atome A. XSCORE décrit la liaison hydrogéne suivant trois descripteurs géométriques :
d;;, £(61), £(8,) dont les valeurs dépendront respectivement de la distance entre les
atomes i et j, de I'angle établi entre les atomes DR, D et A, et de I'angle établi entre
les atomes D, A et AR (Tableau 1.2, p. 52 et Figure 1.5). Les atomes DR et AR correspon-

dent respectivement aux atomes liés a D et a A.

Le terme d’entropie est pris en compte en considérant les liaisons flexibles du ligand.
Comparée aux fonctions de scoring ID-Score et Cyscore, la fonction XSCORE fait beau-
coup d’approximations en ignorant les mouvements de rotation de certains groupements
terminaux et les groupements cycliques (Tableau 1.2). De plus, la fonction XSCORE
tente de ne pas surestimer les énergies dues aux mouvements de rotation des liaisons
flexibles liées par un méme atome (liaisons flexibles croisées) en attribuant un faible
score a ce dernier. On parle de liaisons flexibles croisées lorsque les mouvements de ces
liaisons flexibles interférent entre elles, contrairement aux liaisons flexibles isolées qui

sont libres de rotation (Figure 1.6, p. 56). Ainsi, le mouvement d’une liaison flexible
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Figure 1.5: Parametres permettant de calculer la contribution énergétique de la liai-
son hydrogene dans la fonction de scoring XSCORE. Les distances sont calculées en-
tre ’atome accepteur A et 'atome donneur D. Les atomes DR et AR correspondent aux
atomes liés a 'atome A et a 'atome D. L’angle ¢, est 'angle formé entre les atomes DR,

D et A. L’angle 6, est 'angle formé entre les atomes D, A et AR.

est atténué lorsqu’il a lieu en méme temps que celui d’'une autre liaison flexible liée au
méme atome. Ce cas de figure n’est pas pris en considération dans les fonctions de scor-
ing classique qui traitent donc les liaisons flexibles croisées et les liaisons flexibles isolées
de la méme facon.

Enfin, la fonction XSCORE utilise une version inhabituelle du potentiel de Lennard-
Jones en 8-4 pour calculer les énergies d’interaction de van der Waals. Par exemple,

XSCORE ne considere que les atomes lourds (Tableau 1.2, p. 52).

Cyscore et ID-Score

Comme la fonction de scoring XSCORE, Cyscore utilise la fonction de Lennard-Jones
sans considérer les atomes d’hydrogene pour calculer les énergies de van der Waals.
Pour les contributions énergétiques apportées par les liaisons hydrogene et les liaisons
flexibles, Cyscore utilise le potentiel utilisé dans le programme de Grid de Goodford
[85] et, comme la plupart des fonctions de scoring, il comptabilise toutes les liaisons

flexibles sans différencier les liaisons flexibles « isolées » des liaisons flexibles « croisées ».
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Mouvements de rotation
isolés et libres

Mouvements de

rotation qui se
; croisent

Figure 1.6: Liaisons flexibles isolées (a gauche) et croisées (a droite) [27]. Les mou-
vements de rotation des liaisons flexibles croisées sont atténués comparativement a des
mouvements de rotation des liaisons flexibles isolées qui sont libres. Les liaisons flexibles
croisées sont liées a un méme atome. Une liaison flexible isolée est éloignée d’'une autre

liaison flexible isolée par au moins une liaison (représentée en zig-zag).

La particularité de Cyscore est la méthode utilisée pour décrire I'effet hydrophobe : le
facteur de courbure de la surface accessible au solvant. Ce facteur permet de prendre
en compte la forme du site de liaison en différenciant les surfaces planes des surfaces
concaves et convexes. Les détails de cette méthode peuvent étre trouvés dans I'étude de
Yang Cao et Lei Li [28].

En plus des termes énergétiques énoncés au début de cette sous-section 1.7.1 (in-
teractions de van der Waals, liaisons hydrogene, effets de désolvatation et flexibilité
du ligand), ID-Score prend en compte les interactions électrostatiques, les interactions
m — m, les interactions métal-ligand, la complémentarité de forme, les correspondances
physico-chimiques entre les groupements du ligand et ceux de la protéine et I'effet de dé-
solvatation (Tableau 1.2 (p. 52). La fonction ID-Score permet donc une description assez
complete des interactions protéine-ligand. La particularité de cette fonction de scoring
est le grand nombre de descripteurs (parametres) qui sont considérés pour le calcul d'un
seul terme : par exemple, les interactions de van der Waals sont décrites avec pas moins

de 20 descripteurs. Un total de 50 descripteurs est utilisé dans la fonction ID-Score [29].
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1.7.2 Fonction de scoring knowledge-based

La fonction de scoring knowledge-based se base sur une étude statistique des interac-
tions protéine-ligand observées dans les structures résolues expérimentalement. Cette
fonction de scoring est construite grace a une analyse statistique des paires d’atomes
protéine-ligand. Le principe est donc d’obtenir des informations énergétiques (potentiels
de paires) a partir d’information structurale, cela en utilisant le logarithme de I’équation
de Boltzmann. Bien que cette catégorie de fonction de scoring soit aussi rapide que les
fonctions de scoring empirique, elle est limitée par I'utilisation d’'un état de référence.
L’état de référence est I'état dans lequel les interactions interatomiques sont nulles. Cet
état est un état imaginaire, non disponible dans les banques de structures et qui est
construit sur la base de I'approximation quasi-chimique [86]. L’approximation quasi-
chimique considere qu’il existe un équilibre chimique entre les paires d’atomes non liés.
Il est difficile d’obtenir un état de référence idéal puisque les méthodes utilisées pour cal-
culer cet état de référence ne sont pas suffisamment précises [87]. La fonction de scoring
ITScore [30] a été construite grace a une méthode itérative qui permet de contourner ce
probléme lié a I'état de référence. Le principe de la méthode itérative est d’améliorer les
potentiels de paires extraites des structures de complexes protéine-ligand jusqu’a ce que

la fonction puisse discriminer les bonnes des mauvaises poses adoptées par les ligands.

La construction de la plupart des fonctions de scoring knowledge-based se base sur
des structures de complexes protéine-ligand (le cas également de ITScore). En revanche,
pour construire la fonction de scoring DrugScore (DSX) [31], plutét que d’utiliser des
structures de complexes protéine-ligand, des cristaux de petites molécules organiques
ont été utilisés afin d’y extraire des potentiels de paires dépendant des distances inter-
atomiques. La particularité de cette fonction est qu’elle prend aussi en compte 'effet de
désolvatation grace a des potentiels de paires basés sur la surface accessible au solvant.

De plus, cette fonction de scoring possede aussi des potentiels de paires basés sur les an-
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gles de torsion, ce qui permet de relaxer les poses des ligands et d’éviter des incohérences

dans les angles de torsion.

1.7.3 Fonction de scoring basée sur le champ de force

La fonction de scoring basée sur le champ de force calcule les énergies des interactions
physiques qui sont établies entre la protéine et le ligand telles que les interactions non-
lides (van der Waals et électrostatiques) et les interactions liées (énergies de torsion,
contributions de liaisons covalentes et des angles de valence). Les parameétres de champ
de force utilisés dans ces calculs sont dérivés de données expérimentales et de calculs ab
initio de chimie quantique. Cette méthode de calcul peut étre combinée au modele de
solvatation implicite GB/SA ou PB/SA afin de prendre en compte I'effet du solvant. C’est

le cas de la méthode MM-PBSA.

La méthode MM-PBSA consiste a calculer les énergies de liaison grace a la méthode
de mécanique moléculaire (MM) et a prendre en compte les effets de solvatation de facon
implicite grace a la méthode PB/SA (Poisson-Boltzmann Surface Area). Une variante de
cette méthode est la méthode GB/SA (Generalized Born Surface Area). Les termes PB et
GB permettent de calculer la composante électrostatique qui correspond a l'interaction
entre 'eau et le soluté. Lors de la désolvatation, ces termes calculent le cofit énergétique
occasionné par la désolvatation des solutés (protéine et ligand). Quant au terme SA, il
calcule la variation de la surface accessible au solvant lors de la complexation. Dans la
partie MM de ces méthodes, les interactions liées et non-liées citées précédemment sont

prises en compte dans les calculs d’énergie de liaison.
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1.8 Simulations de dynamique moléculaire

Les simulations de dynamique moléculaire (DM) consistent a simuler le mouvement des
molécules au cours du temps en calculant la position des atomes grace a ’équation de
Newton et a une équation dite d’intégration telle que celle de Verlet [69]. Pour cela, il est
nécessaire d’utiliser un champ de force qui permet de calculer de maniere simplifiée les
contributions des forces issues de la mécanique classique [69,88] (section 1.5, p. 35). Le
calcul de ces forces sur chaque atome permet de simuler la dynamique du systeme. Dans
cette étude, des simulations DM ont été réalisées afin de relaxer les complexes protéine-
ligand issus du docking (Figure 1.7). Grace a la méthode DM, la protéine peut adapter
sa conformation, en particulier celle de ses chaines latérales par rapport au ligand et

vice-versa.

1ps 250 ps

3

Figure 1.7: La simulation DM permet de relaxer les complexes protéine-ligand au cours

du temps.
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L’ensemble des simulations de dynamique moléculaire présentée dans cette étude ont
été réalisées en utilisant le programme CHARMM [89] avec I'algorithme d’intégration des
équations newtoniennes du mouvement leapfrog [90] et un pas de temps d’une femtosec-
onde (fs). Les distances des liaisons covalentes formées avec des atomes d’hydrogene
ont été fixées a leurs valeurs de référence (ry) en utilisant 'algorithme SHAKE [61]. Les
contraintes appliquées par SHAKE permettent d’éliminer les fluctuations de ces liaisons
covalentes qui interviennent a des fréquences élevées, i.e. dans des temps trés courts
(~0,5 fs). En utilisant SHAKE, I'énergie correspondant aux liaisons covalentes formées
avec des atomes d’hydrogene n’intervient pas dans I’énergie finale.

Lors des simulations de dynamique moléculaire, deux représentations du solvant peu-
vent étre utilisées: représentation implicite et représentation explicite. Contrairement a
la représentation explicite, dans une représentation implicite du solvant, les molécules
d’eau ne sont pas incluses dans le systéeme. Cette représentation implicite permet de tenir
compte de certains effets relatifs au solvant (effet d’écran des charges atomiques et/ou
friction entre soluté et solvant) tout en diminuant les temps de calcul nécessaires. Pour
la représentation explicite du solvant, il est possible de diminuer les temps de calcul en
limitant le nombre de molécules d’eau incluses dans le systeme.

Dans les sous-sections suivantes, les méthodes de simulation utilisées dans cette étude

employant une solvatation implicite ou explicite sont décrites.

1.8.1 Simulations de dynamique moléculaire Langevin, LD

Afin de diminuer la mobilité des atomes et de représenter plus précisément les effets du
solvant, 'équation newtonienne du mouvement peut étre remplacée par I'’équation de

Langevin (équation 2.11) [59].

d i_’t - . =

La force F; est calculée a partir de I'équation générale du potentiel énergétique par la
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relation: F, = —%V(ﬁ,r}, ...,rn) avec (71,73, ...,7x) les coordonnées cartésiennes des
atomes 1 a N. Le parameétre +; correspond au coefficient de friction de la particule i tandis
que le vecteur R;(t) représente la fonction aléatoire de fluctuation du soluté modélisant
la collision avec le solvant. En fait, la fonction aléatoire est utilisée afin de compenser la
perte énergétique due au phénomene de friction. Tandis que la force de friction dissipe
I'énergie du systéme, la fonction aléatoire fournit une énergie additionnelle au systéme?®.
Ce phénomeéne est appelé théoreme de fluctuation-dissipation [92] et traduit la relation
existante entre ; et R, (¢) permettant de maintenir la température du systéme constante.
Du fait de ce phénomene, les dynamiques de Langevin possedent donc un thermostat
intégré. Dans toutes les simulations LD réalisées dans cette these, la valeur du parametre

7; a été fixée a 50 pst.

1.8.2 Simulations de dynamique moléculaire aux limites stochas-

tiques ou Stochastic Boundary Molecular Dynamics, SBMD

La méthode Stochastic Boundary Molecular Dynamics (SBMD) [60,93] a été imaginée
dans le but de limiter le nombre de molécules du solvant contenues dans le systeme pour
des simulations d’un processus localisé dans I’espace, ne faisant intervenir qu'une partie
du systeme [94]. Cette méthode est particulierement intéressante pour I'étude précise
d’une région spécifique d’un systéme comme par exemple le site d’interaction protéine-
ligand. Elle permet, lors des calculs, de ne pas prendre en compte la plupart des atomes

n’intervenant pas directement dans le phénomeéne étudié. Elle est également tres utile

3Ainsi, le seul parameétre de 'équation de Langevin qui peut étre ajusté correspond a +;. Plus la valeur
du parameétre ~; tend vers zéro, plus la simulation de dynamique de Langevin se rapproche d’'une simula-
tion de dynamique moléculaire classique. Il est également important de noter que la valeur optimale du
coefficient de friction peut dépendre du modele de solvatation utilisé et, pour certains modeles, une valeur

élevée peut permettre d’obtenir des résultats plus en accord avec les données expérimentales [91].
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pour vérifier 'importance de certaines molécules d’eau dans la structure d’'une protéine
ou d’'un complexe, telles que des molécules d’eau cristallographique pouvant jouer un
role important dans les interactions protéine-ligand par exemple. La méthode SBMD a
été maintes fois utilisée pour I'étude de systemes biologiques et il a été montré qu’elle
permet une description correcte des mouvements et interactions intervenant au niveau
du site actif [95].

La méthode SBMD repose sur un découpage du systeme en trois régions: réaction,
tampon et réservoir (figure 1.8). Les atomes de la région de réaction sont soumis a
une dynamique classique sans contrainte tandis que les mouvements de ceux de la ré-
gion tampon sont régis par 'équation de Langevin (équation 2.11)*. La région réservoir
entoure la zone d’interaction (régions tampon et de réaction) et fournit un champ de
force statique ou les atomes sont contraints, ce qui permet de maintenir les propriétés
d’équilibre des atomes de cette zone. Des molécules d’eau® sont incluses seulement dans
les régions de réaction et tampon et peuvent diffuser librement entre ces deux régions
[60]. Afin d’éviter 'apparition de problemes liés aux effets de bord, il est nécessaire de

définir avec précaution les parties du systeme contenues dans les différentes régions.

4L’espace entre les régions de réaction et tampon doit étre assez faible afin d’éviter d’avoir a utiliser un

modele de thermostat sophistiqué.
5Pour les simulations SBMD, la version de CHARMM du modéle de molécules d’eau TIP3P a été utilisée

[89].
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Figure 1.8: Représentation du découpage du systeéme lors des simulations SBMD.

63



64



Chapitre 2

Recherche de systemes similaires

Lu-protéine ou Lu-molécule

Pour rechercher des inhibiteurs de I'interaction Lu-Lna5 pouvant de lier au domaine
D2 de Lu, il aurait fallu dans un contexte idéal, connaitre le site de liaison de petites
molécules ou de protéines sur Lu et avoir plusieurs ligands de Lu avec des structures et
des constantes d’affinité connues avec lesquels un protocole de criblage pourrait étre cal-
ibré. Puisque nous n’avons pas trouvé de tels partenaires pour Lu, nous avons recherché
un systéme similaire a celui de Lu. La recherche d’un systeme similaire a deux objectifs.
Le premier est de permettre la déduction d’un site de liaison probable sur Lu a partir
de la comparaison entre ce systeme similaire et le domaine D2 de Lu. Dans ce premier
objectif, le systéme similaire doit étre complexé a une autre molécule (protéine ou pe-
tite molécule), sans nécessairement de constante d’affinité associée. Le second objectif
est 'élaboration d’un protocole de criblage a partir de ce systeme similaire comprenant
une protéine (homologue ou présentant seulement une ressemblance locale, analogue)

et des constantes d’affinité connues.
Une recherche BLAST a permis d’identifier la protéine NCAM-1 qui posseéde 36%
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d’identité de séquence avec Lu (pour les séquences entieres de Lu et NCAM-1). Cepen-
dant, aucun ligand lié a NCAM-1 n’a été trouvé. Cette recherche BLAST a aussi donné une
liste de structures de protéines qui possédent un faible taux d’identité de séquences avec
Lu (moins de 30%). Etant donné que ’homologie entre deux protéines n’est pas garantie
lorsque le taux d’identité de séquence est aussi faible, les structures correspondantes
ont été comparées a celle du domaine D2 de Lu. Lorsque les deux types d’alignement
(séquences et structures) ne révélaient pas d’écart dans les structures secondaires, d'une
part, et montraient une topologie similaire des domaines respectifs d’autre part, une
recherche de structure protéine-protéine ou protéine-ligand a été réalisée dans la littéra-
ture et dans les banques de données ChemBL [96] et BindingDB [97] a partir de la struc-
ture trouvée similaire au domaine D2 de Lu. Parmi les résultats BLAST, de nombreuses
protéines d’adhésion cellulaires ont été trouvées. Par exemple les protéines Nectine-
1, Nectine-2 et Nectine-4 présentaient des taux d’identité de séquences entre 13 % et
16 % avec des RMSD entre 1.5 et 1.9 A pour les alignements des structures respectives

(Tableau 2.1). Cependant, aucun ligand lié a ces Nectines n’a été trouvé.
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Tableau 2.1: Pourcentage d’identité et RMSD calculé pour les protéines identifiées dans la recherche de séquence ou de
structure homologue ou analogue de Lu. Les pourcentages associés a chaque homologue ou analogue ont été calculés
pour tous les domaines noté DN (a partir du N-terminal) aligné avec le domaine D2 de Lu avec N qui est le domaine
N-terminal de la protéine. Les alignements de structures ont été calculés entre le domaine D2 de Lu et les domaines des
homologues ou analogues pour lesquels un fort pourcentage d’alignement de séquence a été constaté.

Protéine code PDB Identité (%) RMSD (A)
RAGE 3CJJ 20 (D1), 14 (D2) 2.2
CD200R  4BFG 12 (D1) 2.1
VCAM-1 1VSC 16 (D1), 14 (D2), 17 (D3), 19 (D4), 13 (D5), 19 (D6), 13 (D7) 1.7
ICAM-1  1IAM 10 (D1), 12 (D2), 9 (D3), 12 (D4), 11 (D5) 1.7
NCAM-1  2NCM 16 (D1), 12 (D2), 16 (D3), 19 (D4), 15 (D5) 2.0
NCAM-2  2XY1 16 (D1), 10 (D2), 19 (D3), 14 (D4), 15 (D5) 1.8
Nectin-1  3ALP 15 (D1), 16 (D2) 1.9
Nectin-2  4FMK 15 (D1), 14 (D2) 1.6

Nectin-4  4FRW 16 (D1), 13 (D2) 1.5




Des recherches d’analogues de Lu ont ensuite été réalisées avec VAST [38], VAST+
[39], Delta-NCBI-BLAST [98], DALI [40], PDBeFOLD [37] et l'outil 3D-similarity dans
la PDB [99]. Des résultats ont été obtenus tels que le premier domaine de la pro-
téine CD200R qui posséde un taux d’identité de séquence de 12 % et un RMSD de 2.1 A
selon l'alignement structural (Tableau 2.1). La recherche de protéines ou de molécules
partenaires a CD200R a permis de trouver son partenaire biologique CD200 (code PDB
4BFI). Dans cette structure cristallographique CD200R et CD200 interagissent au niveau
de leur domaine V. Il n’y a cependant pas de similarité observée avec le domaine D2 de

Lu.

Les serveurs de recherche PDBeFOLD, VAST et VAST+ ont révélé les deux autres
analogues RAGE et VCAM-1 (Tableau 2.1). De plus, VAST et l'outil de recherche 3D-
similarity ont permis de trouver les analogues NCAM-2 et ICAM-1 (Tableau 2.1). Cepen-
dant, malgré une recherche étendue, aucun ligand qui cible les domaines analogues de
NCAM-2 et VCAM-1 n’a été trouvé. En revanche, la structure d’un partenaire se liant a
ICAM-1 est connue : il s’agit de LFA-1. Toutefois, la liaison de ICAM-1 a LFA-1 néces-
site un ion Mg?*. Ce mode de liaison est différent de celui de Lu avec Lna5 puisque
I'ion Mg?" n’est pas nécessaire pour cette interaction. En effet, il a été montré que la
liaison de Lu a Lna5 n’était pas inhibée en présence d’EDTA, capable de chélater les
ions Mg?* [22]. D’autres part, la structure cristallographique de RAGE montre que cette
protéine interagit avec son ligand biologique S100A13 (code PDB 2LE9). Cependant,
I'analyse de l'interface de liaison révele que les résidus impliqués dans l'interaction ne
sont pas identiques ou méme similaires a ceux trouvés sur les faces se trouvant pres des

résidus Glu132/Asp133 ou Asp198/Asp199 de Lu.

Enfin, des protéines présentant des similarités cette fois-ci locales avec le second do-
maine de Lu ont été recherchées. Les serveurs suivants ont été utilisés pour rechercher
des poches similaires aux poches peu profondes détectées sur le second domaine de Lu :

POSSUM, GIRAF, CMASA et SiteComp [41,42,100,101]. En plus de cette recherche, Site-
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Comp identifie les différences entre les sites de liaison et détecte les résidus impliqués
dans la liaison des ligands. Ces serveurs ont donné des résultats insatisfaisants : seule
une liste de protéines n’ayant pas de région d’interaction similaire a la région proche des
résidus Glu132/Asp133 ou Asp198/Asp199 de Lu et/ou n’ayant pas de ligands connus a

été trouvée.

Finalement, la recherche du site de liaison sur le domaine D2 de Lu a été réalisée
grace aux serveurs de prédiction. Les deux serveurs Q-siteFinder [45] et SiteHound [47]
ont prédit une large zone de liaison proche des résidus Glu132/Asp133. Cette zone de
liaison prédite est plane en raison des brins béta qui la constituent et est principalement
définie par des résidus hydrophiles non chargés et par des résidus hydrophobes (Figure

2.1).

Puisque les résultats précédents n’ont pas permis de trouver un homologue ou ana-
logue de Lu qui possede plusieurs ligands avec des structures et des constantes d’affinité
connues et permettant de construire le protocole de criblage, nous avons recherché une
protéine semblable a Lu dans les bases de données 2P21 [102] et TIMBAL [26] qui listent
les protéines impliquées dans les interactions protéine-protéine et leurs inhibiteurs. Dans
cette liste, la protéine CD80 a été retenue. En effet, CD80 posséde deux domaines extra-
cellulaires Ig-like : un domaine V et un domaine C2-set. La structure cristallographique
de code PDB 1I8L révele que CD80 interagit avec son ligand biologique CTLA-4 au niveau
du domaine V. De plus, pour cette protéine, il existe une série de ligands qui se lient au
domaine V de CD80 afin d’inhiber son interaction avec CTLA-4 et CD28. Cependant, le
site de liaison précis ainsi que le mode de liaison de ces ligands sur CD80 sont incon-
nus. Afin de définir plus précisément un site de liaison sur le domaine V de CD80, on
s’est appuyé sur : (i) la structure cristallographique du complexe CD80—CTLA-4 (code
PDB 1I8L) ; (ii) les prédictions des sites de liaison grace a des serveurs Web ; (iii) les
études de mutagenese réalisées sur le domaine V de CD80 qui montrent que les résidus

Asn48 et Trp50 sont trés importants pour la liaison des ligands inhibiteurs [54].
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Figure 2.1: Structure expérimentale des deux premiers domaines N-terminaux de Lu. Le
site de liaison prédit est délimité par les résidus en orange et par le résidu Glu132 sur le
domaine D2. Les résidus Glu132, Asp133, Asp198 et Asp199 qui sont importants pour la

liaison de la Laminine selon les expériences de mutagenese sont représentés en vert [6].
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Les serveurs Web suivants ont été utilisés : eFindSite [48], Surfnet [49], FI-Site
[46] et Site-Hound [47]. Seuls eFindSite, SiteHound et Surfnet ont prédit des sites
d’interaction en accord avec les études de mutagenése [54] et les interactions CD80-
CTLA-4 observées dans la structure cristallographique (code PDB 1I8L). Les serveurs
eFindSite et SiteHound ont prédit les résidus Tyr31, Arg29, Met43, Ser44, Val83, Leu85
et Thr41 comme ayant un potentiel de liaison a un partenaire. En plus de ceux-la,
les sondes hydroxyles et phosphate-oxygene de SiteHound ont prédit Asn48 et Trp50
comme résidus importants (et connus comme tels selon les expériences de mutagenese)
et 'ensemble des résidus en interaction avec CTLA-4 dans la structure cristallographique
[103] a lexception des résidus Val83, Leu85 et Leu97. Le site de liaison prédit par
ces serveurs Web est montré dans la Figure 2.2a. Malgré le faible taux d’identité de
séquences de 16 % entre le domaine Cl-set de Lu et le domaine V de CD80, 'analyse de
ces deux domaines révele des similitudes en termes de topologie et de polarité (Figure
2.2). En effet, pour les deux protéines, les serveurs de prédiction définissent un site de
liaison plat formé de brins béta. De plus, ces régions ont des polarités similaires : des
résidus pouvant former des liaisons hydrogene sont retrouvés en proportion importante
(Ser, Thr, Asn, GIn), ainsi que des résidus hydrophobes (aromatique et aliphatique) et
des résidus chargés (Arg, Glu). Dans les parties (c) a (e) de la Figure 2.2, les squelettes
peptidiques des domaines V de CD80 (en vert) et Cl-set de Lu (en kaki) ont été super-
posés. Tout d’abord, on peut observer que les brins béta respectifs au centre des sites de
liaison prédits sont presque parfaitement superposés (dans le cas de la Figure 2.2e, les
deux structures ont été légerement décalées pour une question de clarté). De plus, les
résidus chargés se trouvent essentiellement a la périphérie du centre du site de liaison
de chacune des protéines Lu et CD80 (Figure 2.2¢, d) alors que les résidus hydrophobes
ainsi que des résidus Thr se trouvent dans le centre du site de liaison des deux protéines
(Figure 2.2e). Le centre du site de liaison prédit pour CD80 et Lu est encerclé en violet

dans la Figure 2.2. Sachant que la pertinence d’un protocole de scoring est dépendant
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du systeme protéine-ligand, les similarités observées en termes de topologies et de po-
larités entre les deux domaines respectifs confortent I’hypothése qu'un protocole capable
de reproduire les résultats expérimentaux de CD80 donnera aussi des résultats fiables
pour Lu. Enfin, CD80 a été choisi puisqu’il possede plusieurs dizaine de ligands avec des

constantes d’affinités connues (IC50) [50].
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Figure 2.2: Comparaison entre les sites de liaisons prédits sur (a) le domaine V de CD80
et (b) le domaine D2 (C1-set) de Lu. La superposition de ces deux domaines (c a d) mon-
tre qu’ils partagent une méme structure plane et que la distribution des résidus sur les
sites de liaison de chacun des domaines est similaire avec (i) des résidus chargés néga-
tivement (en rouge) et positivement (en bleu) (respectivement (c) et (d)) a la périphérie
du centre de leur site de liaison (entouré en violet) ; (ii) des résidus hydrophobes (en

bleu) au centre de leur site de liaison (e).
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Chapitre 3

Elaboration et validation d’un

protocole de scoring

Dans ce chapitre, nous présenterons d’abord les 17 ligands de CD80 que nous avons
choisi d’étudier ainsi que la pose que nous avons sélectionnée pour ces ligands sur la
protéine. Puis nous présenterons les différentes étapes qui ont permis d’élaborer, de

perfectionner et de valider le protocole de scoring sur le systeme CD80-ligand.

3.1 Description de la pose sélectionnée pour les ligands

1a17 sur CD8S8O

Parmi les 17 ligands de CD80 étudiés ici, 16 possedent un méme coeur 6-methyl-4-(3-[tri-
fluoromethyl]phenyl) — dihydrodipyrazolopyridinone et different par des groupements
plus ou moins gros (ligands 1 & 16 du Tableau 3.1). Le 17°™¢ ligand (ligand 17, Tableau
3.1), possede un cceur légerement différent dans lequel un cycle pyrazole est manquant.
Les ligands seront divisés en plusieurs parties dans la suite du manuscrit : le ceeur (en-

touré en rose), la partie nord (entourée en bleu) et la partie sud (entourée en vert)
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(Figure 3.1). La partie nord est constituée d’'un cycle phényl lié a des halogénes (atomes
de fluor ou de chlore) et/ou a des groupements plus imposants tels que COO" et des
groupements cycliques. Enfin la partie sud est constituée d’'un groupement phényl lié
a un groupement CF3; ou a un groupement NO,, NH; ou O-Me. Le choix de ces 17 in-
hibiteurs de CD80 s’est fait de maniére a avoir un maximum de conditions a satisfaire,
ce qui a conduit a sélectionner les inhibiteurs les plus complexes structuralement parmi
ceux qui sont disponibles. Ces inhibiteurs ont également été choisis de maniére a avoir
une large gamme de valeurs de constantes de liaison. Puisque ces ligands possedent
des structures similaires, il est tres probable qu’ils adoptent la méme position (pose) sur

CD80 [104].

La pose de ces ligands sur CD80 n’est pas connue. De plus, dans le cas de cette pro-
téine, le site prédit d’interaction définit une large région de la surface de cette protéine
et correspond a une quantité considérable de poses possibles pour un ligand donné. Une
analyse parallele d’'une cinquantaine de poses pour chacun des ligands choisis pour cette
étape et de la relation entre la structure de plusieurs autres ligands et leur affinité déter-
minée expérimentalement a permis d’identifier les poses plausibles de ces ligands sur le
domaine V de CD80. L’analyse s’est également basée, en plus de la relation structure-
affinité mentionnée, sur des conditions de géométrie des deux partenaires d’interaction
qui favorisent a priori une énergie d’interaction satisfaisante dénoncées comme «con-
ditions optimales d’interaction» dans le reste du manuscrit c’est-a-dire des conditions
qui permettent une correspondance entre groupements hydrophiles, d’'une part, et en-
tre groupements hydrophobes d’autre part, un nombre maximum de liaisons hydrogene
entre la protéine et le ligand et un non-enfouissement des groupements donneurs et

accepteurs de liaisons hydrogeéne de chacun des partenaires.

La pose que nous avons sélectionnée pour les ligands étudiés ici est montrée dans la
Figure 3.2. Deux études nous ont permis de sélectionner cette pose (pose la plus prob-

able des ligands sur CD80) : (i) I’étude de Erbe et al qui montre que les mutants W50A
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Tableau 3.1: Structures des composés utilisés pour la validation du protocole de scoring.
Les structures des ligands 1 a 16 différent par les groupements X, Y, Z, R ou R’. Les
ligands 9 a 12 possedent des groupements R en position méta ou para (respectivement
M et P). Les ligands 10 et 11 ont le méme groupement R en position méta M. Le ligand
17 possede un coeur différent de celui des autres ligands.

o g A
Y 0
X
HN-N pd R
~N O HN'N M NN P
N | i CF3 v | = /] | X O
NN Ny N CF3 N CFs
~ Ligand
Sl L X Z_1C50 (nM) Ligand R Position de R X IC50 (nM)
1 H Cl H 60+17
2 COO- F H 70+14 s
3 Cl COO H 16 + 2 2 H\© M H 120+75
4 F COO H 210+ 20 & OH
N
5 F H H 20 + 3 10 H\QOH M H 9+1
6 H F F 1000 £ 250 11 Idem que 10 M Cl 22+4
7 H H F 300+ 80 o
8 COO Cl H 7+3 N b b 134
O
7 xR

N J XX
y -
HN-N
" Ligand R X R IC50 (nM) | YO

13 3F CH 3OMe 82+9 N7 CFs
14 3F CH 3-NO, 4+1
15 4F CH 3-NO, 5013 Ligand X 1C50 (nM)
16 4F CH 3-NH, 400+ 100 17 3F 1300 £ 100
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Ligands 1416 | Ligand 17 i

F\’ \=— Partie nord — =

N_
=

Partie sud

Figure 3.1: Les ligands sont composés de trois parties: la partie nord, la partie sud et le
coeur qui sont respectivement entourés en bleu, vert et rose. Le ligand 17 possede un

cceur différent des ligands 1 a 16.

et N48K diminuent fortement l'affinité des inhibiteurs pour CD80 (Figure 3.2) [54] et
(ii) I'étude de Green et al qui permet la relation entre structure et affinité de plus de
70 ligands [50]. Cette derniere étude a montré que la liaison NH du cceur des ligands
conditionne une forte affinité, ce qui suggere que celle-ci doit étre impliquée dans une
liaison hydrogene avec CD80. En effet, lorsque cet azote est méthylé (NH transformé en
N-CHj3), on constate une tres forte diminution de I’affinité des ligands pour la protéine :
I'azote ne pouvant probablement plus donner d’hydrogéne a un atome électronégatif
accepteur O ou N de la protéine pour former une liaison hydrogene. Par conséquent
les ligands doivent adopter une pose dans laquelle (i) ils sont en interaction avec les
résidus Asn48 et Trp50 et (ii) la liaison NH du cceur des ligands intervient dans une
liaison hydrogene avec CD80. Ces conditions sont respectées dans la pose sélectionnée
(Figure 3.2) : (i) les ligands font des contacts m — 7 avec le résidu Trp50 (configura-
tion perpendiculaire ou T-shape) et des liaisons hydrogene et/ou des contacts de van der
Waals avec le résidu Asn48, (ii) la liaison NH du coeur des ligands forme une liaison hy-

drogene avec le résidu GIn33. Il est intéressant par ailleurs de noter que ce résidu Gln33
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est impliqué dans une liaison hydrogéne avec CTLA-4 dans la structure cristallographique

correspondante (code PDB 118L) [103].

Figure 3.2: Pose commune aux ligands 1 a 17 sur CD80 (exemple du ligand 8). Les
liaisons hydrogeéne sont représentées en trait plein vert. La liaison hydrogene entre le

coeur des ligands et le résidu GIn33 est présente dans tous les complexes étudiés.

De plus, dans cette pose, plusieurs des 17 ligands forment aussi une liaison hydrogéne
avec le résidu Thr41, notamment celle impliquant le groupement CF; de la partie sud
des ligands. Enfin, on peut observer que les résidus Tyr31, Lys37, Met38 et Val83 entrent
aussi en contact avec les ligands. Ces interactions seront plus longuement décrites avec
des calculs de chimie quantique dans le chapitre 4.

La pose décrite ici (pose sélectionnée) respecte les conditions fixées précédemment
d’interaction entre CD80 et les ligands, permettant des conditions optimales d’interaction
p. 76). En effet, dans cette pose (i) il y a une bonne correspondance entre les groupe-
ments hydrophiles de CD80 et ceux des ligands, d’'une part, et entre les groupements

hydrophobes de CD80 et ceux des ligands d’autre part, (ii) au moins deux liaisons hy-
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drogene sont formées entre CD8O0 et les ligands (avec les résidus GIn33 et Thr41) et (iii)
aucun groupement donneur ou accepteur de liaison hydrogeéne de la protéine ou des

ligands n’est enfoui.

3.2 Recherche du protocole de scoring

La recherche du protocole de scoring est une étape importante qui permet de valider le
protocole qui sera appliqué a Lu. Nous considérerons que le protocole est validé lorsque
(i) une corrélation raisonnable est obtenue entre les valeurs expérimentales de IC50 et
les énergies d’interaction calculées (scores) et (ii) le ligand lié a la protéine est stable
pendant la trajectoire de la dynamique moléculaire. Idéalement, une relation linéaire
devrait relier les valeurs expérimentales d’affinité a celles calculées, mais cette condition
n’est presque jamais remplie. En effet, il est souvent difficile d’obtenir un coefficient de
corrélation entre les scores et les affinités expérimentales qui dépasse 0.71 [32], et cela,
peu importe la méthode de calcul (fonction de scoring secondaire) utilisée.

Comme indiqué dans l'introduction de ce manuscrit, le protocole de criblage qui sera
appliqué a Lu aprées sa validation sur CD80 contient les étapes (b) a (d) suivantes :
(b) docking des ligands sur la protéine, (c) relaxation des complexes protéine-ligand
issus du docking avec des simulations DM et (d) calcul de scores afin d’évaluer I'affinité
des ligands pour CD80. Les étapes (c) et (d) constituent le protocole de scoring. La
procédure de recherche des meilleures conditions et des meilleurs parametres qui nous
ont permis d’obtenir un protocole de scoring robuste sont expliquées dans le paragraphe
qui suit et est illustrée sur la Figure 3.3.

L’étape (d) de calcul de scores est réalisée uniquement si les trajectoires obtenues a
I'étape (c) de simulation DM (étape de relaxation) respectent les conditions suivantes
(dénoncées "conditions optimales de simulations DM" dans la suite du manuscrit) : (i) le

ligand est stable au cours de la trajectoire, (ii) les conditions d’interaction entre CD80 et
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(b) Docking » Complexe CD80-Ligand
|
»(c) DM

Analyse des trajectoires

- Le ligand est-il stable ?
- Les interactions CD80-ligand
m respectent-elles les conditions m
optimales d’interaction ?
- La structure du ligand est-elle

normale ?
Améliorations (d) calcul de scores
(1) Modification des parameétres du Sur 100 géometries minimisées
— champ de force. (XSCORE, DrugScore, ITScore,
(2) Test sur conformations syn/anti ID-Score, Cyscore, MM-PBSA)
(3) Test sur conformations cis/trans ¢

A

Non Les valeurs expérimentales
sont-elles reproduites ?

‘ Protocole validé ‘

Figure 3.3: Procédure de recherche du protocole de scoring (étapes (c) et (d), en-
cadré vert) sur CD80 avec 17 inhibiteurs d’affinités expérimentales connues. Les étapes
‘Analyse des trajectoires’ et ‘Améliorations’ sont des étapes intermédiaires qui ont été
utilisées pour perfectionner le protocole. Les conditions optimales d’interaction CD80-

ligand sont celles qui sont présentées a la page 76.
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le ligand respectent les conditions optimales d’interaction (p. 76) au cours de la trajec-
toire et (iii) aucune anomalie structurale n’est observée dans la géométrie du ligand au
cours de la trajectoire. Un exemple d’anomalie structurale dans la géométrie d’'un ligand
est la non-planéité des cycles aromatiques. Si une de ces conditions n’est pas respec-
tée, plusieurs améliorations sont réalisées telles que des modifications des parametres de
champ de force du ligand, c’est-a-dire que nous avons modifié les parametres de champ
de force des ligands afin d’améliorer les contacts de ces ligands avec CD80. Pour certains
ligands, nous avons aussi tenté d’améliorer les résultats en utilisant différentes conforma-
tions (syn/anti, cis/trans) qui seront présentées dans la sous-section 3.2.2 (p. 91). Ces
améliorations ont été réalisées jusqu’a ce que les trajectoires soient validées. Le nombre
de trajectoires calculé ainsi que les détails des simulations DM seront donnés dans la
sous-section 3.2.1.

A I’étape (d) de calcul de scores, différentes méthodes de calcul sont testées et les
améliorations citées ci-dessus sont réalisés jusqu’a ce que les scores calculés reproduisent
les affinités expérimentales. Des calculs de scores ont aussi été réalisés sur différentes
conformations possibles pour certains ligands (conformations syn/anti, cis/trans). Dans
les sous-sections suivantes, nous présenterons les méthodes utilisées ainsi que les dif-
férentes améliorations que nous avons réalisées afin (i) d’obtenir des trajectoires qui
respectent les conditions citées ci-dessus a I’étape de relaxation (étape (c) de la Figure 3,
p. 17) et (ii) de reproduire les affinités expérimentales des ligands a I’étape d’évaluation

des énergies d’interactions protéine-ligand (étape (d) de la Figure 3, p. 17).

3.2.1 Etape de relaxation en présence d’eau explicite

Pour chacun des complexes CD80-ligand, des simulations DM ont permis de relaxer le
systeme (étape (c), Figure 3.3). La trajectoire d’'une simulation DM dépend des con-

ditions initiales telles que la conformation de départ, les différents parametres utilisés
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et le jeu de vitesses initiales. En changeant une de ces conditions citées ci-dessus, on
explorera une autre zone de I'espace conformationel : une trajectoire différente sera
donc obtenue. Afin d’explorer au mieux I'espace conformationnel de nos systemes CD80-
ligand, 10 simulations DM qui different par leurs vitesses initiales ont été réalisées pour
chaque complexe. Les simulations DM ont été réalisées en présence d’eau explicite avec
la méthode de dynamique moléculaire aux limites stochastiques (SBMD). Dans la suite
de cette sous-section, nous justifierons le choix de la méthode de DM utilisée pour I'étape
de relaxation puis nous présenterons les différentes modifications du champ de force qui
ont permis d’obtenir des trajectoires qui respectent les conditions optimales de simula-

tions DM (p. 80).

Choix de la méthode de dynamique moléculaire pour I’étape de relaxation

Comme présenté dans la Figure 3.3 (p. 81), I'étape de calcul de score est réalisée unique-
ment si 'étape de DM est validée. La qualité des résultats de scoring est donc fortement
dépendante de la qualité des trajectoires obtenues a I’étape de relaxation puisque les
calculs de scores sont réalisés sur les géométries issues de ces trajectoires. Il faut donc
s’assurer que la méthode de dynamique moléculaire utilisée reproduise au mieux le com-
portement des molécules dont les mouvements dépendent aussi du milieu dans lequel
ces molécules sont simulées. Afin de choisir la méthode de DM la plus adaptée a notre
systeme et a la méthode de criblage (dans le cas de Lu), nous avons réalisé des sim-
ulations DM (i) sans eau, (ii) en présence d’eau implicite (simulations LD) et (iii) en
présence d’eau explicite (simulations SBMD) sur les complexes formés entre CD80 et un
sous-ensemble de ligands (ligands 1 a 8 du Tableau 3.1, p. 77) sur lequel nous nous
sommes focalisés pour I'optimisation de la procédure.

Nous avons observé une instabilité des ligands dans les trajectoires issues des simula-
tions sans eau, notamment pour les ligands chargés 2 et 8 pour lesquels les groupements

COO interagissent fortement avec les groupements NH;* de la protéine. Ce phénomene
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n’est pas observé dans les simulations en présence d’eau (implicite ou explicite) car 'eau

atténue ces interactions charge-charge en faisant écran.

L’analyse des trajectoires obtenues avec chacune des méthodes LD et SBMD a permis
d’évaluer la stabilité de chacun des ligands au cours des simulations, leur géométrie
ainsi que les interactions établies par ceux-ci. De cette analyse, nous avons constaté que
les parameétres initiaux du champ de force CGENFF n’étaient pas optimaux sur le cceur
des ligands, ce qui conduisait a une instabilité de ces ligands sur la protéine pendant
les simulations DM. Une analyse du coeur des ligands 1 a 8 a permis de constater que
I'instabilité de ces ligands au cours des trajectoires était due a : (i) des constantes de force
de torsion incorrectes au niveau du coeur des ligands, (ii) une valeur d’angle de valence
/NN H adjacent au groupement CO du cceur des ligands qui n’était pas en accord avec
celle des structures de ces ligands optimisées par chimie quantique au niveau HF/6-31G*,
et (iii) une mauvaise qualité des charges des atomes qui constituent le cceur des ligands.
Les points (i) a (iii) seront développés dans le paragraphe ci-apres.

Dans le cas (i) des constantes de force de torsion incorrectes, on observait que le
coeur des ligands n’était pas plan, ce qui paraissait inhabituel puisqu’il est constitué de
cycles aromatiques. La planéité du cceur a été vérifiée par calcul de chimie quantique. La
conformation inhabituelle observée pour cette partie des ligands avait pour conséquence
une perte de contacts de cette méme partie (le coeur des ligands) avec la protéine au
cours des simulations. Afin d’avoir un ceeur plan pour tous les ligands et ainsi améliorer
leurs contacts avec la protéine, nous avons ajusté les constantes de forces de torsion des
quatre angles diedres ZABCF, /DCBI, /ZCFGJ et ZQGFK (montrés sur la Figure
3.4) qui constituent le coeur des ligands.

Dans le cas (ii) de 'angle de valence /N N H incorrect, la liaison NH du cycle pyrazole
du ceeur des ligands était dans le plan du cycle (a gauche sur la Figure 3.5) : une telle
orientation ne permettait pas la formation d’une liaison hydrogene optimale entre cette

liaison NH et 'atome d’oxygene (accepteur) de la chaine latérale du résidu GIn33. Afin
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Figure 3.4: Les constantes de force de torsion ont été modifiées pour les angles diédres
/ABCF, /DCBI, /CFGJ et ZQGF K qui constituent le coeur des ligands 1 a 16. Pour
le ligand 17, seule la constante de force de torsion de l'angle /DCBI a été ajustée.
Les constantes de force de torsion des angles diédres /DELP et ZAELM qui font la

jonction entre le cceur et la partie nord des ligands 1 a 17 a été modifiée.
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de vérifier 'orientation de cette liaison NH, nous avons minimisé le ligand 8 (Figure
3.2, p. 79) avec le programme Gaussian09 en utilisant la méthode ab initio HF-6-31G*.
Selon ces calculs, la liaison NH n’est pas plane, mais elle pointe vers 'oxygene de la
chaine latérale du résidu GIn33 (Figure 3.5). Nous avons donc ajusté 'angle de valence

/NN H du cycle pyrazole de facon a étre en accord avec les calculs HF.

De plus, nous avons constaté que les charges des atomes d’azote qui constituent le
ceeur des ligands au niveau CGENFF n’étaient pas en accord avec celles calculées au
niveau MP2/6-31G* (cas (iii) ci-dessus). Nous avons alors ajusté les charges des atomes
d’azotes qui constituent le cceur des ligands de facon a respecter les tendances observées
dans les résultats de chimie quantique. Par exemple, pour les atomes C4, N3 et N2
qui sont respectivement le carbone du groupement méthyle du coeur, I'azote lié a ce
groupement méthyle et 'azote lié a N2, les charges respectives de ces atomes étaient
de +0.20, -0.55 et +0.22 dans le champ de force CGENFF. Ces charges étaient tres
différentes de celles qui ont été obtenues par chimie quantique et qui sont de +0.73,
-0.53 et -0.25 pour les atomes respectifs C4, N3 et N2. Nous avons alors ajusté les
charges de ces atomes dans le champ de force CGENFF de la facon suivante : +0.75, -
0.38 et -0.27. Ces charges modifiées suivent la méme tendance que les charges calculées
par chimie quantique avec, notamment la charge de 'atome N2 qui est devenue négative.
L’ajustement de I'angle de valence /N N H du cycle pyrazole et des charges sur les atomes
d’azotes du coeur des ligands a favorisé la formation d’'une liaison hydrogene forte qui
est maintenue tout le long des trajectoires entre le coeur des ligands et GIn33.

Les modifications du champ de force sur le coeur des ligands ont permis d’améliorer
les contacts des ligands avec la protéine CD80 au cours des simulations LD et SBMD.

Une évaluation des affinités des ligands avec la fonction de scoring secondaire XS-
CORE a permis de comparer les résultats obtenus avec la méthode SBMD (en présence
d’eau explicite) a ceux obtenus avec la méthode LD (en présence d’eau implicite) de la

facon suivante : (i) 100 géométries sélectionnées et qui sont associées a chacun des lig-
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Figure 3.5: Orientation de la liaison NH du coeur des ligands apres optimisation des
géométries. Selon les parametres de champ de force CGENFF (a gauche), la liaison NH
ne pointe pas correctement vers 'atome d’oxygene de la chaine latérale du résidu GIln33
alors que selon les calculs de chimie quantique (a droite), cette liaison NH pointe vers

I'atome d’oxygene de la chaine latérale de GIn33.

ands ont été extraites et minimisées avec le champ de force CHARMMS36 ; (ii) des calculs
d’énergie d’interaction ont été réalisés sur chacune des géométries avec la méthode de
calcul HMScore (de la fonction de scoring XSCORE, p. 51) pour chaque ligand ; (iii)
une moyenne de I'énergie d’interaction avec la protéine a été calculée a partir des 100
valeurs obtenues a I'étape (ii) et (iv) les énergies moyennes résultantes pour chacun des
8 ligands ont été comparées aux affinités expérimentales IC50.

Les deux méthodes de dynamique moléculaire LD et SBMD donnent de bons résultats
avec respectivement des coefficients de corrélations de 0.83 et 0.91 (Figure 3.7). Cepen-
dant, on constate que le classement des affinités calculées pour les ligands 1 a 8 est moins
bon lorsqu’on utilise la méthode de dynamique LD plutét que la méthode de dynamique
SBMD. En effet, le classement obtenu avec la méthode SBMD pour les ligands 1 a 8 est
similaire au classement de ces mémes ligands selon leur affinité expérimentale (ce qui
n’est pas du tout le cas pour le classement obtenu avec la méthode LD), avec seulement
une permutation du rang des ligands 1 et 5 et une surévaluation de I'affinité du ligand 7.

La méthode SBMD a donc été utilisée dans I’étape de relaxation du protocole de scoring
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Figure 3.6: Les groupements et atomes pour lesquels des modifications de charges ont
été réalisées en accord avec les résultats de chimie quantique sont entourés en rouge
(illustré avec le ligand 5 pour lequel les atomes de fluor, d’azote et d’oxygeéne sont re-
spectivement montrés en vert, bleu et rouge). Pour les ligands 14 et 15, il faut remplacer
le groupement CF; de la figure par un groupement NO,. Les atomes d’azotes du cceur
des ligands pour lesquels les charges ont aussi été modifiées sont pointés avec des fleches
rouges. Pour le ligand 17, les atomes d’azote 1 et 2 n’ont pas été modifiés puisqu’ils font

partie du cycle pyrazole manquant dans le coeur de ce ligand.
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(étape ().

Figure 3.7: Corrélation entre les affinités expérimentales et les affinités calculées avec la

fonction de scoring secondaire XSCORE sur 100 géométries extraites de facon équidis-

tante sur les trajectoires obtenues avec la méthode (a) SBMD et (b) LD. Les calculs ont

été réalisés pour les ligands 1 a 8.
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Amélioration de la stabilité des ligands sur CD80 dans les simulations SBMD

Dans la sous-section ci-dessus, nous avons réalisé des modifications du champ de force

TR
@ =W

~ ro@

pour le cceur des ligands uniquement. Afin d’améliorer la stabilité des trajectoires (obtenues

avec la méthode SBMD) en considérant, cette fois-ci, les différentes parties des ligands,
nous avons analysé et amélioré les parametres du champ de force CGENFF pour les
groupements qui constituent la partie nord et la partie sud des ligands. Pour cela, nous
avons étendu notre étude aux ligands 9 et 17.

Nous avons constaté que les parametres initiaux du champ de force CGENFF sur les

parties nord et sud des ligands n’étaient pas optimaux, ce qui conduisait a une instabilité

des ligands sur la protéine pendant les simulations SBMD. Cette instabilité était due a :

(i) une mauvaise qualité des charges des atomes des ligands qui constituent leurs parties

nord et sud (Figure 3.1, p. 78) et (ii) des constantes de force de torsion incorrectes pour

les angles diedres qui font la liaison entre le coeur des ligands et leur partie nord.
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Dans le cas (i) ci-dessus, les charges des ligands au niveau CGENFF n’étaient pas en
accord avec celles calculées au niveau MP2/6-31G* pour notamment (1) le groupement
CF; de la partie sud des ligands 1 a 12 et du ligand 17, (2) le groupement NO, de la
partie sud des ligands 14 et 15 et (3) le groupement fluorophényl de la partie nord du
ligand 2, des ligands 4 a 7 et des ligands 13 a 17 (Tableau 3.1, p. 77). Les groupements
et/ou atomes pour lesquels les charges ont été modifiées peuvent étre visualisés dans la
Figure 3.6 (p. 88). Une mauvaise répartition des charges sur ces groupements empéchait
la formation de liaisons hydrogéne entre la partie sud des ligands et le résidu Thr41
(groupement CF; des ligands 1 a 12 et 17 et groupement NO, des ligands 14 et 15) et
conduisait des contacts insuffisants entre les groupements fluorophényl de la partie nord

des ligands 2, 4, 5, 6, 7, 13, 14, 15, 16, 17 et le résidu Tyr31.

Dans le cas du fluorophényl, nous avons en effet constaté que le champ de force
CGENFF ne prenait pas en compte la polarisation dans I'espace que provoque 'atome de
fluor, du fait de son électronégativité, sur les liaisons CH qui I'entourent. Les liaisons
CH qui entourent 'atome de fluor doivent porter des charges absolues plus élevées que
celles des liaisons CH plus éloignées. Afin de résoudre ces problemes, nous avons ajusté
les charges de chaque ligand de facon a respecter les tendances observées dans les ré-
sultats de chimie quantique (Figure 3.6 et section 1.3, p. 30). Ces charges ont été
modifiées suivant une régle de trois. Pour cela, nous nous sommes basés sur la charge de
I'hydrogene aromatique qui est de +0.11 dans le champ de force CGENFF et de +0.21
selon les calculs des chimie quantique (charges Miilliken). Par exemple pour ajuster la
charge de 'atome de fluor du groupement fluorophényl qui constitue la partie du ligand
2, nous avons fait 'opération suivante : Charger * (0.11 / 0.21) avec Charger qui est la
charge de ce fluor dans le champ de force CGENFF et doit étre ajusté. La méme opération
a été réalisée pour les groupements CF5 et chlorophényl. Pour le groupement NO,, nous
avons utilisé les mémes charges que celles observées pour des ligands déja paramétrés

et qui ont un groupement similaire (c’est-a-dire un groupement qui ressemble a la partie
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sud des ligands 14 et 15). Pour le groupement COO™ qui se trouve dans la partie nord
des ligands 2 - 4 et 8, nous avons gardé la charge classique donnée dans le champ de

force CGENFF.

Enfin, nous avons constaté que la partie nord des ligands avait des mouvements de
forte amplitude pendant des simulations SBMD. Ce phénomene était d{i a des constantes
de force de torsion incorrectes pour les angles diedres /DELP et ZAELM qui font
la jonction entre le coeur et la partie nord des ligands (Figure 3.4). Nous avons donc
modifié les constantes de force de torsion de ces angles diédres.

L’ensemble des modifications du champ de force présentées dans cette sous-section
pour les différentes parties des ligands (coeur, nord et sud) ont permis d’améliorer les
contacts des ligands avec la protéine CD80 au cours des simulations DM en présence
d’eau explicite et d’améliorer ainsi la stabilité des trajectoires qui ont été utilisées dans

I’étape (d) de calcul de scores (ou étape d’évaluation d’énergies d’interaction).

3.2.2 Evaluation des énergies d’interaction

Lorsque les trajectoires respectent toutes les conditions optimales de simulations DM
(définies p. 80), 100 géométries minimisées avec CHARMM sont extraites de facon
équidistante sur la plus stable des trajectoires de chaque ligand. Puis les énergies de ces
géométries sont évaluées par les différentes méthodes XSCORE [27], DrugScore [105],
ITScore [30], ID-Score [29], Cyscore [28] et MM-PBSA [32]. Pour chaque méthode
testée et pour chaque ligand, nous avons calculé un score moyen obtenu avec le score
de chacune des 100 géométries extraites de la trajectoire. Si ces scores moyens sont
corrélés aux affinités expérimentales des ligands, alors le protocole de scoring est validé
avec la méthode de calcul (fonction de scoring) correspondante. Les résultats obtenus
avec chaque méthode testée seront présentés et commentés dans le paragraphe qui suit

a I'exception de ceux obtenus avec les méthodes Cyscore et Drugscore pour lesquels les
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affinités calculées ne sont pas corrélées avec les affinités expérimentales (coefficient de

corrélation inférieur a 0.4).

Avant de commenter les résultats obtenus avec chaque méthode de calculs, revenons
sur les structures de quelques ligands. Les ligands 2, 3, 4, 5, 8, 13, 14 et 17 (Figure
3.1, p. 77) peuvent adopter une conformation syn ou anti par rapport au résidu Gln33.
En effet, ils possedent des atomes de fluor, de chlore ou un groupement COO" en po-
sition méta du cycle phényl qui constitue leur partie nord et qui peuvent pointer vers
le résidu GIn33 (conformation syn) ou de I'autre c6té (conformation anti) (Figure 3.8).
Les ligands 6 et 7 peuvent aussi adopter une conformation syn ou anti selon que leur
atome de fluor placé en ortho sur le cycle de leur partie nord pointe respectivement vers
le résidu GIn33 ou de l'autre coté. Lors de I'analyse des résultats qui seront présentés
plus loin dans cette sous-section, nous avons constaté que les scores calculés avec toutes
les méthodes citées ci-dessus étaient mieux corrélés avec les expériences lorsque les lig-
ands adoptaient une conformation syn plutét qu'une conformation anti. En effet, dans
la conformation syn, on observe des liaisons hydrogene et des liaisons halogéne entre le
résidu Gln33 et respectivement les groupements COO" (Figure 3.8, b) et les halogenes
fluor et chlore des ligands (Figures 3.8, d). En revanche, peu d’interaction sont observés
entre ces groupements et la protéine lorsque les ligands adoptent une conformation anti

(Figure 3.8, a et c).

Les ligands 9, 10 et 11 (Figure 3.1 de la page 77) sont de plus haut poids moléculaire
que les autres ligands du fait de la taille de leur groupement R qui constitue leur partie
nord. Ces groupements R sont liés au cycle phényl de la partie nord de ces ligands grace
a une liaison amide se trouvant en position méta de ce cycle. Du fait de la présence de
R en position méta, ces ligands peuvent aussi adopter une conformation syn ou anti par
rapport au résidu GIn33. De plus, deux autres conformations peuvent étre adoptées par
ces ligands de haut poids moléculaire : la conformation cis lorsque les liaisons CO et

NH de la liaison amide pointent dans la méme direction et la conformation trans lorsque
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(c) - (d)

Figure 3.8: Conformations syn et anti des ligands 4 et 8. Les figures (a) et (b) montrent
le ligand 8 respectivement dans les conformations anti et syn. Les figures (c) et (d) mon-
trent le ligand 4 respectivement dans les conformations anti et syn. Dans la conformation
syn, le groupement COO" du ligand 8 (Figure (b)) et 'atome de fluor de la partie nord
du ligand 4 (Figure (d)) pointent vers le résidu GIn33 alors que dans la conformation
anti ces groupements pointent de 'autre coté (a et c). Les liaisons hydrogene possibles
dans chacune de ces conformations sont représentées en trait vert. La liaison halogene
formée entre le fluor de la partie nord du ligand 4 dans la conformation syn et GIn33 est

montré en trait orange (Figure (d)).
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ces mémes liaisons pointent dans des directions opposées (Figure 3.9). Dans les calculs
réalisés avec toutes les méthodes citées précédemment, il n’y avait pas de différences sig-
nificatives en terme d’énergie comparée ou en terme de corrélation comparée entre les
scores obtenus a partir des géométries dans lesquelles les ligands 9, 10 et 11 adoptent
une conformation cis et les scores obtenus a partir des géométries dans lesquelles ces lig-
ands adoptent une conformation trans. Nous avons donc décidé de comparer les affinités
expérimentales aux affinités calculées (avec les différentes méthodes de calcul testées)
a partir des géométries issues des simulations dans lesquelles les ligands 9, 10 et 11
adoptent une conformation cis d’une part et les ligands 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 13, 14 et 17
adoptent une conformation syn par rapport au résidu Gln33 d’autre part. Les corréla-
tions entre les affinités calculées et les affinités expérimentales sont présentées dans les

Figures 3.10 et 3.12.

Figure 3.9: Conformations cis (a) et trans (b) de la liaison amide de la partie nord du

ligand 9. La liaison amide est entourée en orange.

Avant d’analyser ces figures, il est a souligner que, pour les méthodes de calculs XS-

CORE et ID-Score, plus le score calculé pour un ligand est positif et grand, plus son
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affinité est élevée. Pour les méthodes ITScore et MM-PBSA, plus le score d’un ligand est
négatif et bas, plus son affinité est élevée. Par conséquent : on obtient une bonne cor-
rélation entre les scores calculés et les affinités expérimentales lorsque : (i) le coefficient
est proche de 1 avec les méthodes XSCORE et ID-Score ; (ii) le coefficient est proche de
-1 avec les méthodes ITScore et MM-PBSA.

La méthode de calcul XSCORE est composée de trois fonctions de scoring empiriques
pouvant étre utilisées ensemble ou séparément : HPScore, HSScore et HMScore. La
moyenne des résultats obtenus avec ces trois fonctions permet d’avoir le score global
noté X-Score. Nous avons testé chacune de ces fonctions de scoring sur les complexes
formés par les ligands 1 a 17. Puisque les résultats obtenus avec les fonctions HPScore et
HSScore étaient trés insatisfaisants, seuls ceux obtenus avec HMScore et X-Score seront
présentés.

Les graphes de corrélation entre les affinités expérimentales des ligands et les scores
obtenus avec HMScore et X-Score sont montrés dans la Figure 3.10. Les affinités des
ligands de haut poids moléculaire 9, 10 et 11 sont surévaluées par les fonctions HMScore
et X-Score, et cela peu importe la conformation adoptée par ceux-ci (conformation cis ou
trans de la liaison amide qui lie les groupements R au reste de la partie nord des ligands
9,10 et 11) (Tableau 3.1, p. 77 et Figure 3.9). En effet, dans la Figure 3.10, on constate
que ces ligands se trouvent tous tres éloignés de la masse de points représentant les

ligands de faible poids moléculaire.
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Les résultats obtenus avec HMScore et X-Score différent peu sauf pour le ligand 14
pour lequel le score est sous-évalué par HMScore, et dans une moindre mesure, les lig-
ands 12 et 13 pour lesquels les affinités sont respectivement surévaluée par X-Score et
sous-évaluée par HMScore. Si on ne prend pas en compte les ligands de haut poids
moléculaire (9, 10 et 11) et le ligand 14, on obtient des coefficients de corrélation de
0.75 et de 0.79 entre les affinités expérimentales et les scores respectivement calculés
avec HMScore et X-Score. Ces deux méthodes de calcul semblent donc reproduire les
affinités expérimentales de facon similaire. La comparaison du classement des ligands
selon leurs affinités expérimentales au classement obtenu selon leur affinité calculée
montre que peu de ligands sont correctement classés par HMScore et X-Score (Figure
3.11, a et b). Les différences de classement obtenues avec HMScore et X-Score sont sem-
blables (Figure 3.11, c et d). Lorsqu’on écarte les ligands de haut poids moléculaire (9,
10 et 11) et le ligand 14, on constate que les différences entre le classement expérimen-
tal et les classements calculés sont semblables (Figure 3.11, c et d), avec toutefois une
surévaluation ou une sous-évaluation de l'affinité de la plupart des ligands par HMScore
et X-Score. Seul le classement des ligands 8, 12 et 3 est correctement évalué par HM-
Score d’'une part et ceux des ligands 8, 12, 6 et 17 sont correctement évalués par X-Score
d’autre part. Dans les deux cas, les différences de rangs varient entre 1 et 4 (valeurs ab-
solues) a 'exception du ligand 15 qui est fortement sous-évalué par les deux méthodes
de calculs et dont le rang calculé differe de 6 du rang expérimental. En d’autres termes,
si on utilise les méthodes de calculs HMScore ou X-Score pour identifier les ligands qui
se lient avec une forte probabilité & CD80 ou a un systéeme similaire (Lu), il faut étre
conscient de cette marge d’erreur lors des analyses. Néanmoins, étant donné les coeffi-
cients de corrélation obtenus, cette méthode de scoring (HMSCore ou X-Score) permet

de discriminer les ligands potentiels des autres molécules qui ne se lient pas ou peu.

La méthode de calcul ID-Score décrit plusieurs types d’interaction : les interactions de

van der Waals, les liaisons hydrogene, les interactions électrostatiques, les interactions
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m —, les effets de solvatation, les effets de perte d’entropie ainsi que la complémentarité
entre la structure du ligand et celle du site de liaison lors de la complexation [29].
Bien que cette fonction de scoring offre une description plutot complete des interactions
protéine-ligand, on n’obtient qu'une faible corrélation entre les scores calculés et les
affinités expérimentales (Figure 3.12, a). On constate que les affinités des ligands 1, 4,
6, 7 et 12 (Tableau 3.1, p. 77) sont surévaluées par la méthode ID-Score, ce qui donne

un coefficient de corrélation de 0.53.
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Figure 3.11: Différence entre le classement des ligands selon leurs affinités expérimen-

tales et selon leurs affinités calculées par HMScore (a et c) et par X-Score (b et d) pour

les 17 ligands (a et b) et pour 'ensemble des ligands a I’exception des ligands 9, 10, 11 et

14 (c et d). Les différences de rangs sont en ordonnées. Les valeurs de différences entre

les rangs expérimentaux et les rangs calculés sont nulles, négatives et positives lorsque

les énergies de liaison sont respectivement identiques, sous-évaluées et surévaluées par

HMScore ou X-Score.
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Figure 3.12: Corrélation entre les affinités expérimentales et les scores calculés par ID-Score (a), ITScore (b), MM-PBSA
(c) et MM (d). Les valeurs R correspondent aux coefficients de corrélation obtenus avec la méthode de Spearman pour
I'ensemble des ligands. Si on ne prend pas en compte les ligands chargés 2, 3, 4 et 8 dans le calcul du coefficient pour

MM-PBSA, on obtient R’.



ITScore est une méthode de calcul itérative basée sur des études statistiques de com-
plexes protéine-ligand [30]. Cette méthode ne semble pas non plus convenir a notre sys-
teme CD80-ligand. En effet, bien qu’on obtienne une meilleure corrélation avec ITScore

(R = -0.62) qu’avec ID-Score (R = 0.53), celle-ci reste insuffisante (Figure 3.12, b).

Enfin, nous avons comparé les affinités expérimentales aux énergies calculées avec la
méthode MM-PBSA. Cette méthode de calcul combine la méthode de mécanique molécu-
laire (MM) a la méthode PBSA (Poisson-Boltzmann Surface Area) [32]. La partie MM
permet de calculer les énergies liées (liaisons covalentes, angles de valence, angles die-
dres), les interactions électrostatiques et les interactions de van der Waals alors que la
partie PBSA permet de calculer 'énergie de solvatation (contributions polaires et non
polaires). Les énergies calculées avec la méthode MM-PBSA sont bien corrélées avec les
affinités expérimentales avec un coefficient proche de -0.70 (Figure 3.12, c). Cette cor-
rélation est cependant meilleure si on écarte les ligands chargés 2, 4 et 8. En effet, on
constate que les énergies de solvatation des ligands chargés sont surévaluées par la méth-
ode PBSA, ce qui donne des énergies MM-PBSA trop basses par rapport a celles calculées
pour les ligands neutres. Cette remarque a aussi été faite dans une étude de Wang et
al [106]. Ainsi, si on ne considere que les ligands neutres dans le calcul du coefficient de
corrélation, on obtient un coefficient proche de -0.80. Toutefois, il est a noter que cette
bonne corrélation est due en grande partie a la modification des charges que nous avons
réalisée sur la partie cceur des ligands. En effet, lorsqu’on compare les énergies calculées
avec la méthode MM (sans I'énergie de solvatation) aux affinités expérimentales pour
les ligands neutres, on obtient déja a ce stade une bonne corrélation de -0.75 (Figure
3.12, d). Lors de la comparaison de classement des ligands neutres selon leur affinité
calculée (avec la méthode MM-PBSA) avec celui basé sur leur affinité expérimentale, une

différence de classement maximale de 6 est observée.

Les meilleures corrélations entre les affinités calculées (scores) et les affinités expéri-

mentales ont été obtenues avec les méthodes XSCORE (HMScore et X-Score) et MM-
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PBSA. Cependant, ces méthodes n’évaluent pas de maniere précise les interactions avec
les atomes d’halogenes (présents dans les 17 ligands de CD80 étudiés ici) et la protéine.
En effet, dans ces méthodes de scoring, les liaisons halogene ainsi que les liaisons hy-
drogene faibles pouvant étre formées a partir des atomes de fluor sont décrites comme
de simples contacts de van der Waals. De plus, les contributions des nombreuses inter-
actions m — 7 entre les ligands et les résidus Tyr31 et Trp50 sont souvent sous-estimées
par ces méthodes de calculs empiriques. Afin de mieux décrire ces interactions et de
reproduire les affinités expérimentales de ces ligands, nous avons réalisé des calculs de
chimie quantique sur les complexes formés par les ligands 1 a 8 et les ligands 14, 15 et

16.
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Chapitre 4

Calcul des énergies d’interaction avec

des méthodes de chimie quantique

Comparées aux techniques de mécanique moléculaire, les techniques de chimie quan-
tique permettent d’évaluer avec une meilleure précision les interactions entre la pro-
téine et le ligand. En effet, alors que la mécanique moléculaire décrit les atomes d’une
molécule comme des spheres qui sont reliées entre elles par des ressorts et qui interagis-
sent entre elles selon les principes de mécanique classique, la chimie quantique décrit
les molécules au niveau électronique : on résout 'équation de Schrodinger qui décrit
les mouvements des électrons en considérant les noyaux comme fixes. Il existe dif-
férentes méthodes qui permettent de résoudre cette équation : les méthodes ab initio
dans lesquelles toutes les intégrales sont calculées (Hartree-Fock (HF) et post-Hartree-
Fock telle que la méthode MP2) et les méthodes semi-empiriques dans lesquelles cer-
taines intégrales sont estimées a partir de données expérimentales (PM6, CNDO, etc ...).
Ces méthodes de chimie quantique nécessitent un temps de calcul plus long que les tech-
niques de mécanique moléculaire : en chimie quantique, le temps de calcul augmente a

la puissance 4 avec le nombre d’orbitales atomiques de la base.
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Dans le chapitre précédent, nous avons validé la fonction de scoring secondaire XS-
CORE qui a permis de reproduire les affinités expérimentales de la plupart des ligands
(ligands 1 a 8 et 12, 13, 15 et 16) dans la pose que nous avons choisie (Figure 3.2, p.
79). Bien qu’un coefficient de corrélation de 0.79 (sans les ligands 9 a 11 et 14) ait été
obtenu avec XSCORE, cette méthode de calcul ne décrit pas les interactions halogene en-
tre les ligands et la protéine. Dans ce chapitre, nous avons donc voulu (i) reproduire les
affinités expérimentales des ligands 1 a 8 et des ligands 14, 15 et 16 avec des calculs de
chimie quantique, ce qui nous permettra aussi de confirmer la pose choisie (Figure 3.2, p.

79) et (ii) analyser les interactions entre CD80 et ces ligands dans la pose sélectionnée.

Les ligands cités ci-dessus ont été choisis parce que : (i) ce sont des ligands de petite
taille, ce qui nous permettra d’avoir un temps de calcul raisonnable, (ii) chacun de ces
ligands posséde un atome de fluor ou de chlore dans leur partie nord (Figure 3.1, p. 78
et Tableau 3.1, p. 77) qui peut faire une liaison halogene avec la protéine (interactions
mal décrites par XSCORE) dans la pose sélectionnée, et (iii) chacun de ces ligands pos-
sede un groupement CF5 (ligands 1 a 8) ou NO, (ligands 14 et 15) ou NH, (ligand 16)
qui fait une liaison hydrogene avec le résidu Thr41 (Figure 3.2, p. 79). En choisissant
ces ligands, nous voulions décrire plus précisément les liaisons hydrogéne, les liaisons
halogene et les interactions m — 7 établies entre CD80 et les ligands dans la pose sélec-
tionnée et ainsi obtenir une corrélation plus précise entre les affinités calculées et les
affinités expérimentales.

Deux méthodes de calcul de chimie quantique ont été testées dans ce chapitre : (i)
PM6-DH2X (dans MOPAC) qui permet de réaliser des calculs semi-empirique et (ii) FMO
qui permet de faire des calculs ab initio.

La méthode FMO permet de faire des calculs ab initio sur des systemes constitués
de milliers d’atomes. Pour des systemes d’une telle envergure, les interactions sont dif-
ficilement décrites par des méthodes de chimie quantique classiques pour lesquelles le

temps de calcul augmente a la puissance 4 avec le nombre d’orbitales atomiques de la
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base. La méthode FMO permet de contourner ce probleme en faisant des calculs ab
initio sur des fragments du systéeme plutdt que sur le systeme entier, ce qui réduit con-
sidérablement le temps de calcul. Un fragment peut étre par exemple un "résidu" d’acide
aminé!, une molécule d’eau ou encore un ligand non protéique. L’énergie du systéme
entier s'obtient par la somme (i) de '’énergie des fragments I seuls (monomeres) et (ii) de
I'énergie d’interaction entre chaque paire de dimeres IJ noyée dans un champ électrosta-
tique résultant de la densité électronique des autres monomeres [33] (Figure 4.1). Cette
méthode permet donc de faire des calculs qui restent tres précis sur de larges systéemes

dans un intervalle de temps raisonnable.

qufl = Eﬂp;

s > ! [>J
HIJIPJI - EIJWIJ \-_Y_—}

Figure 4.1: Les équations a gauche de la Figure sont les équations de Shrodinger pour
le monomere I et le dimere 1J. L’énergie E s’obtient en calculant la somme des énergies
des monomeres (premier terme) et la somme des énergies d’interaction entre tous les

dimeéres (deuxiéme terme).

Dans ce qui suit, nous comparerons d’abord, et treés brievement, les énergies de com-

plexation calculées avec la méthode PM6-DH2X pour les ligands 1 - 8 et 14 - 16 aux

!La fragmentation de la chaine polypeptidique se fait par rupture de la liaison entre le C* et le C du

carbonyle de la liaison peptidique.
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affinités expérimentales correspondantes. Puis, nous nous concentrerons sur les résul-

tats obtenus avec la méthode de calcul FMO.

4.1 Calcul des affinités des ligands avec la méthode PM6-

DH2X

Afin d’évaluer les affinités des ligands, nous avons d’abord réalisé des calculs avec la
méthode semi-empirique PM6-DH2X. Pour chacun des ligands étudiés ici (ligands 1 - 8
et 14 - 16), 10 géométries ont été extraites de facon équidistante. Le protocole suivi
pour obtenir ces géométries correspond au protocole 2 qui est expliqué dans la section
suivante, protocole pour lequel les calculs réalisés a 'étape 3 sont remplacés par les
calculs PM6-DH2X. Cet hamiltonien PM6-DH2X permet de décrire plusieurs liaisons non
covalentes, dont les liaisons hydrogene ainsi que les liaisons halogene. Deux types de
calculs ont été réalisés : des calculs dans le vide et des calculs en présence d’eau implicite
en utilisant le modele de solvatation COSMO [107]. Les résultats obtenus dans les deux
cas sont tres insatisfaisants. En effet, on obtient des coefficients de corrélation tres faibles
de -0.28 et -0.32 lorsque les calculs sont respectivement faits en présence d’eau implicite
(Figure 4.2a) et dans le vide (Figure 4.2b). Dans la suite du manuscrit, la méthode
PM6-DH2X ne sera pas utilisée pour des calculs d’énergie de complexation, mais pour

minimiser les complexes protéine-ligand, on parlera de minimisation MOPAC.

4.2 Calcul des affinités des ligands avec la méthode FMO

Dans cette section, nous présenterons d’abord les différents protocoles testés afin de re-
produire les affinités expérimentales avec différentes méthodes de calculs FMO. Puis,

nous justifierons la base utilisée pour 'ensemble de ces calculs FMO avant de comparer
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Figure 4.2: Corrélation entre les affinités expérimentales et les affinités calculées avec
la méthode PM6-DH2X (a) en présence d’eau implicite et (b) dans le vide. Les calculs
ont été réalisés sur 10 géométries extraites de facon équidistante des trajectoires des

complexes formés entre CD80 et chacun des ligands 1 - 8 et 14 - 16. Les coefficients de

corrélation R sont montrés dans chacun des graphes.

107




les affinités calculées (avec les différentes méthodes de calculs FMO) aux affinités ex-
périmentales des ligands 1 a 8 et des ligands 14, 15 et 16 dans la pose choisie (Tableau

3.1, p. 77 et Figure 3.2, p. 79).

4.2.1 Description des différents protocoles testés

Afin de reproduire les affinités expérimentales des ligands cités ci-dessus, trois protocoles
ont été testés et sont présentés dans la Figure 4.3.

Dans les protocoles 1 et 2 de la Figure 4.3, 10 géométries sont extraites de facon
équidistante sur la trajectoire stable de chaque ligand (étape 1) puis celles-ci sont min-
imisées avec CHARMM (protocole 1, étape 2) ou MOPAC (protocole 2, étape 2’) en
présence d’eau explicite. Dans les minimisations MOPAC, nous utilisons 'hamiltonien
PM6-DH2X. Dans le protocole 3, nous avons décidé de faire un échantillonnage moins
aléatoire que ceux réalisés dans les protocoles 1 et 2 : un échantillonnage ciblé qui con-
siste a extraire les géométries les plus représentatives de la trajectoire de chaque ligand.
Le but de cet échantillonnage ciblé est de faire un minimum de calcul sur les géométries
les plus représentatives uniquement pour chacun des complexes protéine-ligand.

Pour sélectionner les géométries les plus représentatives de la trajectoire de chacun
des ligands, nous avons procédé a une étape de clusterisation de la trajectoire qui con-
siste a regrouper dans un méme cluster les géométries pour lesquelles la position du
ligand et celles des chaines latérales des résidus Tyr31, Met38, GIn33, Thr41 et Tpr50
sont similaires. Quatre de ces cinq derniers résidus (Met38, GIn33, Tyr31 et Tpr50) sont
fortement impliqués dans la liaison des ligands 1-8 et des ligands 14-16 selon les calculs
FMO-RI-MP2 (résultats présentés dans la section 4.3, p. 124). Cette étape de clusterisa-
tion a été réalisée avec le programme WORDOM [108]. Pour chaque ligand, nous avons
sélectionné les clusters qui contiennent les plus grands nombres de géométries, c’est-a-

dire les clusters les plus peuplés de la trajectoire. Le nombre de clusters retenu par ligand
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Figure 4.3: Trois protocoles ont été testés pour évaluer les énergies d’interaction CD80-
ligand avec la méthode FMO : les protocoles 1, 2 et 3 qui sont respectivement formés
des étapes 1 +2 +3, 1 +2’+3 et 1’+2’+3. Les étapes 1 et 1’ correspondent respective-
ment aux étapes d’échantillonnage systématique et par clusterisation de la trajectoire.
L’étape 1’ de clusterisation de la trajectoire consiste a regrouper les géométries qui se
ressemblent en un cluster. Les clusters retenus pour chaque ligand sont les clusters con-
tenant le plus grand nombre de géométries. A lintérieur de chaque cluster, une seule
géométrie est retenue et correspond a la géométrie la plus représentative de ce clus-
ter appelée géométrie centre de cluster. Le nombre de clusters n (et donc le nombre de
géométries centres de cluster extraites) varie entre 5 et 10 selon le ligand. Les étapes 2
et 2’ correspondent respectivement aux étapes de minimisation avec CHARMM et avec
MOPAC en présence d’eau explicite. Dans I’étape 2, la minimisation CHARMM a été réal-
isée sur des systemes entiers alors que dans I'étape 2’, la minimisation MOPAC a été réal-
isée sur des systemes réduits (protéine tronquée afin de ne garder que la face qui interagit
avec les ligands). La stratégie de minimisation MOPAC utilisée a 'étape 2’ est montrée
dans la Figure 4.5. Enfin, I'étape 3 consiste a calculer les énergies des complexes préal-
ablement désolvatés (et préalablement tronqués également dans le protocole 1) suivant
quatre méthodes de calcul FMO : (i) avec le niveau MP2 sans et avec la contribution
supplémentaire a 'énergie de solvatation G4 (a et b), (ii) avec le niveau SCS-MP2 sans
et avec la contribution supplémentaire a 'énergie de solvatation G, (c et d).
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(n) varie entre 5 et 10. Pour chaque cluster, le programme WORDOM identifie un centre
(centre de cluster ; étape 1’) : il s’agit de la géométrie la plus représentative du clus-
ter considéré (Figure 4.4, p. 111). Ces géométries seront appelées géométries centres
de cluster dans le reste du manuscrit. Les géométries centres de cluster ont ensuite été
minimisées avec MOPAC en présence d’eau explicite. Puis, dans tous les protocoles, les
géométries minimisées ont été désolvatées avant de calculer leurs énergies d’interaction

associées en utilisant différentes variantes de calculs FMO (a, b, c et d ; étape 3).

Pour chaque ligand, tous les calculs FMO-MP2 ont été réalisés sur un systeme réduit
dans lequel la protéine a été tronquée afin de ne garder que la face qui interagit avec le
ligand. La réduction de taille de chacun des systemes a été réalisée apres I'étape 2 de
minimisation CHARMM dans le protocole 1 et avant I’étape 2’ de minimisation MOPAC
dans les protocoles 2 et 3. Par conséquent, les minimisations CHARMM (protocole 1) ont
été réalisées sur des systémes entiers alors que les minimisations MOPAC (protocoles 2
et 3) ont été réalisées sur des systemes de taille réduite. Il était important de réduire la
taille des systemes avant la minimisation MOPAC puisque celle-ci prend beaucoup plus de
temps (environ 2 heures sur un systéme de taille réduite) qu'une minimisation CHARMM
(environ 1 minute sur un systeme entier). Ce temps de calcul est d’autant plus grand
lorsqu’on rajoute des molécules d’eau explicite puisqu’on augmente le nombre d’électrons
a traiter. Ainsi, dans l'optique de réaliser des minimisations MOPAC en présence d’eau
explicite dans des temps raisonnables, nous avons employé la stratégie suivante (Figure
4.5): (i) seuls les résidus qui sont en contact avec le ligand considéré sont laissés mobiles
lors de la minimisation et le reste de la protéine tronquée a été gardé fixe, (ii) 'équivalent
de deux couches d’eau mobiles a été utilisé (couche d’eau interne jusqua 6 A autour
du ligand) et (iii) une couche d’eau externe entre les rayons de 6 et 9 A autour du
ligand a été utilisée et gardée fixe lors de la minimisation afin d’éviter le phénomene
d’évaporation.

Dans toutes les variantes de calcul FMO testées (a, b, ¢ et d ; étape 3, Figure 4.3,
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Figure 4.4: Exemple du neuvieme cluster issu de la clusterisation de la trajectoire choisie
pour le ligand 15. Ce cluster contient 18 géométries (en marron) dont l'une est la
géométrie centre de cluster (en magenta). Le cluster a été obtenu en considérant les

conformations adoptées par le ligand et les résidus Tyr31, GIn33, Met38, Thr41 et Trp50
tout le long de la trajectoire.
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Figure 4.5: Systeme de taille réduite sur lequel la minimisation MOPAC (en utilisant la
méthode PM6-DH2X) de I'étape 2’ des protocoles 2 et 3 (Figure 4.3) a été réalisée. Le
systeme est constitué d’une seule face de la protéine (face qui interagit avec le ligand), du
ligand (en bleu), d’'une couche d’eau interne située & 6 A du ligand et d’une couche d’eau
externe située entre 6 et 9 A du ligand (trait pointillé gris). Pendant la minimisation,
les résidus en rose, le ligand et la couche d’eau interne sont laissés mobiles alors le reste
de la protéine tronquée (marron) et la couche d’eau externe sont gardés fixes. Pour des

raisons de clarté, toutes les molécules d’eau n’ont pas été représentées.
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p. 109), leffet du solvant a été pris en compte grace a la méthode PCM (Polarizable
Continuum Model) [109]. La méthode PCM permet de solvater le systeme de fagon
implicite : le solvant est modélisé par un continuum diélectrique polarisable dans lequel
le soluté crée une cavité. D’autre part, dans 'ensemble de ces calculs FMO, nous avons
utilisé la base 6-31G pour décrire les orbitales atomiques des atomes des complexes.
Nous discuterons du choix de cette base dans la sous-section suivante 4.2.2.

Les énergies de complexation FMO-PCM sont calculées selon la méthode usuelle :

AGFM07PC’M = GFMOfPCM,complexe - (GFMOfPCM,proteme + GFMOfPCAM,ligand) (41)

avec pour les variantes a et ¢ :

GFMOfPCM = Gelec + Gcav + Gdisp + Grep (42)

et pour les variantesb et d :

GF]VIO—PC’M—I—GPOM - Ginterne + Gelec + Gcav + Gdisp + Grep (43)

et

Ginterne = Egaz + Gpold (44)
Le terme entropique (—7T'AS) n’a pas été considéré dans tous les calculs.
Ey,. : énergie du soluté dans le vide ;
Gpoia : énergie de déstabilisation due a la polarisation mutuelle solvant-soluté [110] ;

Gec : énergie électrostatique prenant en compte la polarisation des électrons du soluté
par le solvant (pas de terme équivalent dans méthode PB puisque le champ de force

n’est pas polarisable) ;
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G.qv : énergie nécessaire a la création d’une cavité dans le solvant pour 'immersion du

soluté ;

. . . : . (o _R6 .
Guaisp : €énergie de dispersion soluté-solvant (équivalent au terme TB dans 'expression

de Lennard-Jones) ;

V4 . /4 V4 . V4 7 . 12
Guaisp © énergie d’échange (ou de répulsion) soluté-solvant (équivalent au terme 2

dans 'expression de Lennard-Jones) ;

Afin de prendre en compte la contribution G;,;.... dans les variantes de calcul b et
d, les calculs d’énergie de complexation nécessitent les deux types suivants de calcul par
soluté (i.e. pour chacun des complexes, ligands et protéines) : (1) dans le vide/gaz et (2)
dans le modele d’eau PCM. Néanmoins, la facon la plus habituelle de calculer I'énergie
de complexation avec le modele d’eau PCM est de négliger la contribution G;terne, C€
qui permet d’éviter les calculs dans le vide pour les trois solutés a considérer.

Les niveaux de calcul MP2 et SCS-MP2 permettent tous les deux de prendre en
compte la corrélation électronique d’'un systeme. La corrélation électronique décrit les
mouvements concertés entre les électrons d'un systeme. L’énergie de corrélation élec-
tronique se décompose en deux termes : (i) la contribution a I'énergie de corrélation
due aux spins paralleles et (ii) celle due aux spins antiparalleles. Dans le niveau de cal-
cul MP2, ces deux contributions sont traitées de facon égale alors que dans le niveau SCS-
MP2 (Spin Component Scaled-MP2), on considére que I'énergie de corrélation due aux
spins paralléeles est différente de celle qui est due aux spins antiparalleles. Le niveau SCS-
MP2 est donc une variante du niveau MP2 qui va calibrer les contributions de I'énergie
de corrélation dues respectivement aux spins paralléles et antiparalléles : celle due aux
spins paralleles va étre réduite et celle due aux spins antiparalleles (sous-estimée dans le
niveau MP2) va étre augmentée dans le niveau SCS-MP2 [111].

Les affinités calculées de chaque ligand résultent de la moyenne des affinités calculées

sur les géométries issues de chaque protocole, soit une moyenne des affinités calculées
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sur les 10 géométries issues du protocole 1 ou 2, et une moyenne des affinités calculées

sur les n géométries issues du protocole 3.

4.2.2 Choix de la base utilisée dans les calculs FMO-MP2

Dans tous les calculs FMO décrits ci-dessus, nous utilisons la base 6-31G. En chimie
quantique, une base constitue un ensemble de fonctions mathématiques (gaussiennes)
qui décrit les orbitales atomiques des atomes des molécules. Une orbitale atomique est
définie comme l’espace dans lequel gravite au plus une paire d’électrons d’'un atome.
Plus le nombre de fonctions gaussiennes utilisées pour décrire chacune des orbitales
atomiques sera élevé, plus les orbitales atomiques seront précisément décrites mais, en
contre partie, plus le temps de calcul sera élevé. Il est donc intéressant de savoir si
l'utilisation de la base 6-31G est suffisamment précise pour décrire notre systeme ou si
une base plus lourde telle que 6-31G* est nécessaire. Pour cela, nous avons également
calculé les affinités des deux ligands 8 et 14 avec la méthode FMO-PCM-MP2 et la base 6-
31G* (6-31G*/FMO-PCM-MP2) sur les 10 géométries issues du protocole 2 (Figure 4.3).
Puis les résultats ont été comparés a ceux obtenus avec la variante de calcul a (FMO-
PCM-MP2 et la base 6-31G notée 6-31G/FMO-PCM-MP2, Figure 4.3) pour les mémes
géométries de ces mémes ligands. Nous avons choisi de faire ces calculs sur les ligands 8
et 14 puisqu’ils sont respectivement chargé et neutre et représentent donc les deux types
de ligands présents dans le set étudié (Tableau 3.1, p. 77).

La base 6-31G permet de décrire la densité électronique des atomes de la facon suiv-
ante : une orbitale de cceur (1s par exemple pour les atomes C, N et O) est décrite par
une contraction de 6 gaussiennes et chacune des orbitales de valence est décrite par une
contraction de 3 gaussiennes plus une gaussienne individuelle. La base 6-31G* décrit les
orbitales atomiques de la méme facon que la base 6-31G mais possede une fonction sup-

plémentaire de type d qui permet de décrire la polarisation. Cette derniére permet donc
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une description a priori plus précise des systémes étudiés mais requiert plus de temps :
un calcul de I'énergie Graro—pon proteine de 'équation 4.1 (page 113) pour la protéine
seule tronquée (soit 1026 atomes) avec la méthode 6-31G*/FMO-PCM-MP2 prend envi-
ron 23 heures contre environ 5 heures avec la méthode 6-31G/FMO-PCM-MP2.

La comparaison des affinités des ligands 8 et 14 obtenues avec les bases 6-31G et
6-31G* pour chacune des 10 géométries est montrée dans la Figure 4.6 (p. 117).
On constate que les affinités calculées avec la base 6-31G* sont, pour chacune des 10
géométries, plus négatives (affinités plus élevées) que celles calculées avec la base 6-
31G, que ce soit pour le ligand 8 chargé ou le ligand 14 neutre. Les affinités moyennes
obtenues a partir de 10 géométries du ligand 8 sont de -1.59 kcal/mol et -7.02 kcal/mol
respectivement avec les bases 6-31G et 6-31G*. Pour le ligand 14, les affinités moyennes
sont de -0.12 kcal/mol et -5.53 kcal/mol respectivement avec les bases 6-31G et 6-31G*.
Ainsi, et de maniere surprenante, la différence d’énergie entre 'affinité moyenne calculée
avec la base 6-31G et celles calculées avec la base 6-31G* est d’environ -5.4 kcal/mol
pour chacun de ces deux ligands (soit A = -1.59-(-7.02) = 5.43 kcal/mol pour le ligand
14 et A = -0.12-(-5.53) = 5.41 kcal/mol pour le ligand 8) . Puisque seules les valeurs
d’énergies absolues obtenues pour ces deux ligands sont différentes et que les valeurs
d’énergies relatives sont les mémes, nous pouvons donc considérer que la base 6-31G
représente un compromis judicieux en termes de temps et de précision pour décrire les
interactions entre ces deux types de ligands (chargé et neutre) et CD80. Les résultats qui

suivent sont donc ceux qui ont été obtenus avec la base 6-31G uniquement.

116



(=1
5 ” * 6-31G
T A G- *
631G °
e v,
* _,"‘- *
e
— o + /
B L ] *
¥ 0 / L ]
E 4
£ .
+ \ -
< 24 e "
*
24 e
*
8
T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 -] 10
o | ;
® 631G
& .
- 6-31G
o
.
8 3
o— — 8 . o ~
P - e AY
B
E - L +
8 . L . “ . .
> |
= \_~ *
z ¢ "
£ .
< o | *
*
w
g i
T T T T T T T T
1 2 3 4 3 6 7 <] 9 10
Géométrie

Figure 4.6: Affinités des ligands 8 (en haut) et 14 (en bas) calculés avec la méthode
FMO-PCM-MP2 et la base 6-31G (en points bleus) ou la base 6-31G* (en losange rouge)

pour chacune des 10 géométries issues du protocole 2 de la Figure 4.3, p. 109.
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4.2.3 Comparaison des affinités calculées a partir des différentes
variantes FMO avec les affinités expérimentales pour les lig-

ands 1-8et14-16

La figure 4.7 montre les corrélations obtenues entre les affinités calculées avec les vari-
antes de calcul FMO testées (a, b, ¢ et d) dans les différents protocoles (protocoles 1, 2
et 3 de la Figure 4.3, p. 109) et les affinités expérimentales des ligands 1 a 8 et des lig-
ands 14, 15 et 16. Pour la méthode FMO, tout comme pour la méthode MM-PBSA, plus
I'énergie calculée est négative, plus 'affinité du ligand est grande : un bon coefficient de
corrélation doit donc étre proche de -1.

Seule la variante a a donné de bonnes corrélations entre les affinités calculées sur
les géométries issues des protocoles 1 et 2 (respectivement R’ = -0.80 et R’ = -0.93) et
les affinités expérimentales (Figure 4.7, Al et A2). La seule différence entre les proto-
coles 1 et 2 est 'étape 2 ou 2’ de minimisation des géométries extraites de la trajectoire
stable de chaque ligand : les géométries ont été minimisées avec la méthode de mé-
canique moléculaire (CHARMM, protocole 1 de la Figure 4.3) ou de chimie quantique
(MOPAC, protocole 2 de la Figure 4.3). En revanche, alors que les protocoles 2 et 3 ne
différent que par la méthode d’échantillonnage, les graphes A2 et A3 associés indiquent
une corrélation légérement meilleure dans le cas A2 et, surtout, une nette améliora-
tion de cette corrélation dans le cas A2 lorsque les ligands 1 et 16 sont exclus (R’ =
-0.93). Il est a noter d’ailleurs que, quelque soit la variante utilisée (a a d), la corrélation
mesurée est meilleure pour le protocole 2 (différence mineure de 0.1 a 0.15 entre les
coefficients, mais notable dans tous les cas). Il semblerait donc que le protocole 2 dans
lequel I'échantillonnage se fait de maniere équidistante dans la trajectoire soit le plus
approprié.

Cette constatation est également validée par la comparaison des graphes A2/A4,

B2/B4, C2/C4 et D2/D4. Ces couples de graphes montrent en effet des coefficients
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de corrélation tres similaires et des énergies absolues de complexation pour chacun des
ligands qui sont quasiment identiques, sauf pour le ligand 15 et, dans une moindre
mesure, également pour le ligand 3. La comparaison de ces graphes suggere donc que
le gain en précision pour le protocole 2 qui serait apporté par I'utilisation d’énergie de
complexation calculées a partir de géométries centre de cluster (protocole 3) est faible

voir inexistant.
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Figure 4.7: Corrélations entre les affinités calculées obtenues par les différentes variantes de calculs testés (a, b, c et
d) et les affinités expérimentales (pIC50). Les graphes de corrélation AX, BX, CX et DX représentés sur chaque ligne
correspondent respectivement aux résultats obtenus avec la variante de calcul a (FMO-PCM-MP2), b (FMO-PCM-MP2
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Afin de mieux cerner 'amplitude des variations d’énergie en fonction des différentes
conformations qu’adoptent les ligands et la protéine au cours de la trajectoire, nous
avons réalisé des calculs FMO-PCM-MP2 sur deux géométries issues d'un méme clus-
ter (géométries intra-cluster) et sur deux géométries issues de deux clusters différents
(géométries inter-cluster) pour le ligand 14. Pour la comparaison des énergies calculées
sur les deux géométries intra-cluster, nous avons choisi une géométrie centre d'un cluster
de 109 géométries et une géométrie dont le RMSD par rapport a la géométrie centre de
cluster est de 0.40 A. Les énergies d’interaction ont été calculées avec la variante FMO-
PCM-MP2 apres avoir minimisé ces géométries en présence d’eau explicite avec MOPAC.
Les calculs révelent une différence d’énergie de 5.39 kcal/mol (en valeur absolue) en-
tre ces deux géométries intra-cluster. Pour la comparaison des énergies calculées sur
les géométries inter-cluster, nous avons choisi la géométrie centre d’un cluster de 214
géométries et la géométrie centre d'un cluster de 24 géométries. Des calculs du méme
type que précédemment sur ces deux géométries révelent une différence d’énergie de

8.56 kcal/mol en valeur absolue.

Dans les deux cas de comparaison d’énergie (intra-cluster et inter-cluster), on ob-
serve de tres grandes différences d’énergie, ce qui montre que les énergies d’interaction
calculées avec FMO-PCM-MP2 sont trés sensibles aux variations de conformations du
complexe protéine-ligand au cours de la trajectoire puisque des variations importantes
sont observées entre géométries d'un méme cluster. Ainsi, une petite variation de la
conformation du complexe peut donc significativement changer la valeur de 'énergie
d’interaction calculée avec la méthode FMO-MP2. La variation d’énergie de complex-
ation entre conformations intra- ou inter-cluster étant du méme ordre, la stratégie qui
consiste a utiliser des clusters de géométries représentatives n’est pas adaptée, en tout
cas, a cette méthode de calcul FMO-MP2. La méthode d’échantillonnage équidistante
semble donc bien étre la plus adaptée puisqu’a elle seule (protocoles 1 et 2, variantes a),

elle permet d’obtenir une corrélation satisfaisante avec les affinités expérimentales sans
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méme la contribution apportée par I'autre type d’échantillonnage.

Les meilleures corrélations ont été obtenues avec la variante de calcul a appliquée aux
géométries issues des protocoles 1, 2 et 243 correspondant respectivement aux graphes
de corrélation A1 (R’ = -0.80), A2 (R’ = -0.93) et A4 (R = -0.87) de la Figure 4.7 et
sans considérer les ligands 1 et 16 pour lesquels les énergies ont été surestimées. Ces
deux ligands ont la particularité d’avoir pour seul groupement, sur le cycle phényl de leur
partie nord, un atome de chlore (ligand 1, Figure 4.8a) ou un atome de fluor (ligand 16,
Figure 4.8b) en position para. Il est possible que les interactions de dispersion et/ou de
polarisation établies entre ces atomes et les résidus Val83 et Leu85 aient été mal évaluées
du fait de la base 6-31G utilisée qui doit étre insuffisante dans ces cas (particulierement
pour décrire les effets de polarisation dus a ces atomes d’halogéne et/ou la polarisation

de 'atome de chlore).

’14, /‘/’i

Figure 4.8: Complexes entre CD80 tronqué et les ligands 1 (a) et 16 (b). Ces ligands
ont la particularité d’avoir un atome de chlore (ligand 1, a) ou de fluor (ligand 16, b) en
position para sur le cycle phényl qui constitue leur partie nord. Ces atomes sont pointés

par une fleche rouge.

122



Plusieurs conclusions peuvent étre tirées de ces analyses : (i) étant donné que les
résultats sont similaires lorsque les géométries extraites des trajectoires sont minimisées
avec CHARMM ou MOPAG, il est préférable de privilégier la minimisation avec la méth-
ode de mécanique moléculaire qui est beaucoup plus rapide qu’avec la méthode de
chimie quantique (soit respectivement un temps de calcul de 10 minutes et de 24 heures
pour la minimisation de 10 géométries d’'un seul ligand) ; (ii) un échantillonnage sys-
tématique est plus approprié qu'un échantillonnage par clusterisation lorsque les calculs
d’énergie de complexation sont réalisés avec la méthode FMO-MP2 ; (iii) au-dela d'un
certain nombre de géométries pour le calcul de I'affinité moyenne, la corrélation avec les
affinités expérimentales semble étre quasiment constante puisque celles-ci sont similaires
que les calculs d’affinités soient faits sur 10 ou sur 10 + n géométries par ligand (respec-
tivement le protocole 2 et la combinaison des résultats issus des protocoles 2 et 3), ce
qui laisse penser que, dans le cas de ce systeme en tout cas, la limite de 10 géométries

reste un bon compromis.

Enfin lorsqu’on effectue des calculs d’affinités avec les variantes b, ¢ ou d sur les
géométries issues des protocoles 1, 2 ou 3 pour chaque ligand, on constate que les
affinités sont plus élevées (énergies tres négatives) que celles calculées avec la variante
a. Cependant, avec les variantes de calcul b, c et d, les corrélations entre les affinités

expérimentales et les affinités calculées n’excedent pas -0.43.

Bien que la variante de calcul a permette de décrire correctement les interactions CD80-
ligand, nous ne pouvons pas l'utiliser dans le criblage virtuel prévu pour Lu étant donné
que le calcul d’énergie d’un seul complexe avec la méthode FMO-PCM-MP2 prend plusieurs
heures. Le fait qu'une bonne corrélation soit obtenue avec les méthodes de calculs XS-
CORE, MM-PBSA et FMO ne peut étre dii au hasard. Les résultats de ce chapitre ainsi
que ceux du précédent nous permettent donc de valider le site de liaison ainsi que la

pose des ligands sur CD80.
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4.3 Analyse des interactions par résidu

Dans la section 3.1 (p. 75), nous avons présenté la pose que nous avons sélectionnée
pour les ligands 1 a 17 sur CD80. Grace a la méthode de mécanique moléculaire, nous
avions décrit les interactions établies dans les complexes CD80-ligand issus de DOCK®6 :
les ligands font des interactions avec plusieurs résidus, dont des liaisons hydrogéne avec
les résidus GIn33 et Thr41, des interactions n-m avec les résidus Trp50 et Tyr31 notam-

ment.

Afin d’évaluer la force des interactions entre ces résidus et les ligands dans la pose
sélectionnée, nous avons calculé les énergies d’interaction entre chaque résidu de CD80
impliqué dans des interactions avec les ligands 1 - 8 et 14 - 16 grace a la méthode FMO-
RI-MP2 avec le programme PAICS [67] en utilisant la méme base 6-31G. La méthode
RI-MP2 est une méthode environ 10 fois plus rapide que MP2 avec une précision qui est
équivalente a MP2 (la différence en énergies absolues pour une protéine est de I'ordre
de ~0.005 %) [66]. L’idée générale de cette méthode est de remplacer les intégrales tres
nombreuses a quatre centres (c’est-a-dire impliquant quatre orbitales atomiques) par une
expression les liants aux intégrales a trois et deux centres qui sont moins nombreuses.
Les énergies par résidu dans chacun des complexes ont été obtenues selon les étapes
suivantes : (1) extraction de 10 géométries équidistantes sur la trajectoire stable de
chaque ligand (les mémes que celles des sections précédentes) ; (2) minimisation des
géométries avec MOPAC en utilisant la méthode PM6-DH2X en présence d’eau explicite ;
(3) calculs des énergies avec la méthode FMO-RI-MP2 pour les géométries dépourvues
d’eau explicite ou implicite (dans le vide) afin de ne s’intéresser qu’aux interactions entre
la protéine et le ligand. L’étape (2) de minimisation et ’étape (3) de calculs d’affinités
citées ici ont été réalisées sur un systeme de taille réduite dans lequel CD80 a été tronqué,
tel qu'indiqué dans les protocoles 2 et 3 de la Figure 4.3 (p. 109). La stratégie utilisée

pour la minimisation de ces géométries est la méme que celle qui est présentée dans la
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Figure 4.5 (p. 112).

Le Tableau 4.1 montre les énergies d’interaction par résidu qui ont été obtenues en
faisant la moyenne de ces énergies par résidu calculées pour chaque géométrie extraite
de la trajectoire de chaque ligand (soit 10 géométries par ligand). Seuls les résidus
qui ont des énergies d’interaction inférieures a -1 kcal/mol ont été représentés dans le
tableau : Tyr31, GIn33, Lys37, Met38, Trp50, Val83 et Thr41l. Ces énergies ont été

représentées graphiquement dans la Figure 4.10.
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ol

Ligand Tyr31 GIn33 Lys37 Met38 TrpS0 Val83 Thr41
1 -8.84 £ 1.64 | -4.27 £0.47 | -3.07 £0.74 | -6.02 +1.26 | -2.62 + 1.22 | -2.07 £+ 0.38 _
2 -3.14+£ 097 | -497 £1.53 | -4.79 +£1.10 | -10.26 + 1.15 | -2.78 + 0.54 | -1.25 + 0.63 _
3 -4.80 +£1.56 | -4.71 £ 0.60 | -3.59 £ 0.71 | -5.80 +1.49 | -1.61 +£0.71 | -2.50 4+ 1.36 3
4 -4.13+1.30|-3.89 £1.18 |-3.97 £0.50 | -8.65+1.38 | -3.26 + 1.10 | -1.79 + 0.63 _
5 -7.54 +1.08 | -4.89 + 0.40 | -3.04 £ 0.41 | -4.96 £ 0.51 | -2.32+0.53 | -1.96 + 0.47 _
6 -9.01 + 1.19 _ _ -3.40 £ 1.10 | -3.51 £ 0.77 | -1.07 £ 0.41 3
7 -4.54 +£2.99 | -3.45+1.26 | -3.53 £1.23 | -8.66 + 1.57 | -3.38 £1.46 | -1.89 + 0.43 _
8 -3.22 +1.55 | -5.96 £ 1.30 | -4.89 + 0.81 | -10.67 + 0.58 | -2.90 + 1.11 | -1.62 + 0.88 _
14 |-7.10+1.46 | -4.86+0.76 | -3.99 £ 1.05 | -10.05 £ 1.18 | -4.26 + 1.25 | -1.85 £ 0.55 | -2.15 + 0.76
15 | -6.35+2.14|-445+0.41|-1.88+0.57 | -5.15+£1.48 | -3.24 +1.13 | -2.20 £ 0.41 | -1.47 £ 0.98
16 -8.37 +£1.88 | -398 £1.55|-2.34 +1.38 | -6.60 + 2.17 | -4.67 + 1.20 | -2.03 + 0.46 | -2.66 + 0.20

Tableau 4.1: Energies d’interaction entre les résidus Tyr31, GIn33, Lys37, Met38, Trp50, Val83 et Thr41 et les ligands 1

a 8 et les ligands 14, 15 et 16.




D’aprées la Figure 4.10 et le Tableau 4.1, nous pouvons remarquer que les valeurs
d’énergie d’interaction comparées entre ligands sont relativement similaires pour les
chaines latérales des résidus Val83, Trp50 et GIln33 et le squelette peptidique du résidu
Lys37. Celles calculées pour les résidus Asn48 et Met43, restent faibles (Figure 4.9 ;
valeurs supérieures a -0.6 kcal/mol) et ne sont pas présentées dans le Tableau 4.1. Les
énergies d’interaction pour les ligands 1 a 8 et le résidu Thr41 sont faibles et n’excedent
pas -0.9 kcal/mol. Les deux résidus Thr41 et Asn48 sont tour a tour impliqués dans des
liaisons hydrogéne trés faibles avec les atomes de fluor du groupement CF;5 se trouvant
dans la partie sud des ligands 1 a 8 (Figure 3.1, p. 78 et Figure 4.9, a gauche). Une
liaison hydrogeéne avec un atome de fluor a typiquement une énergie de -1.6 kcal/mol,
soit une énergie de liaison de moitié plus faible que celle de la liaison hydrogéne clas-
sique (environ -3.2 kcal/mol) [112]. Pour les ligands 1 a 8 les faibles énergies que nous
observons pour les liaisons hydrogene avec les atomes de fluor du groupement CF3 sont
probablement dues a des distances non optimales entre ces atomes de fluor et les atomes
d’hydrogene des groupements OH et NH, des résidus respectifs Thr41 et Asn48. C’est
le cas par exemple du ligand 2 pour lequel les distances entre un atome de fluor du
groupement CF; et 'azote du groupement NH, du résidu Asn48 varient entre 2.93 et
4.5 A dans les géométries sur lesquelles les calculs FMO-RI-MP2 ont été réalisés. En re-
vanche, pour les ligands 14 a 16, une forte liaison hydrogene est formée entre le résidu
Thr41 et le groupement NO, des ligands 14 et 15, d’'une part, et entre ce méme résidu et
le groupement NH; du ligand 16 d’autre part (Figure 4.9, a droite). Les valeurs d’énergie
d’interaction correspondantes sont inférieures a celles observées pour les ligands 1 a 8,
soit une énergie moyenne entre -1.5 et -2 kcal/mol pour les ligands 14 a 16 contre une

énergie moyenne entre -0.5 et -0.9 kcal/mol pour les ligands 1 a 8.

On constate aussi que les résidus Tyr31 et Met38 forment les interactions les plus
fortes avec les ligands et, pour ces résidus, nous observons des variations d’énergie entre

ligands plus importantes que pour les résidus Val83, Trp50, Lys37 et GIn33 (Figure 4.10
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Leu85

Figure 4.9: Résidus pour lesquels une forte énergie d’interaction (résidus en orange) et
une faible énergie d’interaction (résidus en gris) ont été calculées avec la méthode FMO-
RI-MP2. Deux exemples de ligands sont pris ici : le ligand 4 (a gauche) pour lequel
une faible liaison hydrogeéne est établie entre son groupement CF; et le résidu Thr41
(tout comme pour les ligands 1 a 8) et le ligand 14 (a droite) pour lequel une forte
liaison hydrogene est établie entre son groupement NO, et ce méme résidu (tout comme
pour le ligand 15). Dans le cas du ligand 16, c’est le groupement NH, qui fait une forte
liaison hydrogene avec le résidu Thr41. Les liaisons hydrogene sont montrées en trait
plein vert. Le résidu Met48 (entouré en rouge) interagit trés fortement avec le cceur des
ligands dans les deux exemples, mais c’est la conformation qu’il adopte avec le ligand 14

(a droite) qui est connu comme étant la plus stabilisante.
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Figure 4.10: Représentation graphique des énergies d’interaction calculées entre chaque
résidu et les ligands 1 - 8 et 14 - 16 (en abscisse). L’échelle a droite de la Figure indique

les valeurs d’énergie en kcal/mol.

et Tableau 4.1). Le résidu Met38 favorise la liaison des ligands en interagissant avec leur
cceur. Dans la Figure 4.9, deux conformations du résidu Met38 peuvent étre observée :
(i) une conformation dans laquelle 'atome de soufre est plus proche du cceur (ligand
4, a gauche de la Figure 4.9) et (ii) une conformation dans laquelle ’'atome de soufre
est orienté vers l'intérieur de la protéine (ligand 14, a droite de la Figure 4.9). Bien
que ces deux conformations de la Met38 favorisent la liaison des ligands étudiés ici, la
conformation (ii) mentionnée ci-dessus est celle qui est connue (c’est-a-dire celle qui est
le plus souvent observée dans les structures cristallographiques de complexes protéine-
ligand) comme étant de plus forte énergie et qui participe fortement a la stabilité des
complexes [113]. Pour tous les ligands étudiés ici, les complexes initialement utilisés
pour les simulations DM contiennent un résidu Met38 qui adopte la conformation (ii)
citée ci-dessus (conformation montrée a droite de la Figure 4.9). Puis, le résidu Met38

change de conformation au cours des simulations DM. Dans les complexes formés par
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les ligands 2, 8 et 14, le résidu Met38, qui a une valeur d’énergie d’interaction de -10
kcal/mol dans ces complexes, adopte toujours la conformation (ii) alors que dans ceux
formés par les ligands 1, 3, 5, 6, 15 et 16 (valeurs d’énergie d’interaction du résidu Met38
entre -3 et -6 kcal/mol), le résidu Met38 adopte la conformation (i) (soit la conformation
montrée a gauche de la Figure 4.9) dans les géométries sélectionnées pour les calculs
FMO-RI-MP2. Dans les géométries sélectionnées pour les calculs FMO-RI-MP2 pour les
ligands 4 et 7, on constate que le résidu Met38 adopte les deux conformations (i) et (ii)
ce qui explique la valeur d’énergie intermédiaire de -8 kcal/mol pour ce résidu dans les

complexes formés par ces ligands.

Le résidu Tyr31 interagit selon des interactions 7-7 avec le cycle de la partie nord
de 'ensemble des ligands. Ce cycle est décoré de différents substituants qui influencent
différemment la densité électronique de ce cycle du ligand. Ainsi, la présence d’un sub-
stituant influence de deux manieres ces interactions 7-7, a la fois par un déplacement
latéral dt a une interaction supplémentaire apportée par ce substituant et aussi par la

force des interactions 7-m qui s’en trouve modifiée.

Etant donné que la surface est plane, une substitution sur le ligand peut facilement
entrainer un mouvement de translation sur la surface, favorisant une nouvelle interaction
ou une interaction plus forte avec un résidu (Figure 4.11 ou 'extrémité 1 ou 2 entrainera
un déplacement spécifique et une interaction respectivement vers le résidu X ou Y). Ce
déplacement, méme faible, en surface entraine des variations de I’énergie d’interaction
par résidu telles que l'illustrent les variations d’énergie pour les résidus Tyr31 et Met38
qui sont trouvés "en dessous" de la surface du ligand. Une surface plane telle que celle
trouvée généralement aux interfaces protéiques permet plus facilement un déplacement
translationnel pour un ligand inhibiteur lié a une des surfaces protéiques qu'une poche
d’interaction de type enzymatique qui offre plus de contraintes stériques autour du li-
gand. Cette observation étayée par nos calculs des énergies d’interaction permet de sup-

poser que la relation structure-affinité dans le cas des inhibiteurs de PPI est plus difficile
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a appréhender, du moins lorsque la surface liant I'inhibiteur est effectivement plane.
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Figure 4.11: Déplacements du ligand (triangle) a partir d’'une position de référence (par-
tie gauche) suite a une substitution du coté 1 ou 2 par un groupement qui développera
une interaction respectivement avec le résidu X ou Y. Ce déplacement entraine des vari-
ations d’énergie d’interaction avec le résidu X ou Y mais aussi avec les résidus sous la
surface du ligand (Tyr31 et Met38) qui, eux, n’interagissent pas nécessairement avec les

groupements substitués du c6té 1 ou 2.

Les calculs de chimie quantique réalisés dans ce chapitre apportent des informations
quantitatives a l'analyse qualitative que nous avons réalisée apres 1'étape de docking
(section 3.1, p. 75) pour les interactions établies entre CD80 et les ligands 1 - 8 et 14
- 16 dans la pose sélectionnée (Figure 3.2, p. 79). En effet, grace a ces calculs, nous
avons constaté que le résidu Met38 interagit de facon plus importante que ce que peut
décrire la méthode de mécanique moléculaire : la méthode MP2 utilisée dans les calculs
FMO permet de mieux décrire les interactions de dispersion entre le résidu Met38 et

les cycles aromatiques du coeur des ligands au niveau électronique ainsi que les effets
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de polarisation de la chaine latérale de Met38 et/ou des cycles du ligand. Bien que les
interactions de dispersion soient décrites par la fonction de Lennard-Jones en mécanique
moléculaire, cette fonction décrit les interactions entre chaque atome du résidu et des
ligands et non entre les atomes du résidu et la densité électronique du systeme 7 des
cycles aromatiques du cceur des ligands. L'interaction entre un résidu Methionine et un
cycle aromatique est une interaction plus forte que la somme des interactions de disper-
sion classiques et contribue fortement a la stabilité des complexes protéine-ligand et a la
stabilisation des structures protéique [114]. En mécanique moléculaire, les cycles aro-
matiques sont "mimés" par l'utilisation du type atomique aromatique mais les électrons

de type 7 n’existent pas réellement.
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Chapitre 5

Recherche d’inhibiteurs d’interaction

de Lu par criblage virtuel

Le protocole validé sur CD80 a été appliqué au domaine D2 de Lu afin de trouver de po-
tentiels PPII (inhibiteurs d’interaction protéine-protéine) capables d’inhiber I'interaction
Lu-Lna5 (étape (e) de la Figure 3, p. 17). Nous avons réalisé un criblage de 1 295 678
molécules issues de la banque de molécules ZINC. Les étapes de ce criblage sont présen-
tées dans la Figure 1.1 (p. 33). Les molécules ont été sélectionnées selon (i) leur classe-
ment calculé par les fonctions de scoring primaire implémentées dans DOCK6 et rDOCK
durant 1’étape de docking (étape (b)), (ii) le nombre de liaison hydrogene établi avec
Lu, (iii) leur stabilité sur Lu au cours des différentes étapes de relaxation (étape (c),
équilibration (c.,) et production (c,,)) et (iv) leur classement calculé dans une étape (d)
par la fonction de scoring secondaire XSCORE apres les étapes d’équilibration (d.,) et de
production (d,,) des simulations DM (Figure 1.1, p. 33). Le programme MATCH permet
de paramétrer des milliers de ligands de facon automatique en générant des parametres
CGENFF pour les ligands ; certains ligands n’ont toutefois pas pu étre paramétrés. Nous

reviendrons sur ce point plus loin dans ce chapitre. Les criteres de sélection (ii) et (iv)
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ci-dessus ont été motivés par les résultats que nous avions obtenus suite a un premier
criblage de 395 601 molécules sur Lu pour lequel les résultats seront brievement présen-

tés dans le paragraphe qui suit.

Dans un premier criblage virtuel de 395 601 molécules issues de ZINC sur Lu (voir
les détails du protocole et des résultats dans I'article fourni en Annexe), nous avions
utilisé le programme DOCK®6 pour I'étape de docking et la fonction de scoring secondaire
XSCORE pour I'étape d’évaluation d’affinité des ligands. De ce criblage, 12 ligands ont
été identifiés parmi lesquels le top-3 a été testé expérimentalement par Wassim El Nemer
et Sylvie Cochet, membre de I'’équipe expérimentale de notre UMR. Les ligands classés en
rangs 1, 2 et 3 (top-3) forment respectivement trois liaisons hydrogene avec les résidus
Met167, Thr174 et Thr190, trois liaisons hydrogene avec les résidus Thr174, Thr190 et
Tyr192 et trois liaisons hydrogene avec les résidus Thr174, Argl176 et Thr188. Pour des
raisons de confidentialité liées aux demandes de brevets afférentes, nous ne pouvons
présenter dans le manuscrit les structures de ces ligands en interaction avec Lu. Parmi
les ligands qui ont été testés expérimentalement, les ligands de rang 2 et de rang 3,
qui seront respectivement nommeés ligA et ligB dans la suite du manuscrit, ont montré
une inhibition de l'interaction Lu-Lna5 (le détail des tests expérimentaux se trouve en
Annexe).

Etant donné que les deux ligands actifs forment trois liaisons hydrogéne avec Lu
(selon nos observations dans les trajectoires de simulation DM correspondants), nous
avons décidé de considérer ce critére pour sélectionner les ligands dans le protocole de
criblage de 1 295 678 molécules sur Lu (critere de sélection (ii) ci-dessus). Les détails
du protocole de criblage de 1 295 678 molécules sur Lu sont présentés dans la Figure 5.1
et dans le paragraphe qui suit.

Dans le criblage de 1 295 678 molécules, nous avons d’abord réalisé une étape de
docking (étape (b) de la Figure 5.1) et nous avons sélectionné les ligands selon différents

criteres aux étapes (1) a (3) de cette Figure. Puis, nous avons réalisé une étape de
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relaxation qui contient une étape de chauffage de 60 ps, une étape d’équilibration (c,,)
de 100 ps et une étape de production (c,,) de 200 ps (Figure 5.1) dans les conditions
données dans la section 1.4 (p. 31). Apres chacune des étapes d’équilibration (c,) et de
production (c,,), nous avons sélectionné les ligands selon : (i) leur stabilité au cours de la
trajectoire grace a des calculs de RMSD (étapes (4) et (6), Figure 5.1, p. 136) et (ii) leur
énergie de liaison (score) calculée avec la fonction de scoring secondaire XSCORE (soit
les fonctions X-Score et HMScore dans les étapes respectives (d.,) et (d,,) de la Figure
5.1). Aux étapes (4) et (6), un ligand a été considéré comme instable lorsque la moyenne
de RMSD calculée entre la pose initiale (pose de docking) et la pose correspondante a
chacune des géométries extraites de la trajectoire était supérieure 3 5 A. Une géométrie
par picoseconde a été extraite de chaque trajectoire étudiée (c.,) et (c,.). Les calculs de
RMSD ont été réalisés sur les 50 dernieres picosecondes de la trajectoire d’équilibration
et sur les 200 picosecondes de la trajectoire de production. Par conséquent, nous avons
utilisé 50 géométries a 1'étape (4) et 200 géométries a I'étape (6) pour les calculs de
RMSD. La valeur de 5 A a été choisie afin de ne pas exclure des ligands pour lesquels
un ou plusieurs groupements périphériques subissent une réorientation au cours des

simulations.

Avant de présenter les résultats obtenus dans les différentes étapes de criblage citées
ci-dessus (soit les étapes présentées dans la Figure 5.1) dans la section 5.2, nous étudierons
d’abord une comparaison réalisée entre les résultats obtenus avec une fonction de scor-
ing primaire et ceux obtenus avec une fonction de scoring secondaire dans la section 5.1.
Puis, dans cette méme section, nous ferons une comparaison entre les résultats obtenus
sur des géométries directement issues du docking et ceux obtenus sur les géométries ex-
traites des trajectoires de simulation DM. Enfin, nous analyserons le top-20 des ligands

issus du protocole de criblage (Figure 5.1, p. 136) dans la section 5.4.
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[ 1 295 678 composés ZINC

— —

o =
DOCke | rDOCK
(b) 3 Lo |
Liste DOCKS | Pose 1 Pose 2 Pose 3
(liste rDOCK-1) | | (liste rDOCK-2) | | (liste rDOCK-3)

(1)  scoring primaire | 5000ligands | | 5000ligands | | 5000ligands | | 5000 ligands |

A v v v ¥
(2)  Paramétrage (MATCH) | 4041ligands | | 3915ligands | | 3922ligands | | 3931ligands |
(3). NombredeliaisonH23 | 3532ligands | | 2029ligands | | 1274ligands | | 1234ligands |

v v v ) 4
(c. ?} [ Equilibration de 100 ps |
(4) RMSD < 5 A .| 3528ligands | | 2004ligands | [ 1260ligands | | 1207ligands |

{ d ) Evaluation des rangs avec X-Score sur 100 géométries non minimisées
ey extraites de fagon équidistante sur la fin de la trajectoire

v v ¥

(5) Ligands de meilleurs scores - | 1000ligands | | 500ligands | [ S00ligands | [ 500 ligands |
- v v v
{[‘,J_“) [ Production de 200 ps |
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Figure 5.1: Dans le criblage de 1 295 678 de molécules, les deux programmes de docking
DOCKG®6 et rDOCK ont été utilisés a I'étape (b) de docking. La liste DOCK®6 est la liste de
ligands dont les poses uniques ont été générées par DOCK6. Le programme rDOCK a
généré trois poses par ligands (pose 1, pose, 2, pose 3). Les listes rDOCK-1, rDOCK-
2 et rDOCK-3 sont les listes de ligands qui adoptent respectivement les poses 1, 2 et
3 générées par rDOCK pour chaque ligand. Dans chacune des listes, les ligands ont
été sélectionnés suivant plusieurs criteres: leur classement selon la fonction de scoring
primaire a étape (1) dans lequel les 5 000 ligands de meilleur score ont été retenus ;
la capacité de MATCH a pouvoir les paramétrer (étape (2)) ; le nombre de liaisons
hydrogeéne qu’ils établissent avec Lu (seuls les ligands qui forment au moins trois liaisons
hydrogéne avec Lu sont sélectionnés a 1’étape (3)) ; leur stabilité au cours des étapes
c., d’équilibration et ¢, de production (étapes (4) et (6) dans lesquelles les ligands sont
retenus si leur RMSD par rapport i la structure initiale est inférieur 4 5 A) ; leur rang
calculé a I'étape d., et a I'étape d,, sur 100 géométries extraites de facon équidistante
respectivement sur la fin de la trajectoire d’équilibration et sur 'ensemble de la trajectoire
de production. A Tétape (5), seuls 1 000 ligands de la liste DOCK6 et 500 ligands de
chacune des listes rDOCK pour lesquels les meilleurs scores ont été calculés avec X-Score
a I'étape d., ont été retenus avant de passer a I'étape c,, de relaxation.
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5.1 Quel est l'intérét d’utiliser une fonction de scoring
secondaire et de réaliser une étape de relaxation dans

un criblage virtuel ?

Dans le protocole de criblage appliqué a Lu pour rechercher de potentiels PPII capa-
bles d’inhiber I'interaction Lu-Lna5, nous avons réalisé une étape de relaxation (étapes
d’équilibration (c.,) et de production (c,.) de la Figure 5.1, p. 136) et deux étapes de
calcul des énergies de liaison des ligands avec la fonction de scoring primaire XSCORE
(étapes (d.,) et (d,.) de la Figure 5.1, p. 136). Dans cette section, nous présenterons
d’abord I'intérét de réévaluer les énergies des complexes issus du docking avec une fonc-
tion de scoring secondaire. Puis nous verrons I'importance de prendre en compte la
flexibilité de ces complexes protéine-ligand (grace a une étape de relaxation) dans les

calculs d’énergie.

5.1.1 Quel est I'intérét d’utiliser une fonction de scoring secondaire

dans un criblage virtuel ?

Un programme de docking a pour fonction de générer des poses pour un a plusieurs
milliers de ligands puis de les classer grace a leur fonction de scoring (fonction de scoring
primaire). Il doit donc associer efficacité et rapidité. Cela étant, il est difficile pour
un programme de docking d’allier une fonction de scoring qui décrit de facon précise
les interactions protéine-ligand et qui possede une grande vitesse de calculs : plus la
fonction de scoring prendra des contributions énergétiques en compte, plus le temps de
calcul sera long. Il est donc toujours pertinent de reclasser les ligands avec une fonction
de scoring secondaire, toujours plus élaborée qu'une fonction de scoring primaire.

Sur un panel de 100 ligands choisi arbitrairement, nous avons voulu comparer les
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rangs calculés a partir de la fonction de scoring primaire de DOCK6 avec ceux calculés,
pour ces mémes ligands dans les mémes géométries respectives, avec la fonction de
scoring secondaire HMScore de XSCORE (p. 51). Seule une géométrie a été utilisée dans
les deux cas, laquelle n’a subi aucune minimisation supplémentaire a 'aide de CHARMM

ou relaxation par DM. Les résultats sont présentés dans la Figure 5.2.
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Figure 5.2: Différences entre les rangs obtenus avec la fonction de scoring primaire de
DOCK®6 et la fonction de scoring secondaire HMScore. Les calculs HMScore ont été
appliqués sur les géométries de 100 ligands directement issus du docking avec DOCK6
(soit une seule géométrie par ligand non minimisée avec CHARMM et non relaxée avec

une simulation DM).

Les différences entre les rangs attribués par la fonction de scoring primaire et ceux par
la fonction de scoring secondaire sont en moyenne de 36.36 avec un écart-type de 43.66.
On observe qu’un ligand classé en premiere position par une fonction de scoring primaire
peut se retrouver en position 100 par une fonction de scoring secondaire et vice-versa
(cas du ligand 1, Figure 5.2). Cela pourrait s’expliquer par les contributions prises en
compte respectivement par chacune des fonctions de scoring. En effet, DOCK6 ne calcule

que les contributions de van der Waals et électrostatiques alors que HMScore calcule
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aussi les liaisons hydrogéne, les contributions entropiques et les effets hydrophobes (voir
p. 51).

Dans le cas de Lu, les ligands doivent se lier sur une surface plane. La présence
de liaisons hydrogéne entre ces ligands et Lu semblent jouer un réle important dans la
liaison des ligands. Il est donc pertinent de pouvoir calculer avec la fonction de scoring
secondaire la contribution énergétique apportée. C’est pourquoi la fonction de scoring

HMScore est bien adaptée au systeme étudié.

5.1.2 Quel est I’intérét de prendre en compte la flexibilité des com-

plexes dans les calculs de score ?

Dans le protocole de criblage, une étape de dynamique moléculaire (relaxation, soit les
étapes (c.,) et (c,.) de la Figure 5.1, p. 136) permet de prendre en compte la flexibilité
des complexes protéine-ligand issus du docking. Puis, des calculs de scores sont réal-
isés, par exemple, sur 100 géométries non minimisées extraites de facon équidistante
de la trajectoire de production obtenue a I'étape (c,.) de la Figure 5.1 (p. 136). Dans
les simulations DM, des liaisons hydrogéne se font et se défont, des contacts de van der
Waals peuvent étre présents a une picoseconde donnée puis étre absents a la picoseconde
suivante. Ces variations de contacts entre protéine et ligand dans la dynamique molécu-
laire montrent bien qu’'une seule géométrie ne peut étre représentative des différentes
conformations qu’adopte le complexe pendant la dynamique.

Afin de montrer I'importance de la dynamique moléculaire et de son échantillonnage
dans les calculs de scoring secondaire, nous avons réalisé, pour 100 complexes choisis
arbitrairement, des calculs HMScore sur la géométrie initiale générée par DOCK6 (étape
(1), Figure 5.1, p. 136) et celui calculé sur 100 géométries extraites de facon équidistante
de la trajectoire de production de 200 ps (obtenue a I'étape (c,,), Figure 5.1, p. 136) pour

chacun des 100 complexes protéine-ligand. La Figure 5.3 (p. 140) montre, pour chacun
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Figure 5.3: Différences entre les rangs HMScore des géométries générées par DOCK6 et

les rangs HMScore des géométries issus des simulations. Dans ce dernier cas, le rang a

été obtenu en faisant la moyenne des scores HMScore de 100 géométries non minimisées

extraites de facon équidistante sur 'ensemble de la trajectoire de production.

des 100 complexes, la différence entre le rang calculé avec HMScore sur la géométrie
initiale et sur les 100 géométries extraites de la trajectoire de production. Les différences
de rangs sont en moyenne de 14.02 avec un écart-type de 18.95. Les différences de
rangs calculés avec HMScore peuvent aller jusqu’a 57 et 62 (en valeurs absolues). Sur un
panel de 100 ligands, ces différences ne sont pas négligeables et montrent I'importance
de considérer les changements de conformation d'un complexe protéine-ligand dans un

criblage virtuel. Cette idée a été évoquée par Merz et al dans d’autres études [115].

5.2 Résultats obtenus sur les différentes étapes du criblage

Dans cette section, nous présenterons les résultats dans chacune des étapes du protocole

de criblage de la Figure 5.1 (p. 136).

Dans le criblage de 1 295 678 molécules sur Lu et dans 'idée de réaliser un consensus
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docking, nous avons utilisé les deux programmes DOCK6 [34] et rDOCK [35] a I'étape
(b) de la Figure 5.1 (p. 136). Contrairement a DOCK6, rDOCK est capable de prendre
en considération une liste de molécules d’eau donnée lors des calculs de docking. La
structure cristallographique de Lu présente des molécules d’eau avec de faibles B-factors
(facteurs de température). En particulier, les B-factors des molécules d’eau 244, 257 et
264 sont respectivement de 20, 24 et 25 A2, De plus, les deux premiéres molécules d’eau
citées forment des liaisons hydrogene avec Lu : HOH244 forme des liaisons hydrogene
avec les résidus Thr140 et Glu137 ; HOH257 forme des liaisons hydrogene avec Gln136,
Thr127, HOH264 et HOH414 (Figure 5.4). Enfin, la molécule d’eau HOH264 forme des
liaisons hydrogene avec HOH343, HOH257 et I'azote du squelette peptidique du résidu
Glu137 (code PDB 2PET, Figure 5.4). De faibles B-factors associés a un grand nombre
de liaisons hydrogene semblent suggérer que les molécules d’eau ne seraient pas faciles
a remplacer par un ligand sauf si celui-ci serait capable de reproduire le méme réseau de
liaisons hydrogeéne. Dans la suite, nous avons considéré cette hypothése dans le cas du

docking avec rDOCK.

Le programme rDOCK a permis de générer trois poses par ligands (pose 1, pose 2 et
pose 3) et de prendre en compte les trois molécules d’eau cristallographique HOH244,
HOH257 et HOH264 lors de la formation des complexes protéine-ligand afin d’étudier
leurs contributions dans la liaison des ligands. En revanche, DOCK6 a permis de ne
garder que la meilleure pose par ligand et n’offre pas la possibilité de prendre en compte
les molécules d’eau citées ci-dessus. Dans la suite du manuscrit, les ligands dont les
poses ont été générées par DOCK6 seront appelés «ligands DOCK®6 » et on dira qu’ils font
partie de la « liste DOCK6 ». Les ligands dont les poses ont été générées par rDOCK
seront appelés « ligands rDOCK-x » et on dira qu’ils font partie de la « liste rDOCK-
X » avec x qui prend la valeur de 1, 2 ou 3 si le ligand adopte respectivement la pose
1 (meilleure énergie), la pose 2 (deuxiéme meilleure énergie) ou la pose 3 (troisieme

meilleure énergie). Ces listes de ligands (liste DOCK6, liste rDOCK-1, liste rDOCK-2
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Figure 5.4: La structure cristallographique de Lu possede des molécules d’eau HOH244
(W244), HOH257 (W257) et HOH264 (W264) qui ont des valeurs de B-factor inférieures
425 A2 (en cyan). Les molécules d’eau partenaires HOH343 (W343) et HOH414 (W414)

sont aussi montrées en magenta.

et liste rDOCK-3) ont été analysées parallelement dans les étapes suivantes du criblage
(Figure 5.1, p. 136).

Une premiere étape de sélection (étape (1), Figure 5.1, p. 136) consistait a ne retenir
que 5 000 ligands de chaque liste (listes DOCK6, rDOCK-1, rDOCK-2 et rDOCK-3) pour
lesquels les meilleurs scores ont été calculés par les fonctions de scoring primaire implé-
mentées dans les programmes de docking correspondants (voir p. 42 et 47).

Puis, afin de relaxer les complexes et prendre en compte la flexibilité de la protéine
et du ligand, nous avons réalisé une étape de simulation par dynamique moléculaire
(voir section 1.4, p. 31) dans laquelle des ligands ont été sélectionnés apres I'étape
d’équilibration et apres I'étape de production (étapes (c.,) et (c,.), Figure 5.1, p. 136).
Pour réaliser cette étape de dynamique moléculaire, nous avons paramétré les ligands
(étape (2), Figure 5.1, p. 136) avec le champ de force CGENFF en utilisant le programme
MATCH [68] qui n’a pu paramétrer que 4 041 ligands DOCK6, 3 915 ligands rDOCK-1,
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3 922 ligands rDOCK-2 et 3 931 ligands rDOCK-3. Cela tient probablement de types
atomiques qui ne sont pas pris en compte ou d’états de protonation incorrects pour ces
ligands. Puisque plusieurs milliers de ligands n’ont pas pu étre paramétrés avec MATCH,

nous avons décidé de ne pas traiter ces ligands manquants dans la suite du criblage.

Les étapes de simulation DM (c,,) et (c,.) de la Figure 5.1 (p. 136) ont été réalisées
sur des ligands qui font au moins trois liaisons hydrogeéne avec Lu. Notre choix de ne
retenir que les ligands qui respectent ce critere (étape (3), Figure 5.1, p. 136) s’explique
pour deux raisons. D’abord, la présence de liaisons hydrogene entre un ligand et le
site de liaison présentant une surface plane semble étre importante pour la stabilité du
ligand (c’est ce que nous avons pu observer dans le cas de CD8O0 et ses ligands). En effet,
un tel site de liaison ne posséde pas de poche profonde dans laquelle les mouvements
du ligand seraient contraints (comme c’est le cas pour les enzymes et la plupart des
récepteurs) [116]. Puis, pour les deux ligands validés par les tests in vitro, le nombre
de liaisons hydrogéne avec Lu est de cinq pour l'un et quatre pour l'autre [1]. Nous
avons donc décidé de continuer la suite du criblage avec les ligands formant au moins
trois liaisons hydrogeéne avec la protéine afin de ne pas éliminer précocement les ligands
qui peuvent former au moins une liaison hydrogene supplémentaire lors de I'étape de
relaxation. Suite a 1’étape de sélection (3), il reste donc respectivement 3532, 2029,

1274 et 1234 ligands dans les listes DOCK6, rDOCK-1, rDOCK-2 et rDOCK-3.

Aux étapes (4) et (6), nous avons évalué la stabilité des ligands respectivement sur la
fin de la trajectoire d’équilibration (les 50 dernieres picosecondes) obtenue a I'étape (c.,)
et sur 'ensemble de la trajectoire de production obtenue a I'étape (c,,) (Figure 5.1 (p.
136). Pour cela, nous avons réalisé des calculs de RMSD (Root Mean Square Deviation)
et d’écart-type sur les géométries extraites sur chacune de ces portions de trajectoire. Les
ligands ont été considérés comme instables lorsqu’ils présentaient des valeurs de RMSD
supérieures & 5 A par rapport a la pose initiale (pose de docking avant les simulations

DM) et associées & des écarts types supérieurs a 1 A. En ne gardant que les ligands qui
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ont un RMSD < 5 A, on estime que les algorithmes de docking DOCK6 et rDOCK ont
correctement placé les ligands sur Lu sans qu’un repositionnement complet des ligands
pendant la simulation DM ne soit nécessaire, tout en accordant une certaine flexibil-
ité au ligand en particulier pour un ou plusieurs de ses groupements périphériques qui
pourraient subir une réorientation complete suite a la torsion d’'un ou plusieurs angles.
A Pétape (4) (Figure 5.1, p. 136), seuls 4, 25, 14 et 27 ligands provenant des listes
respectives DOCK6, rDOCK-1, rDOCK-2 et rDOCK-3 se sont montrés instables sur les 50

dernieres picosecondes de la trajectoire d’équilibration.

Puis, a I'étape (d.,) et pour chacun des ligands restants, 100 géométries non min-
imisées ont été extraites de facon équidistante sur les 30 dernieres picosecondes de la
trajectoire d’équilibration obtenue a I'étape (c.,) afin d’y appliquer les calculs X-Score.
Les choix d’extraire des géométries (i) non minimisées et (ii) sur les 30 dernieres picosec-
ondes d’équilibration sont expliqués dans le paragraphe qui suit. Les calculs de scores
réalisés a I'étape (d.,) avaient pour but de réaliser une premiere sélection des ligands
grace a la fonction de scoring X-Score (implémenté dans la méthode de calcul XSCORE)
afin de diminuer le nombre de ligands a traiter dans la suite du criblage. En effet, 'étape
suivante est une étape de production de simulation DM de 200 ps pour lequel un temps
de calcul d’environ 2 h est nécessaire pour chaque complexe protéine-ligand. Il était

donc important de diminuer le nombre de ligands a traiter dans cette étape.

L’extraction de 100 géométries suivies de leur minimisation prend environ 15 minutes
sur 16 cceurs contre 10 secondes pour l'extraction de 100 géométries non minimisées.
Etant donné que cette opération devait se réaliser 7999 fois (somme de 'ensemble des
ligands et/ou pose de ligands restants apres I'équilibration), cela aurait pris environ 83
jours si 'on avait choisi de minimiser les géométries contre environ 22 heures pour ex-
traire des géométries non minimisées. Il était donc important d’évaluer §’il y avait de
grandes différences de résultats entre les calculs XSCORE appliqués sur les géométries

minimisées et ceux appliqués sur les géométries non minimisées.
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L’étape d’équilibration est I'étape pendant laquelle un systéme, désordonné par une
augmentation de température lors de la phase de chauffage qui la précede, va s’adapter
a son nouvel environnement et trouver un état d’équilibre. Le systeme est donc toujours
moins stable au début d’'une simulation d’équilibration qu’a sa fin. Dans cette logique,
les géométries ont été extraites a la fin des simulations d’équilibration. Cependant, la
portion de la trajectoire a extraire ne doit pas étre choisie au hasard : il faut choisir
la portion la plus pertinente du systeme équilibré. Ici encore, il a donc fallu évaluer si
XSCORE (fonction de scoring X-Score ici) donnait des résultats différents lorsqu’il était
appliqué sur une portion de la trajectoire plutot qu'une autre. L'ensemble des tests réal-

isés est présenté dans la Figure 5.5.

Les tests ont été réalisés sur un panel de 100 ligands. Pour chacun des ligands,
deux séries de tests ont été réalisées afin de répondre aux questions suivantes : (i) la
minimisation des géométries a-t-elle un impact sur les résultats obtenus avec X-Score ?
(Figure 5.5, partie orange) et (ii) dans quelle portion de la trajectoire doit-on extraire les
géométries ? (Figure 5.5, partie jaune).

Pour répondre a la premiere question, 100 géométries (minimisées ou non) ont été
extraites sur les 50 dernieres picosecondes de la trajectoire d’équilibration (Figure 5.5,
partie orange) pour chacun des 100 ligands. Les trajectoires d’équilibration pour ces 100
ligands sont celles qui ont été obtenues a I'étape (c.,) de la Figure 5.1 (p. 136). Puis,
des calculs de scores avec la fonction de scoring X-Score ont été réalisés sur chacune
des 100 géométries équidistantes issues de la trajectoire du complexe formé par chaque
ligand. Les 100 valeurs de score obtenues pour chaque complexe protéine-ligand ont été
utilisées pour déduire un score moyen. Deux listes ont donc été obtenues : (i) une liste
de scores calculés avec X-Score sur les géométries minimisées et (ii) une liste de scores
calculés avec X-Score sur les géométries non minimisées pour chaque complexe protéine-
ligand. Apres avoir classé les ligands selon leur score moyen, des rangs associés a chaque

ligand ont été obtenus. La Figure 5.6 montre les différences de rangs obtenus entre le
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Figure 5.5: Etapes qui ont permis d’étudier I'impact de la minimisation (partie orange)
et de ’échantillonnage (partie jaune) sur les résultats XSCORE pour un panel de 100 lig-
ands choisis aléatoirement. Pour chaque ligand lig;, 100 géométries ont été extraites sur
les 50 dernieres picosecondes de la trajectoire d’équilibration (parties orange et jaune)
ou sur les 30 dernieres picosecondes de I’équilibration (partie jaune). Les scores ont en-
suite été calculés avec la fonction de scoring X-Score (implémentée dans la méthode de
calcul XSCORE) sur les géométries minimisées ou non. Dans la partie orange, les scores
moyens X — Score(lig; geom min) et X — Score(lig; geom no-min) ont été respective-
ment obtenues sur les 100 géométries minimisées et non minimisées extraites sur les 50
dernieres picosecondes de la trajectoire d’équilibration. Dans la partie jaune, les scores
moyens X — Score(lig; geom no-min 50ps) et X — Score(lig, geom no-min_30ps) ont
été obtenus sur les 100 géométries non minimisées respectivement extraites sur les 50
et 30 dernieres picosecondes de la trajectoire d’équilibration. Les scores moyens ont été
utilisés pour réaliser un classement. Ces classements ont été comparés.
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rang calculé avec X-Score (i) sur les géométries minimisées et (ii) sur les géométries non
minimisées pour chaque complexe protéine-ligand. On constate que les différences de
rangs sont en moyenne de 1.52 avec quelques ligands ayant une différence de rang allant
de 5 a 8. Ces différences étant relativement faibles, la minimisation des géométries ne
semble pas avoir d’'impact significatif sur les résultats obtenus avec X-Score. On a donc

décidé de travailler avec des géométries non minimisées dans la suite du criblage.
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Figure 5.6: Différences entre les rangs X-Score obtenus sur des géométries non min-
imisées et ceux obtenus sur des géométries minimisées pour un panel de 100 ligands. Les
géométries utilisées ont été extraites sur les 50 dernieres picosecondes de I'équilibration.

Les différences ont été obtenues en soustrayant les rangs des ligands respectifs.

Le deuxieme point consistait a choisir la bonne portion de la trajectoire a extraire.
Pour cela, et toujours pour un panel de 100 ligands (soit 100 complexes protéine-ligand),
100 géométries non minimisées ont été extraites sur les 50 et les 30 dernieres picosec-
ondes de la trajectoire d’équilibration (Figure 5.5, partie jaune) obtenue a I'étape (c,,)
de la Figure 5.1 (p. 136). Puis, des calculs de scores avec la fonction de scoring X-Score
ont été réalisés sur chaque géométrie afin d’avoir un score moyen pour chaque ligand.

Deux listes ont été obtenues : (i) une liste de scores X-Score calculés sur les géométries

147



extraites sur les 50 derniéres picosecondes, et (ii) une liste de scores X-Score calculés
sur les géométries extraites sur les 30 dernieres picosecondes d’équilibration pour cha-
cun des 100 complexes protéine-ligand. La Figure 5.7a, montre les différences de rangs
obtenus entre les rangs calculés avec X-Score (i) sur les géométries non minimisées ex-
traites sur les 50 dernieres picosecondes de la trajectoire d’équilibration et (ii) sur celles
extraites sur les 30 dernieres picosecondes de la trajectoire d’équilibration pour chaque
complexe protéine-ligand. La différence moyenne est de 2.2, avec quelques ligands pour
lesquels les différences de rangs varient de 5 a 15. Afin de faire un choix plus pertinent
sur la portion de la trajectoire a extraire, les rangs calculés sur les géométries issus des
50 derniéres picosecondes de la trajectoire d’équilibration ont été comparés aux rangs
calculés sur les géométries issues de I'ensemble de la trajectoire de production (soit,
pour chaque ligand, 100 géométries extraites de facon équidistante sur les 200 ps de la
trajectoire de production) (Figure 5.7b). De la méme facon, les rangs calculés sur les
géométries issues des 30 dernieres picosecondes de la trajectoire d’équilibration ont été
comparés aux rangs calculés sur les géométries issues de I’ensemble de la trajectoire de

production (Figure 5.7c).

Pour la Figure 5.7b, les différences de rangs entre les géométries extraites sur les 50
dernieres picosecondes de ’équilibration et les géométries extraites de la production sont
en moyenne de 6.36 avec six ligands pour lesquels les rangs sont supérieurs a 20. En
revanche, les différences de rangs entre les géométries extraites sur les 30 derniéres pi-
cosecondes de I'équilibration et celles extraites de la production sont en moyenne de
6.44 avec quatre ligands pour lesquels les rangs sont supérieurs a 20 (Figure 5.7c).
Etant donné qu’il n’y a pas de différences significatives entre les résultats obtenus sur
les géométries extraites sur les 30 et sur les 50 derniéres picosecondes de I'équilibration,
nous avons choisi d’échantillonner sur les 30 dernieres picosecondes de I'équilibration.

Apres avoir obtenu un score moyen pour chaque ligand, score qui a été calculé sur

100 géométries non minimisées extraites de facon équidistante sur les 30 dernieres pi-
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Figure 5.7: Différences entre (a) le rang calculé sur les géométries extraites sur les 30
dernieres picosecondes et le rang calculé sur les géométries extraites sur les 50 derniéres
picosecondes de la trajectoire d’équilibration pour chaque complexe protéine-ligand ;
(b) le rang calculé sur les géométries extraites sur les 50 derniéres picosecondes de
I'équilibration et le rang calculé sur les géométries extraites sur les 200 ps de la pro-
duction pour chaque complexe protéine-ligand ; (c) le rang calculé sur les géométries
extraites sur les 30 dernieres picosecondes de I’équilibration et le rang calculé sur les
géométries non minimisées extraites sur les 200 ps de la production pour chaque com-
plexe protéine-ligand. Les calculs ont été réalisés pour un panel de 100 ligands choisi
aléatoirement (soit 100 complexes protéine-ligand). Tous les calculs de scores ont été
réalisés sur des géométries non minimisées.
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cosecondes de la trajectoire d’équilibration (étape (d.,), Figure 5.1, p. 136), nous avons
sélectionné les 1 000 ligands DOCK®6 et les 500 ligands de chacune des listes rDOCK
(rDOCK-1, rDOCK-2 et rDOCK-3) de meilleurs scores (étape (5) de la Figure 5.1, p.
136).

Puis, dans la trajectoire de production de 200 ps obtenue a I'étape (c,,) de la Figure
5.1, (p. 136), seuls un, cing, neuf et sept ligands provenant des listes respectives DOCK®6,
rDOCK-1, rDOCK-2 et rDOCK-3 ont présenté une instabilité et ont été éliminés a I'étape
(6) de cette Figure. Enfin, pour chaque ligand restant, des calculs de scores avec la
fonction de scoring HMScore (implémentée dans la méthode de calcul XSCORE) ont été
réalisés sur 100 géométries non minimisées extraites de facon équidistante sur 'ensemble
de la trajectoire de production. Le score moyen calculé sur les 100 géométries de chaque
ligand a été utilisé pour obtenir un classement final. Les résultats issus de ce classement

final seront analysés dans la section qui suit.

5.3 Analyse des résultats obtenus a la fin du criblage

Parmi les ligands restants a la fin du criblage, nous voulions savoir s’il nous était possi-
ble de réaliser une derniere étape de sélection qui consistait a choisir les ligands pour
lesquels un consensus de docking est observé. Dans cette section, nous tenterons de
répondre a cette question avant de présenter et d’analyser le top-20 des ligands issus du

classement final.

Peut-on sélectionner les ligands selon un consensus de docking ?

Dans I'étape (b) de la Figure 5.1 (p. 136), nous avons utilisé les deux programmes de
docking DOCK6 et rDOCK notamment afin de vérifier si une éventuelle sélection des

ligands selon un consensus de docking était possible (c’est-a-dire un consensus de pose
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et de rang calculé par la fonction de scoring primaire). Pour savoir si nous pouvions nous
baser sur un consensus de docking pour sélectionner les ligands, nous avons recherché
et comparé les poses et les rangs des ligands qui se retrouvaient dans plusieurs listes de
résultats (DOCK6 et/ou rDOCK-1 et/ou rDOCK-2 et/ou rDOCK-3) apres I'étape (b) de
docking ; soit a I'’étape (1) de la Figure 5.1 (p. 136) ainsi qu’a la fin du criblage. Si
un consensus de docking est observé pour un ligand, la probabilité que ce ligand soit
un bon candidat est plus élevée [117]. En effet, chaque programme de docking a son
propre algorithme qui lui permet de rechercher la position du ligand sur une protéine et
sa propre fonction de scoring (fonction de scoring primaire) qui lui permet d’évaluer les
poses des ligands. C’est le cas des programmes de docking DOCK6 et rDOCK : la fonction
de scoring primaire implémentée dans le programme rDOCK calcule des contributions
énergétiques que la fonction de scoring primaire implémentée dans DOCK6 ne prend pas

en compte (section 1.6, p. 41).

A I'étape (1) de la Figure 5.1 (p. 136), 12 ligands étaient classés a la fois dans le
top-5 000 des ligands DOCK6 et dans le top-5 000 des ligands rDOCK. Pour chacun
de ces 12 ligands, nous avons réalisé des calculs de RSMD entre la pose générée par
DOCK6 (pose DOCK6) et chacune des trois poses générées par rDOCK (poses rDOCK-
1, rDOCK-2, rDOCK-3). En d’autres mots, pour les ligands qui étaient a la fois dans
les quatre listes (DOCK6, rDOCK-1, rDOCK-2 et rDOCK-3), trois valeurs de RMSD ont
été calculées et seront nommées RMSD-1, RMSD-2 et RMSD-3. La valeur RMSD-1 est
calculée entre la pose DOCK6 et la pose rDOCK-1. La valeur RMSD-2 est calculée entre
la pose DOCKG6 et la pose rDOCK-2. Enfin, la valeur RMSD-3 est calculée entre la pose
DOCKG® et la pose rDOCK-3. Bien qu’on retrouve chacun de ces 12 ligands dans au moins
deux listes de ligands (DOCK6 et rDOCK-1 ou rDOCK-2 ou rDOCK-3), aucun consensus
de pose n’a été constaté. En effet, pour chacun des 12 ligands, on constate que la pose
générée par DOCK®6 est différente de celle générée par rDOCK, qu’il s’agisse de la pose

rDOCK-1, rDOCK-2 ou rDOCK-3 puisque les valeurs de RSMD-1, RMSD-2 et RMSD-3
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Tableau 5.1: Moyenne des différences des rangs calculée avec la fonction de scoring
primaire DOCK®6 et avec la fonction de scoring primaire rDOCK d’une part, et différence
entre les RMSD moyens d’autre part pour les 12 ligands qui sont a la fois dans les listes
DOCK6 et rDOCK (rDOCK-1, rDOCK-2, rDOCK-3) a I’étape (1) du protocole de criblage
(Figure 5.1, p. 136).

DOCK6 / rDOCK-1 DOCK6 / rDOCK-2 DOCK®6 / rDOCK-3

Moyenne des

différences de 1826+ 1005 1530 + 800 1435+ 1200
rang
Différence de
RSMD moyen 994 +161 1093+ 25 10.54 + 1.54
(RMSD-1) (RMSD-2) (RMSD-3)

sont grandes (toutes supérieures 3 7 A). Les valeurs moyennes de RSMD-1, RMSD-2
et RMSD-3 calculées a partir des valeurs individuelles des 12 ligands sont présentées
dans le Tableau 5.1 : on constate qu’elles sont autour de 10 A. Nous avons aussi, pour
chacun des 12 ligands, comparé le rang calculé par la fonction de scoring primaire de
DOCK6 (rang DOCK®6) et celui calculé par la fonction de scoring primaire de rDOCK
dans chacune des poses rDOCK-1, rDOCK-2 et rDOCK-3 (dénommée respectivement par
rang rDOCK-1, rDOCK-2 et rDOCK-3). Dans le Tableau 5.1, on constate que la moyenne
des différences de rangs calculée sur les 12 ligands varie beaucoup : (i) moyenne de
1826 entre les rangs DOCKG6 et les rangs rDOCK-1 ; 1530 entre les rangs DOCKG6 et les
rangs rDOCK-2 ; 1435 entre les rangs DOCK6 et les rangs rDOCK-3. Par conséquent,
avant I'étape de relaxation (soit les étapes (c.,) et (c,.) de la Figure 5.1, p. 136), aucun

consensus de pose ou de score n’a été observé.

Parmi les 12 ligands cités ci-dessus, seuls six ligands (ligand 1 a ligand 6, Tableau
5.2) ont été retenus a la fin du criblage, c’est-a-dire apres I'étape (d,,) de la Figure 5.1
(p. 136). Cependant, parmi ces six ligands, seul le ligand 1 du Tableau 5.2 se trouve a la

fois dans deux listes de ligands : les listes DOCK6 et rDOCK-2. Les cing autres ligands se
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Tableau 5.2: Rangs calculés avec les fonctions de scoring primaire DOCK6 et rDOCK
(R1) d'une part et avec la fonction de scoring secondaire HMScore (R2) d’autre part
pour les six ligands qui se trouvent a la fois dans la liste DOCK6 et/ou rDOCK-1 et/ou
rDOCK-2 et/ou rDOCK-3 avant la relaxation des complexes (étape (1)) et a la fin du
criblage (soit le classement obtenu apres d,, de la Figure 5.1, p. 136). R1 a été calculé
sur la géométrie issue du docking de chaque ligand (avec la fonction de scoring primaire
rDOCK ou DOCK®6). R2 a été calculé a I'étape (d,,) sur 100 géométries extraites de facon
équidistante sur la trajectoire de production pour chaque ligand. La premiere colonne
du Tableau contient les numéros des ligands.

Avant la relaxation des complexes A la fin du criblage
(étape (1) du protocole de criblage) (étape (dpr) du protocole de criblage)

~

“DOCK6 | 1DOCKL | DOCK2 rDOCK--; [ DOCK6 [ rDOCK-1 | rDOCK 2 | fDOCK3.
1|R1:2601| R1:369 | R1:293 | R1:449 | R2:731 _ R2: 235 _
2|R1: 1601 _ R1:4080 | R1:3076| R2:877 _ _ _
3| R1:127 | R1:4718 ~ B R2: 44 ~ ~ ~
4|R1:4598 | R1:4793 ~ B ~ R2:58 ~ ~
5|R1:3390 | R1:2312 | R1:1954 | R1:2282) _ _ _ R2:89
6|R1:3931 | R1:3394 |R1:4195 | R1:2627| _ _ _ R2:340

trouvent seulement dans 'une des listes. Dans le Tableau 5.2, les résultats suivant sont
présentés : rang HMScore (c’est-a-dire le rang de chaque ligand calculé avec la fonction
de scoring secondaire HMScore a I'étape (d,.) de la Figure 5.1, p. 136) et les rangs
DOCK®6, rDOCK-1, rDOCK-2 et rDOCK-3 comme définis plus haut pour chacun des six
ligands cités ci-dessus. Ce tableau montre les résultats obtenus a ’étape (1) (c’est-a-dire
avant la relaxation des complexes) et a la fin du criblage (c’est-a-dire apres I'étape (d,,))

de la Figure 5.1 (p. 136).
A la fin du criblage, le ligand 1 est retrouvé en rang 731 sur 999 et 235 sur 491
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respectivement dans les listes DOCK6 et rDOCK-2. De plus, ce méme ligand adopte des
poses tres différentes dans chacune des listes (Figure 5.8). Il n’y a donc pas consensus
de pose pour le ligand 1 et les scores associés a ces poses sont mauvais. Les ligands 3,
4 et 5 ont respectivement un rang de 44 sur 1000, 58 sur 500 et 89 sur 500 a la fin du
criblage. Ces ligands sont dans le top-100, mais ils ne présentent pas de consensus de
pose : la pose adoptée par le ligand 3 est tres différente de celle du ligand 4 et du ligand
5 par exemple. Etant donné que les ligands ne sont pas bien classés ou que leurs poses ne
sont pas reproduites pas les deux programmes de docking DOCK6 et rDOCK, on ne peut
pas se baser sur un consensus de docking pour sélectionner les ligands dans notre cas.
Apres avoir fait un classement de ’ensemble des ligands (DOCK6, rDOCK-1, rDOCK-2 et

rDOCK-3), les 20 ligands de meilleurs scores ont été analysés.

Pose DOCK6 Pose rDOCK-2

Figure 5.8: Snapshots du ligand 1 apres criblage (c’est-a-dire a I'étape (d.,) de la Figure
5.1, p. 136). Les poses générées par DOCK6 (pose DOCK6) et rDOCK (pose rDOCK-2)

ainsi que les régions occupées sont tres différentes pour le méme ligand.
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5.4 Analyse des 20 ligands de meilleurs scores

A I'étape (d,,) de la Figure 5.1 (p. 136), des calculs de scores avec la fonction de scor-
ing HMScore ont été appliqués aux complexes protéine-ligand restants pour obtenir un
classement des ligands dans chacune des listes, soit une liste de 988 ligands DOCK®6,
une liste de 495 ligands rDOCK-1, une liste de 491 ligands rDOCK-2 et une liste de 493
ligands rDOCK-3. Puisqu’aucun consensus de pose ou de score n’a permis d’orienter le
choix des ligands a analyser, nous avons décidé de fusionner les quatre listes de ligands
afin d’avoir un classement final. De ce classement final, nous présenterons et analyserons
le top-20.

Dans le top-20 issu du classement final, nous retrouvons les top-10, top-4, top-3 et
top-3 respectivement des listes rDOCK-1, rDOCK-2, rDOCK-3 et DOCK6 obtenus a I'étape
(d,.) de la Figure 5.1 (p. 136). Les caractéristiques de ces ligands ainsi que leur structure
2D sont présentées dans le Tableau 5.3 et la Figure 5.9. Ce tableau sera commenté au fil
des analyses des complexes.

La liaison de ces ligands a Lu est régie par les principes de thermodynamique : un
ligand se lie a une protéine lorsque 1’énergie libre de Gibbs du processus de liaison est
négative. I'énergie libre de Gibbs est la somme des termes enthalpique et entropique. Les
contributions enthalpiques peuvent étre des liaisons hydrogene, ioniques ou halogenes,
des interactions électrostatiques et de van der Waals, etc. L’entropie est une mesure de
la dynamique de ’ensemble du systeme. Par exemple, les effets de solvatation tels que
la réorganisation du solvant ou le déplacement de molécules d’eau étroitement liées a
la protéine peuvent significativement contribuer au terme entropique de I'énergie libre

d’association.
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Ligand Liste MW (g/mol) HBD HBA LogP PSA (A2) Nombre de liaison flexible charge globale Score
Lla rDOCK-1 489.556 1 6 6.54 75 5 0 7.444
L2 rDOCK-1 494.422 0 5 6.08 47 7 0 7.274
L3 rDOCK-3 440.89 1 6 6.61 72 5 0 7.248
L1b rDOCK-2 489.556 1 6 6.54 75 5 0 7.130
L5 DOCK6 522.069 4 7 3.49 92 12 +1 7.085
L6 rDOCK-3 449.554 0 5 6.71 62 7 0 7.025
L7 rDOCK-2 367.857 1 3 5.68 46 3 0 7.014
L8 DOCK6 501.559 2 8 5.57 116 10 -1 7.002
L9 rDOCK-1 414.553 2 5 6.73 62 5 0 6.977
L10 rDOCK-1 458.605 1 3 5.37 32 2 0 6.950
L11 rDOCK-1 437.33 0 5 4.53 43 3 0 6.930
L12 rDOCK-1 399.538 0 4 6.65 53 5 0 6.908
L13 rDOCK-1 337.423 0 5 3.77 66 5 0 6.888
L14 rDOCK-1 498.421 0 6 4.45 59 7 0 6.865
L15 rDOCK-3 429.495 0 3 6.71 31 4 0 6.864
L16 rDOCK-2 455.587 2 6 6.30 85 4 0 6.857
L17 rDOCK-2 524.645 0 8 6.75 99 13 0 6.829
L18 rDOCK-1 418.5 0 5 4.43 43 3 0 6.802
L19 DOCK6 491.038 2 7 5.44 93 8 0 6.779
L20 rDOCK-1 513.57 3 8 3.68 136 6 1 6.750
LigA DOCK6 474.3 2 8 1.83 112 6 -1 7.110
LigB DOCK6 440.4 1 7 3.76 102 7 -1 6.884

Tableau 5.3: Caractéristiques physico-chimiques des ligands du top-20 du classement final obtenu avec HM-
Score. Les scores de chaque ligand sont montrés dans la colonne Score. La deuxiéme colonne est la liste dans
laquelle est issu chaque ligand. Le nombre de donneur de liaison hydrogene (HBD) et d’accepteur de liaison
hydrogeéne (HBA) pour chaque ligand sont aussi montrés. Les deux derniéres lignes du Tableau contiennent les
scores et les caractéristiques physico-chimiques des ligands actifs ligA et ligB. Ces ligands n’ont pas été classés

dans le top-20 dans ce Tableau.

L’entropie est une mesure de la dynamique de I'ensemble du systeme. Par exem-
ple, les effets de solvatation tels que la réorganisation du solvant ou le déplacement
de molécules d’eau étroitement liées a la protéine peuvent significativement contribuer
au terme entropique de I'énergie libre d’association. Dans les analyses suivantes, les li-
aisons hydrogene et halogéne ainsi que les interactions de van der Waals (contributions
enthalpiques) seront prises en compte. Une liaison hydrogene est une liaison non co-
valente qui résulte de I'interaction attractive entre un hydrogene lié a un hétéroatome
électronégatif (groupement donneur) et un autre hétéroatome électronégatif (groupe-
ment accepteur). Ces hétéroatomes peuvent étre des atomes d’azote ou d’oxygeéne, mais

aussi des halogenes tels que le fluor ou le chlore. Dans I'analyse de chacun des com-
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@ L18 L19 L20

Figure 5.9: Structures 2D du top-20 du classement final. Le ligand L1 se trouve aux
rangs 1 et 4 (dénommé Lla et L1b dans le Tableau 5.3). Seuls les ligands L5, L8 et L19
sont issus des listes DOCK®6. Les autres ligands sont issus des listes rDOCK.
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plexes formés entre Lu et les ligands du top-20, nous avons aussi étudié les réseaux
de molécules d’eau cristallographique et leur remplacement par les ligands ainsi que le

réseau de liaison hydrogene établi entre Lu et chacun des ligands.

5.4.1 Réseau de liaisons hydrogéne

Liaisons hydrogeéne entre Lu et les ligands du top-20 du classement final

Comme expliqué a la page 134, les ligands actifs ligA et ligB, qui ont montré une inhi-
bition de I'interaction Lu-Lna5 selon les tests in vitro, se lient a Lu suivant un réseau de
liaison hydrogene avec les résidus Thr174, Thr188, Thr190 ainsi que les résidus Tyr172
et/ou Tyr192 et/ou Argl76. Nous avons donc voulu, dans un premier temps, savoir si
les ligands du top-20 du classement final (Figure 5.9, p. 157) se lient a Lu suivant un
réseau de liaison hydrogene avec notamment les résidus cités ci-dessus. Pour cela, nous
avons étudié (i) les liaisons hydrogéne qui sont directement établies entre Lu et chacun
des 20 ligands (dénommeées liaison hydrogeéne directe dans la suite du manuscrit) et (ii)
les liaisons hydrogéne qui permettent aux ligands de se lier a Lu par l'intermédiaire de
molécules d’eau (dénommeées pont Lu-solvant-ligand dans la suite du manuscrit) dans
la trajectoire de production obtenue a I'étape (c,) de la Figure 5.1 (p. 136). Une li-
aison hydrogene sera considérée comme pertinente lorsque (i) la distance entre deux
hétéroatomes O et/ou N et/ou F et/ou Cl est inférieure ou égale a 3.4 A et (ii) lorsque
la liaison hydrogéne est maintenue sur plus de 60 % de la trajectoire de production
obtenue a I'étape (c,,) de la Figure 5.1 (p. 136). Les liaisons hydrogeéne directes ainsi
que les ponts Lu-solvant-ligand ont été calculés sur toutes les géométries de la trajectoire
de production.

Lors de 'analyse de la trajectoire de production de six ligands du top-20 en complexe
avec la protéine (L1a et L1b qui sont deux poses différentes du méme ligand L.1, L10, L13,

L15, 118 et L19 de la Figure 5.9, p. 157), nous avons constaté que les groupements CO
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et/ou NH du résidu Ala135 ou le groupement OH du résidu Tyr172 étaient enfouis : ni les
ligands ni les molécules d’eau ne formaient de liaisons hydrogeéne avec ces groupements
sur plus de 60 % des trajectoires. Ces conditions, qui correspondent a au moins deux
donneur(s) ou accepteur(s) de liaison hydrogene enfouis, suggérent que la liaison de ces
ligands sur Lu serait défavorable. Les résultats pour ces six ligands ne sont donc pas

présentés dans les analyses suivantes et dans les Tableaux 5.5, 5.4 et 5.6b.

Pour chacun des ligands restants qui, contrairement a ceux qui sont cités dans le
paragraphe ci-dessus, se lient a Lu dans des conditions de liaison favorables (soit 13
ligands), nous avons listé les liaisons hydrogene directes établies entre Lu et le ligand
dans (i) le complexe initial, c’est-a-dire le complexe issu du docking (étape (1) de la
Figure 5.1, p. 136) et (ii) dans la trajectoire de production du complexe obtenue a
I'étape (c,,.) de la Figure 5.1 (p. 136). Ces résultats sont respectivement montrés dans
les Tableaux 5.4a et 5.5a (parmi les 13 ligands restants, seuls ceux qui forment bien ces
liaisons hydrogene directes sont listés). A I'étape (1) (Figure 5.1, p. 136), 12 ligands
forment entre une et trois liaisons hydrogeéne directes avec Lu, puis, dans la trajectoire
de production, seuls 11 ligands forment entre une et trois liaisons hydrogene directes.
En effet, le ligand L12 perd sa liaison hydrogene initialement formée avec la Tyr172 au
cours de la simulation et aucune autre n’est formée. Ce ligand ne sera donc pas analysé
par la suite. En revanche le ligand L2 qui ne formait pas de liaison hydrogéne avec Lu
dans le complexe initial, forme une liaison hydrogene qui est présente sur 'ensemble de
la trajectoire de production (Tableau 5.5a). Bien qu’aucune liaison hydrogeéne directe
n’est maintenue sur plus de 60 % de la trajectoire de production du complexe Lu-L6,
nous avons constaté que le ligand L6 forme des liaisons hydrogene directes qui semblent
jouer un role important dans sa stabilité (sur moins de 60 % de la trajectoire). Ce ligand

sera donc retenu.
Dans le reste du manuscrit, seuls les ligands qui forment au moins une liaison hy-

drogene directe avec Lu et qui n’enfouissent pas les groupements CO et/ou NH du résidu
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Alal135 ou le groupement OH du résidu Tyrl72 ainsi que le ligand L6 ont été analysés,
soit les 12 ligands : L2, L3, L5 a L9, L11, L14, L16, L17 et L20 (Figure 5.9, p. 157 et

Figure 5.4.2 et p. 173). On les désignera dans la suite par les « 12 ligands restants ».

Dans le complexe initial généré a I'étape de docking pour chaque ligand, on con-
state que certaines liaisons hydrogene sont possibles suite a un léger réarrangement des
chaines latérales des résidus et/ou un léger déplacement du ligand permettant ainsi le
rapprochement des groupements donneurs et/ou accepteurs respectifs. C’est ce qu'on
observe dans les complexes initiaux formés avec les ligands L2, L8 et L20 pour lesquels
des liaisons hydrogene sont possibles respectivement avec les résidus Tyr172, Thr190 et
Thr174 (liaisons hydrogeéne non listées dans le Tableau 5.4a). Ces liaisons hydrogene,
absentes dans le complexe initial de chacun de ces ligands, sont ensuite formées et main-
tenues sur plus de 60 % de la trajectoire de production des complexes correspondants

(Tableau 5.5a).

Dans ce paragraphe, nous ne discuterons que des ligands qui sont présentés dans les
Tableaux 5.4a et 5.5a. En comparant ces deux tableaux, on constate que les liaisons
hydrogéne directes présentes dans le complexe initial de chacun de ces ligands (Tableau
5.4) ne sont pas toujours maintenues sur plus de 60 % de la trajectoire de production
de ce méme complexe (Tableau 5.5a ; on parlera de complexe simulé). En effet, par ex-
emple pour le ligand L9, on constate que parmi les liaisons hydrogene directes qui sont
formées entre Lu et ce ligand dans le complexe initial (Tableau 5.4a), seule la liaison hy-
drogene établie avec le résidu Ala135 est maintenue sur plus de 60 % de la trajectoire de
production (Tableau 5.5a). Dans les complexes formés par d’autres ligands, tel que pour
le ligand L3, on constate qu’aucune liaison hydrogene directe formée dans le complexe
initial n’a été maintenue dans la trajectoire de production, bien que d’autres liaisons hy-
drogéne maintenues sur plus de 60 % de la trajectoire se soient formées (Tableaux 5.4
et 5.5). Ces résultats montrent que les liaisons hydrogene présentes dans les géométries

issues du docking (complexe initial) ne peuvent étre considérées comme représentatives
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(@

Ligand

Liaison

L3

TYR 172 OH <=> LIG O1
TYR 192 OH <=> LIG N1

L5

ALA 1350 <=>LIGN1
THR 174 OG1 <=> LIG O3

L6

THR 174 OG1 <=> LIG N3

L7

ALA 135N <=> LIGO1

L8

GLU 137 OE2 <=> LIG N1
THR 174 OG1 <=> LIG 06

L9

ALA 1350 <=> LIG 01
TYR 192 OH <=> LIG N3

L11

ALA 135N <=> LIGO1
TYR 172 OH <=> LIG N2

L12

TYR 172 OH <=> LIG O1

L14

SER 134 OG <=> LIG O3
GLU 137N <=> LIG O1

L16

ALA 135N <=> LIG N3
TYR 172 OH <=> LIG O1

L17

ASN 142 ND2 <=> LIG O1
THR 174 OG1 <=> LIG N3

L20

ARG 176 NH1 <=> LIG 02
THR 190 OG1 <=> LIG 06

(b)

Ligand

Liaison

ligA

THR 174 OG1 <=> LIG N1
THR 174 OG1 <=> LIG 06
THR 190 OG1 <=> LIG 06
TYR 192 OH <=> LIG 04

ligB

THR 174 OG1 <=> LIG O2
ARG 176 NH1 <=> LIG N1
ARG 176 NH1 <=> LIG N2
ARG 176 NH1 <=> LIG O2
THR 188 OG1 <=> LIG 04
THR 190 OG1 <=> LIG O1

Tableau 5.4: Liste des liaisons hydrogene directement formées entre Lu et les ligands
dans les complexes initiaux (étape (1), Figure 5.1, p. 136) (a) pour le top-20 du classe-
ment final, et (b) pour les ligands actifs ligA et ligB. Seuls les ligands qui n’enfouissent
pas les groupements des résidus Alal35 et/ou Tyrl72 et ceux qui forment des liaisons

hydrogéne directes avec Lu sont listés.
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Ligand Liaison Fréquence (%)
L2 TYR 172 OH <=> LIG 02 100
L3 THR 174 OG1 <=> LIG O2 99.5

TYR 192 OH <=> LIG 02 85
L5 ALLA 1350 <=> LIG N1 99.5
TYR 172 OH <=> LIG 02 95.5
THR 174 OG1 <=> LIG O3 96
L7 ALA135N <=> LIGO1 99.5
18 THR 190 OG1 <=> LIG 06 97.5
THR 174 OG1 <=> LIG 06 100
THR 140 OG1 <=> LIG N1 96
L9 ALA 1350 <=>LIGO1 98.5
L11 ALA 135N <=> LIGO1 99
TYR 172 OH <=> LIG O1 100
L14 TYR 172 OH <=> LIG O3 100
L16 TYR 192 OH <=> LIG N5 93.5
TYR 172 OH <=> LIG O1 98.5
L17 | THR 190 OG1 <=> LIG N4 95.5
THR 174 OG1 <=> LIG N2 90
THR 174 OG1 <=> LIG N3 97
L20 | THR 190 OG1 <=> LIG N2 61.5
ARG 176 NH1 <=> LIG 02 99
THR 174 OG1 <=> LIG O3 98.5
(b)
Ligand Liaison Fréquence (%)
ligA TYR 192 OH <=> LIG 04 99
THR 190 OG1 <=> LIG 06 100
THR 174 OG1 <=> LIG 06 100
ligB | THR 188 OG1 <=> LIG 04 88
ARG 176 NH1 <=> LIG 02 100
THR 174 OG1 <=> LIG 02 100

Tableau 5.5: Liste et fréquence des liaisons hydrogéne directement formées entre Lu et
(a) les ligands du top-20 et (b) les ligands actifs, pendant la trajectoire de production de
chacun des ligands. Seuls les ligands qui n’enfouissent pas les groupements des résidus
Alal135 et/ou Tyrl72 et ceux qui forment des liaisons hydrogene directes avec Lu sont

listés.
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d’un complexe donné. En effet, certaines liaisons hydrogéne du complexe initial peuvent
étre maintenues pendant les simulations, mais beaucoup d’entre elles ne sont que transi-
toires comme pour le cas du ligand L8 pour lequel deux liaisons hydrogeéne sont détectées
dans le complexe initial parmi lesquelles seulement une est conservée sur 'ensemble de
la trajectoire (liaison hydrogene entre 'atome OG1 de Thr174 et 'atome O6 du ligand ;
Tableaux 5.4a et 5.5a). Nous pouvons souligner que tout comme pour le ligand ligA, les
ligands L5, L8, L17 et L20 forment trois liaisons hydrogene avec Lu qui sont maintenues
sur plus de 60 % de la trajectoire de production (Tableau 5.5, p. 162). La prise en compte
de la flexibilité du complexe protéine-ligand par des simulations DM (aux étapes (c.,)
et (c,.) de la Figure 5.1 (p. 136) permet donc d’obtenir les liaisons hydrogene les plus
stables dans le temps et, vraisemblablement aussi, les plus représentatives du complexe.
Ainsi, lors de I'étape suivante de calcul de scores sur ces complexes (étape (d,,.), Figure
5.1, p. 136), seules les liaisons hydrogene les plus fréquentes auront le plus de chance

d’étre comptabilisées par la fonction de scoring HMScore.

Pour les ligands actifs ligA et ligB, nous avons aussi constaté que les liaisons hy-
drogene directes formées dans leur complexe initial n’étaient pas toutes représentatives
puisqu’elles ne sont pas toutes sont maintenues sur plus de 60 % de la trajectoire de pro-
duction. En effet, alors que les ligands actifs ligA et ligB forment respectivement quatre et
six liaisons hydrogene avec Lu dans leur complexe initial, seules trois liaisons hydrogene
pour ces deux ligands ligA et ligB sont maintenues dans les complexes simulés (Tableaux
5.4b et 5.5b). Il est a préciser que les simulations DM obtenues pour les ligands actifs
ligA et ligB ont été calculées dans les mémes conditions que pour les 1 295 678 ligands
criblés sur Lu (section 1.4, p. 31).

Enfin, 'analyse du tableau 5.5a montre que le nombre de liaisons hydrogeéne a lui
seul n’est pas corrélé au classement des ligands. En effet, pour les ligands L2 et L3
(respectivement deuxieme et troisiéme du top-20 ; Tableau 5.3), au plus deux liaisons

hydrogene sont détectées par ligand alors que pour les ligands 117 et L20 (respective-
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ment 17¢ et 20%), trois liaisons hydrogene sont comptées dans les complexes formés par
chacun de ces ligands. Le nombre de liaisons hydrogene fréquentes a plus de 60 % sur

la trajectoire ne semble donc pas, a lui seul, déterminer le classement des ligands.

Liaison des ligands sur Lu par I'intermédiaire de molécules d’eau

Dans la sous-section ci-dessus, nous avons présenté les liaisons hydrogene directement
formées entre Lu et les ligands du top-20 du classement final (Figure 5.9, p. 157). Ces
liaisons hydrogene participent directement a la liaison et a la stabilité des ligands sur
Lu. En plus de ces liaisons hydrogene, la stabilité des ligands peut aussi étre assurée
par la présence de molécules d’eau qui favoriseraient la liaison des ligands sur la pro-
téine. En effet, en plus de permettre la solvatation des complexes, certaines molécules
d’eau peuvent étre importantes dans la liaison du ligand, dans la stabilité du complexe
et/ou dans la reconnaissance du site de liaison a travers un réseau de liaison hydrogene
et d’'interaction de van der Waals. Bien que dans notre systéme, nous n’ayons pas
d’information expérimentale sur des molécules d’eau indispensables a la liaison des lig-
ands, nous avons voulu savoir si la stabilité de ces ligands sur Lu pouvait aussi étre due,
en partie, a une ou plusieurs molécules d’eau. Pour cela, dans chacun des complexes
formés entre Lu et les ligands du top-20 du classement final, nous avons analysé les
ponts Lu-solvant-ligand qui sont maintenus par des liaisons hydrogeéne entre Lu et une
molécule d’eau, d’une part, et entre cette molécule d’eau et le ligand d’autre part.

Les Tableaux 5.6a et 5.6b listent les ponts Lu-solvant-ligand respectivement formés
avant et pendant la trajectoire de production des simulations DM (c’est-a-dire les étapes
respectives (1) et (c,.) de la Figure 5.1, p. 136). Pour les calculs de ponts Lu-solvant-
ligand dans les complexes initiaux, seuls les ligands rDOCK ont pu étre considérés puisque
ce sont les seuls qui ont été complexés a Lu en présence d’eau explicite. En effet, le pro-
gramme DOCK6 ne permettait pas de prendre en compte des molécules d’eau explicite

pendant le docking. Les distances entre (i) Lu et ligand (ii) solvant et Lu et (iii) solvant et
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ligand sont aussi présentés dans ces tableaux. Avant les simulations (étape (1) de la Fig-
ure 5.1, p. 136), des ponts Lu-solvant-ligand sont observés seulement dans les complexes
formés entre Lu et quatre ligands sur 20 : L1b, L12, L13 et L18. Les ligands L1b, L13
et L18 font partie des ligands qui enfouissent les groupements CO et/ou NH du résidu
Alal35 et/ou le groupement OH du résidu Tyr172 (Tableau 5.6a) et n’ont donc pas été
présentés dans la suite de I'’étude. Le ligand L12 qui ne forme aucune liaison hydrogene
directe avec Lu n’a pas non plus été présenté dans la suite du manuscrit. Aucun des
12 ligands restants (ligands définis a la page 160) ne participe a un ou plusieurs ponts
Lu-solvant-ligand a I'étape (1) (Figure 5.1, p. 136). En revanche, lors de la relaxation
des complexes formés entre Lu et chacun des ligands L6, L8, L9, L14, L16, L17 et L20,
on constate que des molécules d’eau favorisent et renforcent la liaison de ces ligands sur
Lu en participant a des ponts Lu-solvant-ligand qui sont maintenus sur plus de 60 % de
la trajectoire de production. Le plus souvent, les ponts Lu-solvant-ligand sont assurés
par au moins deux molécules d’eau qui s’échangent tour a tour au cours de la simulation
(on parlera de molécules d’eau intermédiaires). C’est par exemple le cas du ligand L9
qui participe a un pont Lu-solvant-ligand dans lequel quatre molécules d’eau s’échangent
tour a tour au cours de la simulation pour assurer le maintien du pont sur 65 % de la
trajectoire de production. Pour les ligands actifs ligA et ligB, on constate qu’un seul pont
Lu-solvant-ligand renforce la liaison de ces ligands sur Lu avec respectivement une et
quatre molécules d’eau intermédiaires. Les valeurs de distance d,, .., calculées dans
tous les cas listés du Tableau 5.6b indiquent qu’il n’existe pas de liaison hydrogene entre

les atomes de Lu et ceux des ligands mentionnés dans la derniere colonne de ce Tableau.
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(a

Ligand Liaison dprot—tig (B) | dsoro—tig A) | dsotoprot (A)

L1b TYR 172 OH <=> LIG 02 2.56 2.85 2.93
GLU 137 N <=> LIG O3 3.69 2.62 2.74

L12 TYR 192 OH <=> LIG N1 3.68 2.98 2.71
L13 | ASN 124 ND2 <=> LIG N3 5.83 3.10 2.85
THR 127 OG1 <=> LIG 02 4.52 2.83 2.86

L18 TYR 192 OH <=> LIG O1 4.55 2.93 3.07

(b)

Ligand Liaison Fréquence (%) | d,rot—1iig (A) dsorv—tig (A) dsorv—prot (A) | Nombre de
molécule d’eau
intermédiaire

L6 ARG 176 NH1 <=> LIG O1 63.5 558 +0.30|3.12+0.17 | 2.87+0.14 | 1
L8 GLU 137 OE2 <=> LIG 02 89 3.79+£0.36 | 2.77 £0.18 | 2.78 £0.23 | 3
SER 175 O <=> LIG O3 97 3.82+030|264+011] 2.79+0.14 |1

TYR 192 OH <=> LIG 04 93.5 424 +031]2.79+0.17| 2.924+0.17 | 6

L9 SER 134 OG <=> LIG O1 65 3.51 030|294 +0.18 | 292 +0.18 | 4
L14 TYR 192 OH <=> LIG N2 61 4.52 +0.35 | 3.07 £ 0.16 | 3.07 +0.18 | 5
L16 SER 134 OG <=> LIG N2 87 492 +0.24 | 3.09 £0.15| 2.87 +0.16 | 2
L17 ARG 144 NE <=> LIG 02 97 540+ 0.22 | 2.77+0.18 | 286 +0.14 | 3
ARG 144 NH2 <=> LIG 02 100 5.184+0.24 | 2.81 +£0.20 | 294+ 0.19 | 5

L20 TYR 192 OH <=> LIG O3 77.5 511+0.32|3.02+0.17 | 291 +0.17 | 2
ligA | THR 174 OG1 <=> LIG O5 69.5 3.894+020|2.77+£0.15] 292+ 0.18 | 1
ligB SER 175 O <=> LIG O3 69.5 4.07 +£0.34 | 3.03 £0.20 | 2.89 £0.20 | 4

Tableau 5.6: Liste et fréquences des ponts Lu-solvant-eau formés entre Lu et les ligands (a) dans les complexes initiaux,
et (b) pendant les simulations DM. Seuls les ligands qui n’enfouissent pas les groupements des résidus Alal35 et/ou
Tyr172 sont présentés. Pour chaque liaison, le nombre de molécules d’eau intermédiaire qui s’échangent tour a tour
afin d’assurer le pont Lu-solvant-ligand pendant les simulations DM est donné. La distance est calculée entre les
hétéroatomes impliqués.



Parmi les ligands restants, soit les 12 ligands qui n’enfouissent pas les groupements
CO et/ou NH du résidu Alal35 et/ou le groupement OH du résidu Tyr172 et qui forment
au moins une liaison hydrogene directe avec Lu (L2, L3, L5, L6 a L9, L11, L14, L16, L17
et L20, Figure 5.9, p. 157), on constate que sept de ces ligands (L6, L8, L9, L14, L16,
L17 et L20, Figure 5.9, p. 157 et Tableau 5.6, p. 166) participent, en plus, a au moins
un pont Lu-solvant-ligand. Il est possible que ces ponts Lu-solvant-ligand soient aussi
importants que les liaisons hydrogene directes entre Lu et ces ligands pour assurer leur
stabilité au cours de la simulation DM. Les ponts Lu-solvant-ligand ainsi que les autres
interactions observées dans les complexes formés entre Lu et les 12 ligands restants sont

présentés en détail dans la sous-section qui suit.

5.4.2 Analyse des complexes formés entre Lu et chacun des 12 lig-

ands restants

Pour chacun des 12 ligands restants, le Tableau 5.7 montre le nombre de liaisons hy-
drogene directes établies entre Lu et le ligand ainsi que les résidus qui y sont impliqués,
le nombre de ponts Lu-solvant-ligand observé dans les complexes, les résidus impliqués
dans les interactions de van der Waals et les différentes observations particulieres qui ont
été faites dans les complexes. Un snapshot du complexe formé entre Lu et chacun des
12 ligands est montré dans la Figure 5.4.2. Ces snaphots sont issus de la trajectoire de
production (obtenue a I'étape (c,,) de la Figure 5.1, p. 136) de chacun des ligands. Dans
cette section, les interactions Lu-ligand qui seront présentées et discutées sont celles qui
sont observées dans la trajectoire de production de chaque ligand. Chacun des 12 lig-
ands restants forme au moins une liaison hydrogéne avec Lu et fait plusieurs contacts de
van derWaals avec la protéine. En plus de ces interactions, les ligands L6, L8, L9, L14,
L16, L17 et L20 participent a un ou plusieurs ponts Lu-solvant-ligand, ce qui renforce la

stabilité de ces ligands au cours des simulations DM. Dans la suite de cette sous-section,
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nous présenterons les complexes formés entre Lu et les ligands L2, L3, L5, L6, L7, L8,
L11 et L20 pour lesquels nous notons quelques particularités.

Le ligand L8 est un ligand intéressant puisqu’il se lie a Lu suivant un réseau de liaison
hydrogene semblable a celui observé pour le ligand ligA. En effet, comme le ligand actif
ligA, le ligand L8 se lie aux résidus Thr174 et Thr190 grace a deux liaisons hydrogene di-
rectes et avec le résidu Tyr192 grace a un pont Lu-solvant-ligand. Une autre particularité
de ce ligand est qu’il remplace parfaitement la molécule d’eau HOH244 qui forme, dans
le cristal de Lu, des liaisons hydrogene avec les atomes OG1 de Thr140 et OE2 de Glu137
(Figure 5.4, p. 142). Le ligand L8 remplace cette molécule d’eau grace a la combinaison
: (i) d’'un pont Glu137-solvant-L8 et (ii) d’une liaison hydrogene directe entre Thr140 et
L8.

Dans la trajectoire de production des complexes formés entre Lu et chacun des ligands
L2, L3, L6, L7, L11 et L20, nous avons constaté que ces ligands font protubérance dans le
solvant. Une telle protubérance est aussi observée dans le complexe formé par le ligand
actif ligB et Lu. Un autre critére qui pourrait étre utilisé pour la sélection des molécules
a tester est la protubérance créée par le composé a la surface de Lu et qui peut géner
par encombrement stérique la liaison de la Laminine ; ces molécules devraient avoir au

moins quelques atomes qui font saillie a la surface de Lu.
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Tableau 5.7: Interactions observées dans les complexes formés entre Lu et chacun des 12
ligands restants. Les résidus qui sont impliqués dans les liaisons hydrogene directes et
dans les ponts Lu-solvant-ligand sont entre parentheses. Par exemple, le ligand L2 forme
une liaison hydrogene avec le résidu Tyr172. Cette information est indiquée comme ceci
dans le tableau : 1 (Tyr172). Les liaisons hydrogene particulieres (liaisons hydrogene de
type XH. - - 7r) établies entre Lu et les ligands L5 et L9 sont en gras. Le ligand L5 adopte
deux conformations au cours de la trajectoire de production qui sont les conformations
Conf. 1 et Conf. 2. Dans la conformation Conf. 1, une liaison hydrogene est observée
entre le cycle du chlorophényl du ligand et le résidu Thr190. Dans la conformation Conf.
2, une liaison halogeéne et des interactions multipolaires sont observées. La colonne
« Autres » contient les différentes observations particulieres réalisées pour les ligands
(protubérance, liaison halogéne, etc.).

Nombre de liaisons hydrogéne Nombre de ponts Contacts de Autres
Lu-ligand Lu-solvant-ligand van der Waals
L2 1 (Tyrl72) _ Serl34, Alal35, Metl67, | protubérance
Asnl168, Prol69
L3 2 (Thrl74, Tyrl92) _ Metl67, Tyrl72, Argl76, | protubérance
Thr188
L5 3 (Alal35, Tyrl72, Thrl74). _ Argl76, Thrlgds Conf. 2 : liaisons
1 (entre chlorophényl du halogéne + interactions
ligand et Thr190 dans la multipolaires avec
Conf. 1). Thrl74 et Thrlg8
L6 2 (Thr174 et Thr190) 1 (Argl76) Metl67, Thrl88, Serl?5, | protubérance
importantes mais peu Serl89, Tyrl92
fréquentes
L7 1 (AlalSS) _ Serl34, Alal35, Metl67, interactions TI-TU
Asnl168, Prol69 protubérance
L8 3 (Thr140, Thrl74, Thr190) 3 (Glul37, Serl7s5, Vall65, Met167, Tyrl72
Tyrl92)
L9 1 (Ala135) 1 (Serl34) GIn136, Glul37,
1 (entre diméthylphényl Metl67, Thr174
du ligand et Tyrl72)
L11 2 (Alal35, Tyrl72) _ Serl34, Alal35, Metl67, interactions Tr-Tt
Asnl68, Prol69 protubérance
L14 1 (Tyrl72) 1 (Tyr192) Serl34, Glul37,
Metl67, Asnl68
L16 2 (Tyrl72, Tyrl92) 1 (Serl34) Alal35, Metl67, Asnl68
L17 3 (Thrl74, Thrl190) 2 (Argl44) Argl76, Vall78, Thrl8a,
Serl89
L20 3 (Thrl90, Argl76, Thr174) 1 (Tyr192) Glul37, Thr140, Thrl88 | protubérance
ligA 3 (Thrl74, Thrl90, Tyr192) 1(Thrl74) Argl76, Metl67, Alal35
ligB 3 (Thrl74, Argl76, Thrl88) 1 (Serl75) Met167, Tyrl72, Tyrl92
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Figure 5.10: Snapshots des 12 ligands restants. Les groupements qui font protubérance
dans le solvant sont entourés en magenta pour les ligands L2, L3, L6, L7 et L11 et ceux
qui font contacts avec la protéine sont entourés en orange. Le ligand L5 posséde deux
conformations: Conformation 1 et Conformation 2. Ces conformations different par la
position du chlorophényl entouré en rouge. Les liaisons hydrogene sont représentées par
des traits verts. La liaison hydrogene particuliere ainsi que les liaisons hydrogéne peu
fréquentes établies entre le ligand L9 et la Tyr172 sont respectivement montrées en trait
pointillé bleu et en trait plein magenta.

L5, Conformation 1 L5, Conformation 2
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Au cours de la trajectoire de production, nous avons constaté que le ligand L5 adop-
tait deux conformations : la conformation 1 (L5, conformation 1 de la Figure 5.4.2) qui
est observée sur les 86 premieres picosecondes de la trajectoire de production puis la
conformation 2 (L5, conformation 2 de la Figure 5.4.2) qui est observée sur le reste de la
trajectoire de production. Dans la conformation 1 de L5, (Figure 5.4.2), le chlorophényl
fait des contacts de van der Waals avec les résidus Argl76 et Thr188. On peut aussi
observer une liaison hydrogeéne de type XH- - -7 (liaison hydrogéne particuliére) entre
I'atome OG1 du résidu Thr190 et le centre du cycle chlorophényl du ligand [118]. Dans
la conformation 2 de L5, le chlore du chlorophényl du ligand pointe vers l'intérieur
de la protéine et forme une liaison halogene avec les oxygeénes des groupements C=0
des résidus Thr188 et Thr174 et des interactions multipolaires avec les carbones de ces
mémes groupements. Cette orientation orthogonale du chlore par rapport au groupe-
ment carbonyle est le plus souvent visualisée dans les interactions multipolaires réalisées
par le fluor [113,119]. Cependant, les calculs de distances entre le chlore et les groupe-
ments carbonyles des résidus Thr174 et Thr188 correspondent a des contacts de van
der Waals. Il est possible que le champ de force utilisé ne reproduise pas ces types

d’interactions. Enfin, la conformation 2 favorise les interactions = — 7 avec la chaine
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latérale de Argl76.

Le ligand L9 forme aussi une liaison hydrogéne XH- - - 7 avec Lu au cours de la tra-
jectoire de production. Cette liaison hydrogeéne est formée entre le groupement OH du
résidu Tyr172 et le cycle aromatique du groupement diméthylphényl du ligand (liaison
hydrogene représentée en trait pointillé bleu sur le snapshot nommé L9 de la Figure
5.4.2, p. 173). En effet, les groupements phényl jouent le role d’accepteur de liaison hy-
drogéne lorsqu’un groupement donneur (le cas du OH du résidu Tyr172 ici) pointe vers
le centre ou a proximité du centre de celui-ci [118]. Comme indiqué dans le Tableau 5.7
(p- 169), le ligand L9 forme aussi une liaison hydrogene directe avec le CO du squelette
peptidique du résidu Alal35 ainsi qu'un pont Lu-solvant-ligand avec le résidu Ser134.
Bien que ce soient les seules liaisons hydrogene présentes sur plus de 60 % de la trajec-
toire, il est a noter que deux autres liaisons hydrogene maintenues sur 46 % et 59 % de
la production (absents du Tableau 5.7) pourraient également contribuer a la stabilité de
ce ligand par ailleurs tres hydrophobe : les liaisons hydrogene respectives formées avec
le résidu Tyr192 et le résidu Tyr172 (liaisons hydrogeéne représentées en traits roses dans

le snapshot nommé L9 dans la Figure 5.4.2, p. 173).

Bien qu’ayant des structures tres différentes, les ligands L2, L7 et L11 arborent des
poses similaires dans lesquelles une partie des ligands (entouré en magenta dans les
snapshots correspondants de la Figure 5.4.2, p. 173) fait protubérance dans le solvant
alors que l'autre partie (entouré en orange dans les snapshots correspondants de la Fig-
ure 5.4.2, p. 173) se trouve dans un environnement hydrophobe constitué des résidus
Ser134, Alal35, Metl67, Asn168 et Pro169 avec lesquels les ligands font des contacts
de van der Waals sur plus de 80 % de la trajectoire. Pour chacun de ces ligands, la partie
qui fait contact avec la région hydrophobe contient une structure cyclique (simple ou
double) liée a un ou deux atomes de chlore. Pour les ligands L7 et L11, des interac-
tions m — 7 sont observées avec la liaison peptidique formée entre les résidus Asn168

et Prol69. Ces interactions viennent s’ajouter aux liaisons hydrogéne formées entre le
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N de Alal35 et ces ligands. Ce dernier phénomene ne concerne pas le ligand L2 pour
lequel le chlorophényl ne fait que de simples contacts de van der Waals avec Pro169. Les
interactions de van der Waals, les interactions = — 7 et les liaisons hydrogene semblent
permettre, ensemble, de renforcer la stabilité des ligands L7 et L11 au cours de la tra-
jectoire de production malgré leur partie flexible qui fait protubérance (entouré en rose,

dans les snapshots correspondants de la Figure 5.4.2, p. 173).

Enfin, comme indiqué dans le Tableau 5.7 (p. 169), le ligand L20 fait trois liaisons
hydrogene directes avec les résidus Thr174, Arg176 et Thr190 et un pont Lu-solvant-
ligand avec le résidu Tyr192 par I'intermédiaire d'une molécule d’eau. Bien que ce ligand
possede une charge globale de -1 (situé sur le groupement COO", Figure 5.9, p. 157),
aucune liaison hydrogene ionique n’est formée avec la protéine: le groupement COO",
lié a un groupement phényle, fait protubérance dans le solvant ne contribuant donc pas
a pénaliser la liaison de ce ligand sur Lu du fait du phénoméne de désolvatation tres
défavorable énergétiquement dans le cas de ce type de groupement chargé. Néanmoins,
ce groupement chargé peut faire des interactions électrostatiques avec le résidu Argl76
tous deux distants de moins de 7 A. Cette interaction électrostatique pourrait favoriser

la liaison hydrogene qui est formée entre le ligand et le résidu Argl76.

Dans 'analyse précédente, nous avons pu observer que les 12 ligands restants se lient
a Lu grace a des liaisons hydrogene directes établies avec les résidus et/ou grace a des
ponts Lu-solvant-ligand ainsi que par des contacts de van der Waals, mais aussi grace
a des interactions électrostatiques (ce dernier type d’interaction de concerne que le li-
gand L8, Figure 5.4.2, p. 173). Dans les complexes analysés, 'eau joue souvent un role
d’intermédiaire pour la liaison des ligands et favorise donc le maintien des ligands sur Lu
pendant les simulations. Cependant, ces interactions ne sont pas prises en compte dans
les calculs d’énergie de liaison avec la méthode de calcul XSCORE puisque ce dernier
ne considere que les liaisons hydrogeéne directes entre la protéine et le ligand. Par con-

séquent, les énergies des complexes formés par les ligands L6, L8, L9, L14, L16, L17 et
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L20 qui se lient a Lu par I'intermédiaire d’au moins une molécule d’eau sont vraisem-

blablement sous-évaluées par XSCORE.

5.4.3 Différences entre les résultats DOCK®6 et les résultats rDOCK

Les ligands ligA et ligB ont été obtenus en utilisant le programme DOCK6 a I'étape de
docking. Pour autant, dans le top-20 du classement final, les ligands DOCK6 ne sont
quau nombre de trois : les ligands L1b, 116 et L17 qui sont respectivement classés aux
rangs 4, 16 et 17 (Tableau 5.3, p. 156). Afin de comprendre a quoi est due cette faible
proportion de ligands DOCK6 dans le top-20 du classement final, nous avons analysé les
ligands de la liste DOCK®6 et ceux de la liste rDOCK.

En analysant le top-50 et le top-100 du classement final (obtenu sur toutes les listes
confondues), nous y avons trouvé respectivement les 12 et les 20 meilleurs ligands de la
liste DOCK6. Ces ligands DOCK®6 sont plus flexibles (en moyenne 8 liaisons flexibles) que
les ligands des listes rDOCK (en moyenne 5 liaisons flexibles). De plus, parmi les ligands
DOCKS®6 retenus, les ligands L5 et L8 possedent chacun un groupement chargé (soit les
groupements respectifs NH* et COO") avec lequel ils forment une liaison hydrogene
ionique avec les résidus respectifs Ala135 (groupement du squelette CO) et Thr174 et
Thr190 (chaines latérales). De telles liaisons hydrogene ioniques sont aussi observés
dans les complexes formés par les ligands actifs ligA et 1ligB. Dans DOCK®6, I'absence de
prise en compte des phénomenes de solvatation (sauf au travers de la permittivité relative
qui permet d’atténuer les interactions électrostatiques, Tableau 1.1, p. 49) semble donc
assez logiquement favoriser les ligands qui peuvent former des interactions ioniques. Ce
n’est pas le cas de rDOCK qui prend mieux en compte la solvatation au travers de calculs
faits a partir de la surface accessible au solvant (Tableau 1.1, p. 49 ; vide infra).

Les ligands rDOCK prédominent en nombre dans le top-20 du classement final. Ces

ligands sont moins flexibles que les ligands DOCK6 et ne présentent aucune charge a
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I'exception du ligand L20. De plus, cing, trois et un ligands rDOCK forment respec-
tivement une, deux et trois liaisons hydrogene directes avec Lu. Le nombre de liaisons
hydrogene direct formé entre les ligands rDOCK et Lu est donc plus faible par rapport a
ce qu’'on observe entre les ligands DOCK6 (L5, L8 ainsi que les ligands actifs ligA et ligB)
et Lu qui forment trois liaisons hydrogeéne avec la protéine.

Etant donné que le nombre de liaisons hydrogéne formé avec Lu ne semble pas ex-
pliquer les différences de proportion entre les ligands DOCK®6 et les ligands rDOCK dans
le top-20 du classement final, nous avons ensuite analysé les régions d’interaction oc-
cupées par chaque type de ligand. La région occupée par les poses générées par DOCK6
est similaire a celle occupée par le programme rDOCK (Figure 5.11). Le programme de
docking rDOCK a tendance a positionner les ligands un peu plus vers le résidu Val178
alors que la région d’interaction occupée par les ligands DOCK6 (L5, L8, ligA et ligB) est
limitée par les résidus Argl76 et Thr188. Parmi les ligands rDOCK-1 qui ont été retenus
a la fin du criblage (L7, L16 et L17), on constate que les ligands .7 et L16 occupent une
région d’interaction limitée par la zone en magenta alors que le ligand L17 occupe une
région bien différente (zone en cyan). Cette différence est due a la taille des ligands et a
leur structure : comparé aux ligands L7 et L16, le ligand L17 est de plus grande taille et
présente une plus grande flexibilité (13 liaisons flexibles pour le ligand L17 contre trois
et quatre liaisons flexibles respectivement pour les ligands L7 et L16 ; (Tableau 5.3, p.
156 et Figure 5.9, p. 157). Le ligand L17 peut donc étre « étendu » afin de faire des
contacts sur une plus grande région de la protéine. Les ligands issus des listes DOCK6 et

rDOCK font donc en général des interactions avec les mémes résidus.
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Région DOCK6 Région rDOCK-1

“Met167

Région rDOCK-2

169

Figure 5.11: Régions occupées par les ligands DOCK6 et rDOCK (en magenta et en cyan).
La région colorée en cyan correspond a la région de liaison du ligand tres flexible L17

(ligand rDOCK-2).
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Le grand nombre de ligands rDOCK trouvé dans le top-20 du classement final montre
que le programme rDOCK a permis de mieux estimer I'’énergie des complexes des la
premiere étape de criblage. Il semble donc que la fonction de scoring primaire rDOCK

évalue mieux les complexes que la fonction de scoring primaire DOCK®6.

Ligand Liste MW (g/mol) HBD HBA LogP PSA (A%) Nombre de liaison flexible charge globale Score Rang
L2 rDOCK-1 494.422 0 5 6.08 47 7 0 7.274 1
L3 rDOCK-3 440.89 1 6 6.61 72 5 0 7.248 2
ligA DOCK6 474.3 2 8 1.83 112 6 -1 7.110 3
L5 DOCK6 522.069 4 7 3.49 92 12 +1 7.085 4
L6 rDOCK-3 449.554 0 5 6.71 62 7 0 7.025 5
L7 rDOCK-2 367.857 1 3 5.68 46 3 0 7.014 6
L8 DOCK6 501.559 2 8 5.57 116 10 -1 7.002 7
L9 rDOCK-1 414.553 2 5 6.73 62 5 0 6.977 8
L11 rDOCK-1 437.33 0 5 4.53 43 3 0 6.930 9
ligB DOCK6 440.4 1 7 3.76 102 7 -1 6.884 10
L14 rDOCK-1 498.421 0 6 4.45 59 7 0 6.865 11
L16 rDOCK-2 455.587 2 6 6.30 85 4 0 6.857 12
L17 rDOCK-2 524.645 0 8 6.75 99 13 0 6.829 13
L20 rDOCK-1 513.57 3 8 3.68 136 6 -1 6.750 14

Tableau 5.8: Caractéristiques physico-chimiques des 12 ligands retenus apres analyse et des ligands actifs ligA
et ligB (en gras). Les scores de chaque ligand sont montrés dans la colonne Score. La deuxiéme colonne est la
liste dans laquelle est issu chaque ligand. Le nombre de donneur de liaison hydrogeéne (HBD) et d’accepteur
de liaison hydrogéne (HBA) pour chaque ligand est aussi montré. Le rang de chacun de ces ligands dans ce

nouveau classement apparait dans la derniére colonne.

Enfin, lorsqu’on réalise un classement avec les 12 ligands restants et les ligands actifs
ligA et ligB, on constate que les ligands L2 et L3 ont un rang supérieur a celui du ligand
ligA, classé en 3¢ position. Le ligand actif 1ligB est quant a lui classé au rang 10, avec les
ligands L5-L9 et L11 qui ont une affinité prédite meilleure que celle de ligB. Ces ligands

L2, L3, L5-L9 et L11 vont prochainement étre testés in vitro.
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Conclusion et perspectives

Dans cette theése, nous avons recherché des inhibiteurs de l'interaction Lu-Lna5 grace a
un protocole de criblable virtuel qui a préalablement été validé sur la protéine CD80.
Nous avons pu identifier sur cette protéine un site de liaison similaire a celui prédit
sur le second domaine N-terminal de Lu. Ce protocole de criblage contient une étape
de docking, une étape de relaxation des complexes et enfin une étape d’évaluation des

affinités des ligands pour la protéine cible.

Plusieurs conclusions intéressantes ont pu étre obtenues a partir des travaux menés
sur CD80 et sur Lu. Nous avons identifié un site de liaison précis sur CD80 ainsi qu'une
pose associée aux 17 ligands étudiés sur cette protéine. Cette pose a été validée en com-
parant les affinités calculées par plusieurs méthodes de calculs (XSCORE, MM-PBSA et
FMO) aux affinités expérimentales de ces ligands. Nous avons notamment constaté que
les différents types de calcul de chimie quantique ne sont pas équivalents du point de vue
de la pertinence des résultats associés puisque des calculs d’énergie d’interaction CD80-
ligand avec une méthode semi-empirique (PM6-DH2X dans MOPAC) donnent des résul-
tats insatisfaisants comparés aux résultats obtenus avec des calculs ab initio (FMO). Les
calculs FMO nous ont notamment permis d’obtenir un découpage des énergies d’interaction
par résidu, ce qui nous a renseigné sur les régions d’interaction les plus fortes et les plus
faibles sur CD80. Ces résultats obtenus pour CD80 sont des résultats trés importants pour
la recherche d’inhibiteurs de l'interaction de cette protéine avec chacun de ses partenaires
biologiques CTLA-4 et CD28, interactions impliquées dans de nombreuses maladies telles
que les maladies auto-immunes et les cancers. En effet, la connaissance du site de liai-
son de petites molécules sur CD80 ainsi que leur pose sont des informations importantes
qui permettent d’orienter les étapes de docking et de sélection de ces molécules dans un
criblage virtuel. D’autres résultats importants ont été obtenus lors de I'élaboration du

protocole de scoring sur CD80. D’abord, nous avons constaté que les résultats de scoring
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obtenus avec FMO dépendent de la méthode d’échantillonnage utilisée. En effet, dans
le systeme CD80-ligand que nous avons étudié, les résultats de scoring sont moins bons
si on réalise un échantillonnage par clusterisation plutét qu'un échantillonnage systéma-
tique. Puis, nous avons constaté que FMO est tres sensible a la géométrie. En revanche,
nos résultats ne sont pas différents si les calculs FMO sont réalisés sur des géométries
minimisées avec CHARMM ou par chimie quantique. De cette observation, nous pou-
vons dire que la géométrie minimisée avec CHARMM ne varie pas de celle minimisée
par chimie quantique et que la méthode de minimisation par mécanique moléculaire
apporte, dans le cas du systeme CD80-ligand, un niveau de précision comparable a la

méthode de minimisation par chimie quantique.

Pour la recherche de potentiels inhibiteurs de I'interaction Lu-Lna5, nous avons util-
isé un protocole légerement différent de celui qui a permis de reproduire les affinités
expérimentales des ligands sur CD80. En effet, dans le protocole appliqué a Lu, nous
avons réalisé des calculs de docking avec et sans molécules d’eau explicite (programmes
respectifs rDOCK et DOCK6). Puis, aprées avoir relaxé les complexes par une simulation
DM, ce sont deux étapes d’évaluation des énergies de complexation (avec XSCORE) qui
ont été réalisées (au lieu d’'une seule étape dans le protocole validé sur CD80) afin de
permettre la sélection des ligands. Ces étapes d’évaluation des énergies de complexation
ont été réalisées sur des géométries non minimisées puisque nous avons constaté que
I'étape préalable de minimisation des géométries n’est pas nécessaire lorsque les calculs
d’énergie sont réalisés avec XSCORE. En revanche, les résultats de scoring obtenus avec
XSCORE sont fortement dépendants du nombre de géométries pour lesquelles les éner-
gies d’interaction sont calculées. En effet, les valeurs d’énergie de complexation ainsi
que le classement des ligands qui en découle seront trés différents selon que les calculs
sont réalisés sur la seule géométrie du complexe protéine-ligand issue du docking ou sur
un ensemble de géométries d'un méme complexe extraites d’'une trajectoire de simula-

tion DM dans lequel ce complexe est relaxé. En considérant plusieurs géométries issues
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d’une trajectoire de DM, les résultats de scoring sont plus précis puisque la flexibilité des

complexes est prise en compte.

Trois molécules, issues d’'un premier criblage de molécules ZINC, ont été testées
par deux membres de I'équipe 1 expérimentale de notre UMR, Wassim El Nemer et
Sylvie Cochet. Spécialiste de Lu, Wassim El Nemer a testé I'efficacité de ces molécules
en utilisant la plateforme Venaflux qui permet de mimer le flux sanguin et ainsi de
mesurer 'adhérence des globules rouge drépanocytaires a Lna5 préalablement fixée. De
cette étude expérimentale, deux molécules (ligA et 1ligB) se sont révélées actives et font

actuellement 'objet de deux dép6ts de brevet aupres du Bureau Européen des Brevets.

Dans le criblage réalisé dans cette étude, nous avons retenu 12 ligands. Lors de
I'analyse des complexes formés entre ces ligands et Lu, nous avons constaté que la liai-
son de la plupart de ces ligands est renforcée par au moins un pont Lu-solvant-ligand.
Enfin sur une région de liaison plane telle que celle observée pour le domaine D2 de
Lu, la présence de liaison hydrogéne entre les ligands et la protéine semble renforcer la
stabilité des ligands dans les simulations DM. Parmi ces ligands, neuf ont un meilleur
score que le ligand actif ligB ; ce dernier occupant le rang 10 dans le classement des 12
ligands restants. Parmi ces neuf premiers ligands, deux ligands ont un meilleur score
que le ligand ligA qui occupe le rang 3 dans ce méme classement. Ces ligands seront
prochainement testés dans les mémes conditions que pour les ligands ligA et ligB par

notre équipe expérimentale.

Parmi les perspectives de ce travail, la détermination de la structure des complexes
formés entre Lu et les ligands actifs ligA et 1ligB par cristallographie aux rayons X con-
stituera ensuite une étape essentielle afin de valider nos prédictions. Cette perspective
permettra aussi d’optimiser l'affinité des ligands ligA et ligB sur Lu apres modifications
que nous pourrions proposer sur leur structure. Dans cette phase d’optimisation de
ces ligands, les modifications structurales proposées pourront étre réalisées par 'équipe

MEDCHEM du Département de Pharmacochimie Moléculaire de 'Université Joseph Four-
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rier (Grenoble).

Dans une stratégie globale de développement d’'une molécule a vertu thérapeutique,
la condition d’une affinité élevée pour la protéine cible n’est pas une condition suffisante.
L’échec de la plupart des molécules dans les phases cliniques est d1 a leurs mauvaises
propriétés ADME. Dans le cadre d’'une collaboration qui resterait a établir, des tests pré-
cliniques pourraient étre envisagés sur des modeles cellulaires afin de déterminer les pro-
priétés d’absorption par I'intestin de ces molécules, de métabolisme par les enzymes de
dégradation du foie ainsi que leur toxicité éventuelle (effets secondaires a court terme).
En particulier, certaines des propriétés pharmacocinétiques des molécules pourraient étre
déterminées par des tests sur des microsomes hépatiques qui contiennent la plupart des
enzymes impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques (cytochromes P450 ou flavin
monooxygénases). La détermination des propriétés d’absorption peut étre réalisée grace

a des modeles in vitro (Caco-2 pour les tests de perméabilité).
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Abstract

In the pathogenesis of vaso-occlusive crises of sickle cell disease, red blood cells bind to
the endothelium and promote vaso-occlusion. At the surface of these sickle red blood cells,
the overexpressed protein Lutheran strongly interact with the Laminin 511/521. To hinder this
protein-protein interaction, a virtual screening was performed with 395 601 coumponds that
target Lutheran. Prior validation of a robust docking and scoring protocol was considered on
the protein CD80 because this protein has a binding site with similar topological and physico-
chemical characteristics and it also has a series of ligands with known affinity constants. This
protocol consisted of multiple filtering steps based on docked scores, molecular dynamics simu-
lations, post-screening scores, and molecular properties. We identified four molecules that have
good structural and physico-chemical properties. These four molecules thus represent promising
candidates to hinder this protein-protein interaction.

Keywords: Drepanocytosis; Lutheran protein; protein-protein interaction;
molecular docking; molecular dynamics simulations; scoring function.

1 Introduction

Drepanocytosis is a genetic blood disorder characterized by red blood cells that assume an ab-
normal, rigid, sickle shape. Sickling decreases the cells’ flexibility and results in a risk of various
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complications. The hallmark of sickle cell disease is episodic and painful vaso-oclusion. Vaso-
occlusion is caused by a strong adhesion of sickle red blood cells and leukocytes to the vascular
endothelium. By adhering to the vascular endothelium, erythrocytes and leukocytes reduce the
lumen of the vessels and reduce the blood flow. In vitro studies indicate that the adhesion of sickle
erythrocytes to the vascular endothelium is important in the pathogenesis of vaso-occlusive crises
of sickle cell disease [1,2].

This phenomenon is explained by an abnormal expression and activation of several membrane
proteins on the surface of sickle red blood cells that strongly interact with the components of
the endothelium and the sub-endothelial matrix. Adhesion proteins which are responsible for
the vaso-occlusion are both Lu/BCAM and ICAM-4 expressed by the mature red blood cells and
reticulocytes. In the case of sickle cell disease, these cells overexpress Lu/BCAM. Both Lu/BCAM
and ICAM-4 promotes adhesion of sickle erythrocytes to the endothelium through the interaction
with Laminin 511/521 of the sub-endothelial extracellular matrix and endothelial integrin aV33,
respectively [3].

Lutheran (Lu) blood group antigens and the basal cell adhesion molecule antigen (BCAM) are
carried out by two glycoprotein isoforms of 85 and 78 kDa, respectively, and differ in the length
of their C-terminal cytoplasmic domain. Therefore, Lu and BCAM share identical extracellular
domains composed of one V-set and four C2-set domains [4]. Since these extracellular domains
are identical and are those of interest in this study, this protein will be designated as Lu in the
following. In the case of sickle cell disease, the glycoprotein Lu is the only receptor for Laminin
511/521 [5,6]. Laminins (Ln) are major protein components of the basal lamina and are het-
erotrimers formed by three subunits designed «, 8 and « chains. These subunits form 16 isoforms
of Ln with Ln 511 and 521 which both contain the o5 chain. Lnab consists of five globular do-
mains LG1-LG5 at its C-terminus which can specifically interact with few integrins, a-dystroglycan,
syndecan-4 and Lu [7]. Lu seems to interact with a binding site found only in the a5 chain. No
crystallographic structure of these domains of Lna5 is currently available.

The only drug currently approved by the US Food and Drug Administration (FDA) for the treat-
ment of sickle cell disease is hydroxyurea. Hydroxyurea inhibits the intracellular phosphorylation
of Lu that happens before interaction with Lna5. This treatment significantly reduced the vaso-
occlusive crises in adults with sickle cell disease, but is less effective in children [8]. Furthermore,
hydroxyurea treatment causes significant side effects such as bleeding or convulsions. It is there-
fore important to find other drug candidates to reduce the vaso-occlusion in patients with sickle
cell disease. The inhibition of the interaction between Lu and Lna5 is another strategy to fight the
vaso-occlusion crises. This strategy is also of major interest in the research of drugs against cancer
since it has been found that the binding of Lu to Lna5 promotes tumor cell migration [9]. The
search of protein—protein interaction (PPI) inhibitors is notoriously difficult but is an important
area in drug discovery because of the primary role of this type of interaction in many diseases. The
search for inhibitors of the interaction Lu-Lnab has already been carried out in 2011 by Kikkawa
et al. [10]. They have found that an antibody directed against the second N-terminal domain of
Lu could lead to an inhibition of the interaction by steric hindrance.

To identify a PPI inhibitor with a high probability of binding to Lu for the inhibition of the Lu-
Lnab interaction, a virtual screening procedure was used that consists in the following four steps:
(a) identification of a ligand binding site for the compounds, (b) docking of compounds from the
molecular database ZINC [11,12], (¢) geometric relaxation of the protein—compound complexes
by molecular dynamics (MD) simulations, and (d) secondary scoring after the relaxation procedure



by using a more sophisticated calculation of the protein—compound interaction energy. The steps
b to d will be hereafter referred to as docking and scoring protocol.

To find the binding site on Lu (step a) and to derive a reliable and robust docking and scoring
protocol, we wanted to find a homology or analogy relationships between Lu and one or more
proteins in interaction with a partner (either a small molecule or another protein). Indeed, in
performing this search, our purpose was twofold: first, the binding site on Lu can be expected
to be the same as for a homolog or similar protein that binds with a partner; second, a docking
and scoring protocol can be tested and improved by using a homolog or analog of Lu that binds
a series of ligands with known affinity constants. This last purpose rests on the observation that
the performance of a given docking and scoring protocol is system dependent. Thus, performance
is expected to be similar for similar protein system. Unfortunately, although remote homologs
could be found, none of them satisfied the condition of having known ligands with known affinity
constants. To derive a robust docking and scoring protocol, we therefore used the V-set domain
of the protein CD80 that satisfied the three following conditions: (i) a crystal structure of this
domain exists in the Protein Data Bank (PDB) [13-15]; (ii) a series of ligands with known binding
constants are available; (iii) its binding site shares some structural similarities with that, predicted,
of Lu. It is worth mentioning that a lot immunoglobulin domains of antibodies in complex with
other molecules exist in the PDB; however, the binding region involved is always the antigen-
binding sites that consist of the variable loops (the complementarity determining regions), and
is thus very different in topology from the ligand binding region of CD80 that is found on top of
B—strands. The protocol that was validated was applied to Lu and consisted in the three following
steps: first, screening the molecular database ZINC [11, 12]; second, performing MD simulations
to provide flexibility to the selected complexes; third, evaluating the interaction energy of all the
complexes to find the best binders.

We shall begin by describing all the search, modelling, simulation protocols in the section 2.
The following results will then be presented: in section 3.1, the docking and scoring procedure
that was validated for CD80 and, in section 3.2, the results of this procedure that was then applied
to Lu for the screening and filtering of the compounds extracted from the ZINC database [11,12].
The results for the compounds that were found as good binding candidates will then be discussed.

2 Materials and Methods

2.1 Identification of similar systems

Our screening procedure for the identification of molecules with a high probability of binding to
Lu comprises the following steps: (i) identification of a ligand binding site for the compounds, (ii)
docking and scoring (steps b to d as above-defined).

For the identification of a ligand binding site on Lu, four different approaches were employed
to find homologs or analogs. First, a BLAST analysis was performed to find homologous that have
known partners (protein or compound) and for which an experimental structure of the complex
exists. Second, for the proteins with low sequence identities (less than 30%), their structures were
aligned with those of Lu since the homology relationship is not guaranted below this threshold;
hence, relying on both the sequences and the structures allows finding remote homology relation-
ship. Third, another finding strategy using PDBeFOLD [16], VAST [17], VAST+ [18], DALI [19],
and the 3D-similarity tool in the PDB [13] consists in identifying distant homologs that cannot be



recognized by sequence comparison and that relies on protein three-dimensional structure align-
ment only. Fourth, local similarities with several putative binding site on Lu were searched by
more local structural alignment algorithms such as POSSUM [20], GIRAF [21], Phyre2 [22] (sec-
tion 3.1). Unfortunately, although remote homologs could be found, none of them satisfied the
condition of having known ligands with known affinity constants. Thus, in step a, to predict the
binding site on Lu, we relied on the consensus results obtained from four binding site prediction
webservers: Q-SiteFinder [23], eFindSite [24], FTSite [25], and SiteHound [26]. These web-
servers predicted a large binding region on the second N-terminal domain of Lu that is mainly
defined by charged and hydrophilic residues near residues Glu132/Asp133 (top of Figure 1).

[Figure 1 about here.]

The purpose of finding homologs or analogs was not only to find a binding site on Lu, but also
to challenge a docking and scoring protocol on known protein-ligand systems. For this purpose,
we finally selected the protein CD80 in the TIMBAL database [27]. This protein contains a V-set
domain for which a series of compounds were designed to inhibit its interaction with the protein
CTLA-4. However, the ligand binding region is unknown. To delineate this region, we therefore
relied (i) on the crystallographic structure of the CD80-CTLA-4 complex (PDB code 1I8L), (ii) on
binding site prediction webservers, and (iii) on mutational studies [28]. The following webservers
for prediction of binding sites were used: eFind-Site [24], Surfnet in Metapocket [29], FT-Site
[25], and Site-Hound [26]. Only Surfnet and eFind-Site have provided interaction sites that are
in agreement with the few experimental mutation studies [28]. In the prediction result of binding
pocket of CD80 by eFind-Site, the residues Tyr31 and Arg29 are predicted, as well as the residues
Met43, Ser44, Val83, Leu85, and Thr41. Except for Ser44, all these residues are displayed on part
(a) of Figure 2. Such residues coincide with those that interact with CTLA-4 [30]. Though not
found in the interaction site of CD80 with CTLA-4, the residues Asn48 and Trp50 are predicted
by Surfnet [29] and are considered to be important in the binding between CD80 and small
inhibitory molecules; indeed, the CD80 mutants W50A and N48K decreased the affinity of the
inhibitory molecules [28].

[Figure 2 about here.]

Despite the low percentage of sequence identity of 16 % between the C2-set domain of Lu
and the V-set domain of CD80, the analysis of these two domains indicates similarities in terms
of topology and polarity (Figure 2). Indeed, webserver-based prediction of the interaction site
of Lu indicates that this site consists of 5—strand forming residues, which is also the case of the
CD80 binding site (Figure 2). For the two proteins, the S—strands thus correspond to a shallow
interaction site. Moreover, the polarity of these regions is also similar (Figure 2): hydrogen bond
forming residues were found in greatest proportion (Ser, Thr, Asn, and GIn) along with some
hydrophobic residues (aromatic and aliphatic) and charged residues (Arg and Glu). In parts (c-
e) of Figure 2, the backbone of the structure of the V-set domain of CD80 (in green) have been
superimposed on that of Lu (in khaki). First, one can observe that the respective strands in the
center of the binding zone (circled in purple) are almost perfectly superimposed (note that, for
example in Figure 2(e), the two structures were slightly shifted for clarity purpose). Second,
the charged residues are mainly found on the boundary of this binding center (Figure 2(c),(d))
while the hydrophobic residues, which include tyrosine and threonine residues, are found in large



quantities inside this binding center (Figure 2(e)). Since the performance of a given docking
and scoring protocol is system dependent [31], the similarities between these two domains lend
confidence that the protocol able to reproduce the experimental results for CD80 will provide
reliable results for Lu. Finally, CD80 was also chosen because of the availability of more than a
hundred of ligands with known affinity constants (IC50) [32]; this will be helpful when inferring
the ligand binding poses from the structure-activity relationships (section 3.1).

2.2 Preparation of the protein structures

The crystal structures of Lu and CD80 were obtained from the PDB [13-15] (PDB code 2PET [33]
for Lu, and 1I8L [30] and 1DR9 [34] for CD80). Only the two N-terminal domains of Lu and
CD8O0 are available in these respective structures.

Due to the poor resolution of the two PDB structures containing CD80 (3 A for each of the
available structures with PDB codes 1DR9 [34] and 1I8L [30]), an optimization of the V-set do-
main structure was performed, followed by an analysis with PROCHECK and WHATTIF [35, 36].
During this geometry optimization with the CHARMM program, the V-set domain was immersed
in a layer of water; the force field CHARMM36 was used [37]. PROCHECK and WHATIF are pro-
grams that allow a detailed examination of the stereochemistry of a protein structure [35, 36].
As the stereochemical and packing issues were similar for both initial crystallographic structures
(1DR9 and 11I8L), the structure of 1DR9 was chosen for further structure refinement and for the
docking protocol. This choice was motivated by the comparison of the B-factors of the two respec-
tive crystallographic structures, the lower average values being observed for 1DR9 (41 + 11 A?
for 1DRY and 52 + 25 A2 for 118L).

Before any docking step and in a view to improving the overall stereochemistry and the packing
of the atoms of the targeted domain of CD80, a minimization procedure was considered after
the immersion of the entire domain in a shell of water molecules: only the solvent molecules
were first minimized for 1000 steps, followed by 5000 steps minimization of the whole system.
All the minimisation steps were performed with the conjugate gradient algorithm and the root-
mean-square energy gradient was less than 0.5 kcal/(mol.A); the electrostatic and van der Waals
interactions were truncated at the range of 11-14 A using force switching. After the minimization,
the sterochemical issues (bond length and torsion and valence angles for the backbone and side
chains) along with the packing issue for the residues in binding site Arg29, Tyr31, GIn33, Lys36,
Thr41, Met43, Asp46, Asn48, and Trp50 were solved. Among the solved issues, unusual ¢ and
dihedral angles were solved for Lys36; unusual x; and x» dihedral angles were solved for Tyr31
(for which the x» value was not between —90 and 90) and for GIn33, Met43, Asp46, Asn48, and
Trp50 (for which, in the crystallographic structure, the respective x; value was more than 2.0
standard deviations away from the ”ideal” mean value). Moreover, abnormal short interatomic
distances resulting from steric hindrance were solved for Arg29 (Arg29-N «+» Thr28-CG2), GIn33
(GIn33-NE2 «» Lys36-CA), and Met43 (Met43-SD «» Thr41-CG2). The final minimized structure of
CD80 was used in the docking step (vide infra). Minimizations were performed with the program
CHARMM and by using the CHARMM36 force field [37].

No further relaxation of the crystallographic structure of Lu was considered given (i) its high
resolution (1.7 A) and (ii) the absence of stereochemical or packing problems in the targeted
domain (residues 116-231) that were checked by the programs PROCHECK [35] and WHATIF
[36].



2.3 Validation of the docking and scoring methodology

To validate the screening protocol, we first applied the above-mentioned steps b—d, as defined in
the Introduction, to another protein, CD80, that contains a V-set domain for which a series of com-
pounds exist that were designed to inhibit its interaction with the protein CTLA-4. In step b, the
docking computations were performed using DOCK6 [38]. Rather than using ZINC compounds,
in this validation step, nine known ligands of CD80 with a wide range of IC50 values (from 7 nM
up to 6 000 nM) were chosen (Table 1). We could not perform redocking calculations to validate
our protocol by reproducing an experimental protein-ligand complex since no crystallographic
structure of Lu or CD80 in complex with a small ligand exists.

The docking procedure accounts for ligand flexibility while the protein is treated as rigid.
One or more anchor fragments (e.g., rigid units, such as rings with six or more atoms of each
compound) are overlaid in 100 orientations on the identified binding site of the protein. The
remainder of the ligand is then built bond after bond, with a rotation around each added bond
in 10° increments to identify the most favorable orientation based on the interaction energy (van
der Waals and electrostatic contributions only) between the protein and the compound under
construction [38]. Intermolecular interaction energies calculated only with van der Waals and
electrostatic contributions lead to an initial ranking of the nine compounds (primary scoring after
the docking step b). However, this ranking generally lacks precision, usually due to neglected
solvent effect and to a rigid protein structure. Thus, in step d, the intermolecular interaction
energies were further evaluated by secondary scoring methods that are more accurate such as
MM-GBSA [39,40], XSCORE [41], and DrugScore [42] for comparison with the nine experimental
IC50 values.

Prior to this energy re-evaluation performed in step d, these compounds are subjected to MD
simulations in step ¢ to account for protein flexibility and for the solvent effect. In this step ¢, both
the protein and the compound can change their structure such as to increase their interaction
and complementarity (e.g. a hydrogen bond donor in the protein can move to face an acceptor
in the compound). This step therefore allows overall structure refinement for the subsequent
secondary scoring procedure (step d). In this last step, the force field CHARMMS36 was used for the
protein and the force field CGenFF was used for the ligands (hereafter referred to as CHARMM36—
CGenFF) [43]. Three alternative representations of the water surrounding were tested for the MD
simulations: no water, implicit representation, and explicit representation. For the implicit solvent
representation, Langevin molecular dynamics (LD) [44] simulations were performed that allow
approximating the effects of solvent molecules not explicitly present in the system in terms of
a frictional drag on the solute (protein and ligand), as well as random bumps associated with
the thermal motions of the solvent molecules. For the explicit solvent representation, stochastic
boundary molecular dynamics (SBD) [45] simulations of each protein-ligand complex were also
carried out where the protein and ligand are immersed in a sphere of water molecules of 32-A
radius. This sphere size is sufficient to provide a hydration shell around the binding site of the
complex. A potential was imposed at the water—-vacuum boundary to avoid evaporation.

All the LD and SBD simulations were performed with the CHARMM program [37]. All the
protein-ligand complexes were first energy-minimized and then heated from 0 to 300 K using a
step of 10 K. Heating (60 ns) and equilibration (80 ns) periods were followed by a production
period (200 ps). This relatively short simulation length will be sufficient for local geometric relax-
ations in the presence of water. Nevertheless, this length could not be too much extended since



our goal was to apply this same protocol to find Lu binders in a large subset of ZINC database. In
the simulations, the electrostatic and van der Waals interactions were truncated at the range of
11-14 A using force switching. An integration time step of 1 fs was used along with the SHAKE
algorithm to constrain all covalent bonds involving hydrogen atoms [46]. Coordinates were saved
every 250 fs, yielding a total of 800 conformations from which 40 and 100 structures that are
evenly spaced were selected for the secondary scoring.

The following secondary scoring methods were evaluated on the nine complexes: two variants
of the MM-GBSA approach (hereafter named GB®Z¢ [40] avalaible in the AMBER module of
DOCK6 and GBH“T [39] avalaible as secondary scoring function in DOCK6), DrugScore [42], and
XSCORE [41].

2.4 Screening procedure for Lu

The docking and scoring protocol (steps b to d) that yielded the best results for CD80 was then
applied to Lu. However, for Lu the step b here corresponded to the screening of the ZINC database
[11,12] whereas only nine known compounds were used for CD80 to set up this protocol. In this
step b, the docking procedure that provided the results that are consistent with experimental data
for CD80 was used for Lu.

In the step b, 395 601 compounds were docked: 265 881 compounds were extracted from
the Clean Drug-like category (compounds with drug-like properties); 129 720 compounds were
obtained from All-clean category (compounds that are purchasable). In the Clean Drug-like and
All-clean categories, all the compounds have no functional groups known to initiate toxicity [11].
From the docking step of these 395 601 compounds using a rigid structure of the protein, 9 000
of these compounds were ranked on the basis of the primary scoring that uses van der Waals and
electrostatic interaction energy only. The MATCH program [47] could derive CGenFF force field
parameters for only 5 048 of the 9 000 compounds. Among these 5 048 ligands, only 82 were
retained on the basis of the following criteria: hydrogen bonds should be formed with the residues
GIn136 and Glul37 to replace those formed with a few crystallographic water molecules whose
B-factors are lower than 25 A?; alternatively, the position of the ligand should not overlap with
that of these water molecules.

In step ¢, SBD simulations were then performed for the selected ligands. The analysis of all the
MD trajectories allowed us to eliminate: (i) ligands that are making only transient contacts with
the protein (unstable); (ii) ligands for which displacement during the simulations shows some
atoms that do not perfectly substitute the water molecules with B-factors lower than 25 A?; (i)
ligands for which displacement during the simulations leads to the burying of donor or acceptor
groups. For each of the remaining 50 ligands at this step, 100 snapshots were extracted from the
respective trajectory and finally minimized in the presence of water.

In step d, for each ligand retained, the scoring by XSCORE was evaluated for the 100 extracted
snapshots and then averaged to derive the final score.



3 Results

3.1 Docking and scoring protocol validation

The program DOCK6 generates different poses for a ligand on a defined interaction site. In the
case of CD8O0, this site is delineated by the residues shown in figure 2. However, these residues
define a large region. Consequently, a huge amount of poses can be generated for the nine chosen
ligands. The structures of these ligands are shown in Table 1. To obtain an unique pose for each
ligand, we relied on the assumption that similar ligands exhibit similar binding poses [48] and
on a parallel analysis of (i) 50 different poses that DOCK6 generated for each of the nine ligands
(which amounts to 450 complexes) and of (ii) the relationship between the structures of 70 other
ligands and their published affinity constants [32]. Indeed, by examining the incidence of the
structure variation among this large ligand series on their measured affinities, the poses generated
for the nine ligands were rejected or classified as compatible with the experimental data. It is
also worth mentioning that this series of 70 ligands are structurally similar to the nine selected
ligands [32]. To further help in the decision-making process, the poses were chosen or rejected
based on conditions that favor a low enthalpy of interaction between the protein and the ligand.
Such conditions are a correspondence between the hydrophylic moieties, on the one hand, and
between the hydrophobic moities, on the other hand. Also, a maximum number of hydrogen bonds
must be formed between the protein and the ligand, and there must have no buried hydrogen bond
donor or acceptor in each of the binding partner. Among the hundred of inhibitors available for
this protein, the nine chosen inhibitors (Table 1) were selected not only because of the wide range
of binding constants covered, but also because of their diverse physico-chemical and interaction
properties, therefore (i) providing many of the above conditions to satisfy and (ii) optimizing our
chance to find the real poses.

[Table 1 about here.]

Validation of the scoring is an important step to validate the protocol. To this aim, not only
the poses should be correct but the interaction energy should also be correctly estimated. Hence,
once the poses are found to be compatible with all the experimental data and the above-defined
conditions, to further validate the protocol, the following two other conditions should be met:
(i) the relative order of the nine experimental IC50 values are reproduced and (ii) each of the
nine ligands bound to the protein is stable during the molecular dynamics trajectory. Ideally, a
linear relationship should connect the experimental affinity values to those calculated, but this
third condition is almost never met. In particular, it is notoriously difficult to obtain correlation
coefficients between calculated and experimental affinities that exceed 0.7 [49], whatever is the
secondary scoring function.

To reproduce the ranking of the nine ligands, the method GB®5¢ was first applied. This
method allows performing MD simulations without water to relax the geometries of the poses
obtained from DOCK6. When performing such MD simulations, a large amplitude movement is
observed for the carboxylate group of the ligands 2 and 8: this group is shifted by about 10 A in
the MD simulations, which is not expected to be physically meaningful. Both set of charges, AM1
and Gasteiger, were used and similar results were obtained in both cases. This large positionnal
shift is the consequence of a strong charge-charge interaction between the groups COO~ of the
ligand and a remote NHJ group of the protein, this interaction being not screened because of the



absence of water. We then used the CHARMM program with an explicit solvent model.

Each ligand pose was validated by simulations whenever, at least, three MD simulations pro-
vided stable and consistent positions for the ligand with respect to the protein. A snapshot of the
complex with the ligand 8 (ligand of higher affinity) is displayed in Figure 3. For each of the nine
ligands, 40 evenly spaced geometries were selected in one of the stable trajectories. The GBY5¢,
GBHCT  DrugScore (DS), and XSCORE scoring methods were each considered for each of the 40
geometries of each ligand.

[Figure 3 about here.]

The reported calculated ranks for each methods result from averaging over these 40 score
values with or without a prior energy minimization of the complex with the CHARMM36-CGenFF
force field combination, followed or not by a second minimization with the AMBER force field. For
the two GBSA and the DS methods, the lower the score for a ligand, the better is its affinity; the
opposite is true for the XSCORE method. Hence, a good correlation with experiment is expected
(i) when a low negative correlation coefficient is calculated for the GBSA and DS methods and (ii)
when a high positive correlation coefficient is calculated for the XSCORE method.

For the GB“T method performed on 40 geometries, no correlation is observed between the
experimental and the calculated scores, as seen in Figures 4a—c for both minimization using one
force field (CHARMM36-CGenFF or AMBER) and minimization using the force field combination.
The same conclusion is valid for GB?Z® (Figures 4d—f). Hence, it is noteworthy that the per-
formance of the two variants of the GBSA method is similar. In contrast, a good correlation is
obtained for the DS and XSCORE results (Figures 4g,h), both in terms of energy correlation and
in terms of ranking with four of the experimental top-5 ligands found in the calculated top-5 rank
(ligands 2, 8,5, 1 and 8, 1, 3, 2, respectively).

[Figure 4 about here.]
[Figure 5 about here.]

In an aim to improving the calculated ligand ranking by reducing the bias due to an insufficient
geometry sampling, 100 evenly spaced geometries were extracted and minimized (similarly to the
above 40 geometries) from each of the ligand MD trajectory. The GBH¢T, XSCORE, and DS
scoring methods were then applied (no GB?Z¢
its performance is very similar to the other GBSA method). The results obtained for the GB#¢7

calculations were considered here since, as noted,

on the 100 geometries (Figures 5a,b) show rather poor correlation with experimental results, both
in terms of energy and rank. As previously, DS and XSCORE methods perform better than GBSA
(Figures 5c,d). Though, as for the 40 geometries, only four of the experimental top-5 ligands
are found in the calculated top-5 rank for both methods, the energy correlation improves slightly
with 100 geometries for the XSCORE method. It should be stressed that, though the correlation
coefficient is only slightly higher than in the case of the 40 geometries, the ranking is better: only
one permutation (between ligands 1 and 5) is observed and the ligand 7 has an affinity that is
slightly overestimated.

The XSCORE results therefore provided the best results both for energy correlation and for
ranking. However, the explicit solvation that is used lengthens the computation time. To reduce
the computation time and thus to increase the number of ligands that could be processed in the
case of Lu, we tested the Langevin molecular dynamics simulations on these complexes (implicit



model of solvation). In Figure 5e, one can see that the correlation coefficient is high but the
ranking is worst than for an explicit solvation model (Figure 5d). This last scoring method was
therefore not retained as a protocol for Lu.

3.2 Docking and scoring for Lu

For the virtual screening on the predicted binding region of the second N-terminal domain of Lu,
we used the same protocol that led to the best results for CD80. The flowchart for the application
of this protocol to Lu is shown in Figure 6. In our screening process, the nine inhibitors of CD80
were thus substituted by 395 601 compounds that were extracted from the ZINC database; 9 000
of these compounds were ranked on the basis of the primary scoring. The MATCH program [47]
could derive CGenFF force field parameters for only 5 048 of the 9 000 compounds. These 5 048
ligands were thus retained for the subsequent steps.

[Figure 6 about here.]

The structure of Lu exhibits few water molecules with low B-factors. In particular, the B-factors
of water 244, 257, and 264 are 20, 24, and 25 A2, respectively. What is more, the first two of
them are involved in two hydrogen bonds with the residues of Lu (Figure 7): water 244 forms
hydrogen bonds with Thr140 and Glul37; water 257 forms hydrogen bonds with GIn136 and
Thr127, water 264, and water 414. Water 264 forms a hydrogen bond with waters 343 and 257
and the backbone nitrogen of Glu137 (PDB code 2PET). The combination of low B-factors and a
high number of hydrogen bonds formed implies that these water molecules should not be easily
substituted by a ligand without an enthalpy penalty, unless the ligand reproduces this network
of hydrogen bonds. By analyzing the hydrogen bonds that the 5 048 ligands make with the two
residues GIn136 and Glul37, only 34 ligands, whose atoms can reproduce the above hydrogen
bond network, were retained. To increase the number of possible ligands of Lu, we also sought
ligands that do not displace the waters 244, 257, and 264; this requires that any atoms of the
ligand being more than 4 A from the atoms O¢, nitrogen backbone, and O” of the residues GIn136,
Glul37, and Thr140, respectively. Following this filtering, 48 other ligands matched these criteria.

[Figure 7 about here.]

Before running the MD simulations, a further analysis of the protein-ligand complexes allowed
to discard those that bury donor or acceptor groups. It is noteworthy that most rejected ligands at
this stage buried the NH or CO backbone bonds of the residue Ala135. The burying of such groups
may cause an unfavorable enthalpy balance during the binding of these ligands. On the other
hand, the structures of four ligands selected at this stage were further modified to improve the
correspondence between acceptor and donor groups of hydrogen bonds and the correspondence
between the respective hydrophobic groups (for example, by adding a hydroxyl group on the
ligand to match a protein hydrogen bond acceptor). Following this analysis and performing these
few structural modifications, we ended with only 39 ligands that are more than 4 A from GIn136,
Glul37, and Thr140 and 16 other ligands that make contacts with GIn136 and Glu137 (Figure 6).

MD Simulations were then performed for the remaining 55 ligands. An analysis of all the
MD trajectories allowed us to reject (i) ligands that are making only transient contacts with the
protein (unstable), (ii) ligands whose rearrangement during the simulations causes some of its
atoms to not perfectly reproduce the hydrogen bonds found with the water 244, 257, and 264 in
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the crystallographic structure, and (iii) ligands whose rearrangement during the simulations leads
to the burying of donor or acceptor groups. After the pruning of five more ligands in following the
previous analysis, for each of the remaining 50 ligands, 100 geometries were extracted from the
respective trajectory and finally minimized in the presence of water. For each ligand retained, the
scoring by XSCORE was evaluated for the 100 geometries and then averaged to derive the final
score reported in Table 2 for some of the top hits.

[Table 2 about here.]

The ligands that do not form hydrogen bonds with residues GIn136, Glu137, and Thr140 form
the first category and will be referred to as 1z where x is a letter that is related to the rank
calculated (Table 2). In this category, only the top 10 scored ligands were analyzed. Several of the
first ten ligands make at least two hydrogen bonds with residues Thr188, Thr190, Thr174, Met167,
Tyr192, and Tyrl72 or with the backbone of residue Ser175. These contacts are supplemented
by van der Waals interactions with Met167, Thr188, Thr140, Tyr192, Thr190, Argl76, Vall65,
Glul66, and Tyr172 for most ligands (Figure 8). The following ligands with special features will
be described hereafter, namely the ligands 1a, 1b, 1c, le, 1f, and 1i. The 2D representations of the
top 10 ligands in this first category as well as those for two ligands that interact with Gln136 and
Glul37 are given in Figure 9.

[Figure 8 about here.]
[Figure 9 about here.]

Ligand la forms three hydrogen bonds with residues Thr174, Thr190, and Met167 in addition
to van der Waals interactions with residues Met167, Thr188, and Thr140 (Figure 8a). Through
their respective negative groups COO~ and SO3, the ligands 16 and 1c form three ionic hydro-
gen bonds with residues Thr188, Thr190, and Thr174 (Figure 8b,c). The ligand 1b makes two
additional hydrogen bonds with Tyr172 and Tyr192. This last hydrogen bond results from our
decision to add an hydroxyl group to the non-aromatic cycle of this ligand (Figure 9b). Structural
modifications brought to the three other ligands (data not shown) did not lead to other top 10
scores. The ligand 1¢ makes one additional hydrogen bond with Arg176; however, apart from its
sulfonyl group, the ligand barely interacts with the protein. Therefore, this ligand is expected to
be of low specificity toward Lu. The ligand le form two permanent hydrogen bonds with Ser175
while a transient one is formed with Thr174 (solid and dashed lines, respectively, in Figure 8e).
Van der Waals contacts are formed with residues 165 to 167 and 176. The ligand 1¢ forms also
a labile hydrogen bond with Thr190, as do the ligand 15 (shown as dashed lines in Figure 8g,j).
In the case of last three ligands 1le, 1g, and 15, at least one of the two outermost aromatic rings is
highly flexible, having many alternative positions during the MD simulations, leading to transient
van der Waals contacts with their protein residue partners (see also Figure 9e,g,j). The ligand 1f
is highly hydrophobic and highly flexible with 15 rotatable bonds; it forms many intra- and inter-
molecular van der Waals contacts. This ligand makes two hydrogen bonds with residues Thr174
and Met167 despite a low proportion of heteroatoms.

The ligands that form hydrogen bonds with residues GIn136, Glu137, and Thr140 form the
second category and will be referred to as 2x where z is a letter (Table 2). Among the ligands in
this category, a good correspondence between respective hydrophilic and hydrophobic groups of
the protein and ligand is observed only for the ligand 2k (Figure 8k), which is also ranked first
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in this category. Its high score can be related (i) to six hydrogen bonds formed with the residues
Tyrl72, Tyr192, Thr127, GIn136, Glul37, and Alal35 and (ii) to van der Waals interactions with
the residues Met167, Thr127, Tyr192, and Glul32 (Figure 8k). Hence, since this ligand interacts
with Glul32, at least part of its structure is expected to lie close to the binding region of Lnas5.
However, the backbone oxygen atom of Alal35 is a hydrogen bond acceptor that remain buried
in all the frames of the MD trajectory (oxygen designated by a yellow arrow in Figure 8k). The
ligand 2I, which has the rank 6 in this second category, binds to Lu with four hydrogen bonds
that are formed with residues Thr127, Thr174, Thr190, and Glul37. Though no steric clash is
observed between this ligand and water 257 in the docking results, one can see from the MD
simulations that the simultaneous binding of this ligand and this water is not possible given the
fact that the respective van der Waals spheres are overlapping in one snapshot taken from the
trajectory (Figure 81). Other ligands of this second category were discarded because, as seen from
the respective MD trajectories, they do not form hydrogen bond with Gln136. For example, during
the MD simulations, the hydrogen donor of most of the other ligands is reoriented and makes a
contact with the carbonyl oxygen of the backbone of Thr127 (which is close to GIn136). Few other
ligands were initially retained because some of their atoms perfectly replace the water 264 and
form a hydrogen bond with the backbone bond NH of Glu137 while the water 257 is maintained.
However, the analysis of their MD trajectories reveals a steric hindrance between the ligand and
water 257, thereby compromising the hydrogen bond this water forms with Gln136 and Thr127.
These ligands were thus also discarded.

It should also be mentioned that, when the scores of the two categories of ligands are com-
bined, the ligand 2k is found at the seventh rank while the ligand 2! is found only at rank 29.

The number of hydrogen bonds observed between the ligands and the protein varies between
two and six hydrogen bonds. However, this number of hydrogen bonds is not correlated with
the rank calculated for the ligand. For example, the best scoring ligand 1a makes three hydro-
gen bonds while the ligand 17, which has one of the lowest scores, makes four hydrogen bonds.
However, we observed that the presence of, at least, a few hydrogen bonds is important as they
contribute to increasing the stability of the ligand during the MD simulations. These hydrogen
bonds act as anchoring interactions that seem crucial for stabilizing the ligand on such rather flat
interacting surface. In the second category, the ligand 2k, which has an overall rank of 7, forms
six hydrogen bonds with the protein; this represents the highest number of hydrogen bonds that
is observed among all of the ligands. It is noteworthy that the ligand 2k perfectly replaces all
the three hydrogen bonds that the water molecules 257 and 264 form with the residues Thr127,
GIn136, and Glul37 in the crystallographic apo structure. Despite this exact replacement and the
fact that the ligand 2k forms the highest number of hydrogen bonds, the calculated score for 2k
is lower than those of the first six ranked ligands, 1a up to 1f, that form fewer hydrogen bonds
(between two and five). These previous observations lead to the following three conclusions: (i)
the replacement of crystallographic water molecules with low B-factors by a ligand does not en-
sure better scores; (ii) the rank of the ligand is not correlated with the number of hydrogen bonds
formed with the protein; and (iii) a few hydrogen bonds are required for the stability of the ligand
during the simulations, probably due to the uncommon flat binding surface of the protein in our
case.

Besides, it is difficult to speculate about the intriguing cooperativity effect since our best scoring
function is empirical and, thus, allows the description of additive effects only.
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4 Discussion

Lipinski has defined a set of rules (rule of five) for estimating the permeation and the absorption
of a compound from its two-dimensional structure (2D) [50]. Such analyses of the structures of
orally administered drugs, and of drug candidates, has so far been the primary guide to correlate
physical properties with successful drug development [50,51]. These analyses have proved to be
very useful and have led to a set of rules relating the importance of lipophilicity (Log P should
be less than 5), molecular weight (less than 500 Da), and the number of hydrogen bond donors
(HBD) and acceptors (HBA) [50,51]. HBD and HBA should be less than 5 and 10, respectively.
In addition to these rules, Veber has introduced two additional criteria. According to the study of
1100 drug candidates, the polar surface area (PSA) of the compound should be less than 140 A2
and the number of rotatable bonds must be less than 10 for a good oral bioavailability [52]. These
criteria are now widely used at a very early stage in the process of drug discovery.

Though the 500-Da rule is not a hard limit, the value of Log P should never be larger than 5
since the solubility of a compound generally decreases about ten fold when Log P increases by one
unit. Hence the ligands 1a and 1/ should not be considered for experimental tests (Table 2).

Since the residues Glu132/Asp133 have been found to be important for Lnab binding, useful
criteria for selecting molecules that can hinder this PPI is the proximity with these residues. More-
over, in the study of Kikkawa et al. [10], an antibody whose epitope was found on the second
N-terminal domain of Lu is thought to bind, at least in part, to the binding region of Lu defined in
Figure 1. Hence, from these experimental data, we have inferred a useful guide to further select
compounds for testing: these compounds should be geometrically as close as possible to Glu132
and/or Asp133 and should have a few atoms that protrude into the solvent.

As seen in Table 2, the ligands that are closest to Glu132 are 2, 2k, 1b, 1h, 1d, 17, and lc.
Among these ligands, only the ligands 2i, 2k, 1b, 1d, and 17 exhibit a region that protrude into the
solvent (Figure 10). Though the ligand 2/ cumulates interesting structural and physico-chemical
properties, it is expected to have a low affinity toward Lu, given its high overall rank, 29 (section
3.3). Moreover, the ligands 2k and 1b are not commercially available. Since the ligand 1b is
the second best ligand, experimental binding tests would be of interest but would require prior
synthesis. It should thus be mentioned that its synthesis may start from the commercially available
analog where the hydroxyl group on the outermost non-aromatic cycle is missing (Figure 9b).

In contrast, the ligands 1d and 1 are among the top 10 ligands, both exhibit structural and
physico-chemical properties that are expected for drug candidates and are commercially available.

[Figure 10 about here.]

5 Conclusion

To design inhibitors of the Lu-Lnab interactions, a virtual screening was performed targeting the
second N-terminal domain of Lu. We first searched a putative binding site on Lu by comparative
and predictive techniques in which both the sequence and the structure of the targeted domain of
Lu were considered. We took advantage of the similarities between the identified binding site on
Lu and that of another protein, CD8O0, to set up a robust docking and scoring protocol. This valida-
tion step has revealed poor performance of the two MM-GBSA methods that were tested based on
atomic charges derived from CGenFF. In contrast, a good correlation with experiments could be
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obtained for XSCORE. We also showed that both using an explicit (vs. an implicit) solvation model
and increasing the number of snapshots taken from the MD simulations contribute to improving
the ranking of the ligands. This protocol was then applied to Lu for the screening of 395 601 com-
pounds extracted from the ZINC database. Our protocol for primary scoring filtering, molecular
dynamics simulation filtering, secondary scoring filtering, and molecular property filtering allows
discarding most of the ligands, with only 12 compounds retained. Four of these compounds are
promising candidates for inhibiting this PPI interaction; two of them being commercially available
and, thus, readily tested while an other needs only minor structural modification starting from an
available analog.
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Figure 1: Experimental structure of the two N-terminal domains of Lu. The binding site pre-
dicted is delineated by the residues colored gold and by the residue Glul32. The residues
Glul32, Asp133, Asp198, and Asp199 whose mutation decreases the binding of Lna are colored
green [33].
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Figure 2: Comparison between the structure of CD80 (a) and that of the second N-terminal domain
of Lu (b) reveals overall similarity between the respective predicted binding sites. Moreover, the
color code provided on the top right, which is valid only for parts (a) and (b), also reveals several
similarities in terms of physico-chemical properties of the residues when comparing the various
residues reported in parts (a) and (b). In parts (c—e), the structures of CD80 (backbone in green)
and Lu (in khaki) are superimposed: in (c), the negative residues are displayed in red; in (d),
the positive residues are in cyan; in (e), the hydrophobic residues are in blue. In parts (c—¢), the
center of the binding region of each protein is circled in purple.
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Figure 3: Snapshots for the complex formed between the V-set domain of CD80 and the ligand 8.
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Figure 4: Results for the secondary scoring obtained for 40 geometries that were extracted from
the simulations of each ligand and minimized before applying the GB”“T ((a), (b), and (c)),
GBOBC ((d), (e), and (f)), DS, and XSCORE scoring methods. Whether the minimization of the
geometries were performed with CHARMM36-CGenFF and/or AMBER force fields is indicated in
the figure legends along with the number of geometries considered for each ligand.
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Figure 5: Results for the secondary scoring obtained for 100 geometries that were extracted from
the simulations of each ligand and minimized before applying the GB#“” ((a) and (b)), DS, and
XSCORE scoring methods. Whether the minimization of the geometries were performed with
CHARMM36-CGenFF and/or AMBER force fields is indicated in the figure legends along with the
number of geometries considered for each ligand. All results were obtained for the geometries
extracted from the simulations with an explicit solvation, except for (e).
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| 395 601 compounds I

Calculation of a pose for each ligand (DOCKB)

9 000 compounds I

Generation of the force field parameters (MATCH)
Y

| 5 048 compounds .

Y
| Geometry minimization and filtering (CHARMM) |

'y
48 compounds w/o contact with
residues Q136, E137, and T140

Analysis of intermolecular contacts

A J A 4
39 compounds w/o contact with ‘16 compounds with H-bonds with
residues Q136, E137, and T140 residues Q136 and E137

v v

1. Geometry minimization and MD simulations with water
2. Trajectory analysis for further filtering

Y Y
36 compounds w/o contact with 14 compounds with H-bonds with
residues Q136, E137, and T140 residues Q136 and E137

\J A

1. Extraction of 100 geometries from trajectory
2. Geometry minimization with water

\J \J
Rank with XSCORE

»
34 compounds with H-bonds with
residues Q136 and E137

Figure 6: Flowchart that summarizes the main steps of our docking and scoring protocol applied
to Lu. Compounds without contact with residues GIn136, Glu137, and Thr140 are more than 4 A
from these residues.
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Figure 7: The crystallographic structure of Lu is shown along with the water molecules 244, 257,
and 264 associated with B-factor values lower than 25 A2 (in cyan). The interacting water partner
343 and 414 are also shown in magenta.
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Figure 8: Snapshots from the MD trajectories of the ligands 1la—j and 2k, !, colored gold. Per-
manent and transient hydrogen bonds are represented by plain and dashed thick green lines,
respectively. For the protein, all but the hydrogen atoms on the heteroatoms were hidden for
clarity purpose.
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Figure 9: 2D representation of the top 10 ligands found for the first category and the two ligands
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Figure 10: Snapshots of the complexes for the ligands 1a—j and 2k,[. Surface representation is
used for the protein and stick representation for the ligand. The residue Glul32 is colored in light
green. The region of the ligand into the solvent is encircled. The respective labels a to | were used.
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Table 1: Structures of compounds (a) 1 to 8 and (b) 9 used for the validation of the docking and

scoring protocol.

Compd Y X Z 1Csp (nM)
1 H Cl H 60+17
2 COH F H 70+ 14
9 Cl CO;H H 162
4 F CO,H H 210+20
5 F H H 20+3
6 H F F 1000+250
' H H F 300480
8 COH Cl H =3

0
N
N R1
R3 e
R2

Compd R1 R2 R3 1Csp (nM)

9 Phenyl H H 6000
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Table 2: Score derived from XSCORE and few structural and physico-chemical properties calcu-
lated for the top 10 ligands of the first category and the ligands 2k and 2I. HBD and HBA stand
for hydrogen bond donor and acceptor, respectively. dp;, measures the distance between the atom
C? of Glu132 and the heavy atom of the ligand that is closest to this atom.

Ligand | Masse (Da) HBD HBA LogP PSA (Az) Rotatable bonds dpy, (A) Score
la 509.3 1 7 5.29 84 8 14.29 6.98
1b 474.3 2 8 1.83 112 6 8.35 6.96
Ic 440.4 1 7 3.76 102 7 12.32 6.41
1d 445.3 3 7 3.94 96 10 11.65 6.35
le 436.4 2 7 2.42 85 6 16.54 6.34
1f 527.4 1 6 5.91 65 15 12.95 6.30
1g 401.3 3 7 3.22 84 7 16.89 6.17
1h 452.3 2 8 2.30 114 9 10.19 6.15
1i 471.4 2 7 3.75 87 8 12.28 6.15
1j 401.3 3 7 3.43 84 7 15.59 5.98
2k 468.4 3 8 2.34 112 7 8.96 6.20
21 469.4 1 8 1.98 123 7 3.89 5.36
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Example 1 — Adhesion test on Ln

Red blood cell adhesion to laminin 521 was measured under flow conditions using Vena8
Endothelial+™ biochips (internal channel dimensions: length 20 mm, width 0.8 mm, height 0.12 mm)
and ExiGo™ Nanopumps (Cellix Ltd, Dublin, Ireland). Recombinant human laminin 521 (BioLamina)
at 5 ng/ul was immobilized on the internal surface of the biochips at 4°C overnight. RBCs from sickle
cell disease patients were suspended at 5x107 cells/ml in Hanks balanced salt solution, without calcium
chloride and magnesium sulfate (Sigma-Aldrich) supplemented with 0.4% BSA, and incubated or not
with molecule 1 (ligC), molecule 2 (ligA) or molecule 3 (ligB) at 0.1 mM, or DMSO as vehicle used
to solubilize these molecules, for 30 min at room temperature and perfused through the biochip
channels for 10 min at a shear stress of 0.5 dyn/cm” followed by a washout at the same shear stress
with the buffer alone for 30 min. Five minutes washouts with the Hanks/0.4% BSA buffer were
performed at 1, 2, 3, 4 and 5 dyn/cmz. After each wash, adherent RBCs were counted in 7
representative areas along the centerline of each channel using the AxioObserver Z1 microscope and
ZEN analysis software (Carl Zeiss, Le Pecq, France) and the mean number of adherent RBCs was
determined for each condition and each washout step (Figure 1). Images of the same 7 areas were
obtained throughout each experiment. Three adhesion assays were performed with 3 different blood
samples. RBC adhesion to laminin was inhibited when the RBC suspension was incubated with

Molecule 2 or 3, but not Molecule 1.

100

80
60
40
20
0 - T T T

DMSO Molecule 1 Molecule 2  Molecule 3

Adhesion %

Figure 1: Adhesion of RBCs from sickle cell disease patients (N = 3) to laminin 521. Results are
presented as a percentage of adhesion, 100% of adhesion being the adhesion level observed for RBCs
incubated with buffer supplemented with DMSO alone, DMSO being the vehicle used to solubilize the
three molecules.



Example 2 — Control of hemolysis

At the end of the 30 min of incubation with the molecules, measure by casy of the number of
RBC for the control of hemolysis.

For hemolysis assays, RBCs were suspended at 6x10° cells/ml in the Hanks/0.4% BSA buffer and the
concentration measured accurately using the CASY cell counter. RBCs were then incubated or not
with DMSO, molecule 1 (ligC), molecule 2 (ligA) or molecule 3 (ligB) at 0.1 mM for 30 min at room
temperature. After this incubation time cell concentration was measured again using CASY (Table 1).

If hemolysis occurs during this incubation time it will be reflected by a decrease in the RBC

concentration.
Table 1.
Incubation condition RBCs/ml (x106)
Buffer alone 6.125
Buffer + DMSO 6.04
Molecule 1 (ligC) 6.04
Molecule 2 (ligA) 5.55
Molecule 3 (ligB) 6.02

There was no decrease of RBC concentration in the presence of Molecule 1 or 3 compared to vehicle (DMSO)
alone. A slight decrease of the concentration (< 10%) was observed in the presence of Molecule 2 suggesting a

potential small hemolytic effect for this molecule.

Example 3 — Dose effect

The adhesion assays performed to address the dose effect of the molecules were performed in the same
conditions as in Example 1, using the following concentrations for the 3 molecules: 50, 100 and 200
uM (Figure 2). Increasing concentrations of molecules 2 and 3 showed increasing inhibition of RBC adhesion
to laminin. This inhibitory dose-dependent effect supports the specificity of both molecules to interact with

Lu/BCAM and inhibit its interaction with laminin.



Figure 2: Adhesion of RBCs from sickle cell disease patients to laminin 521 in the presence of
increasing concentrations of Molecule 2 and Molecule 3. Results are presented as a percentage of

adhesion, 100% of adhesion being the adhesion level observed for RBCs incubated without the
molecules.



Abstract

Drepanocytosis is a genetic blood disorder characterized by red blood cells that assume an abnormal
sickle shape. In the pathogenesis of vaso-occlusive crises of sickle cell disease, red blood cells bind
to the vascular endothelium and promote vaso-occlusion. At the surface of these sickle red blood
cells, the overexpressed protein Lutheran (Lu) strongly interacts with the Laminin (Ln) 511/521.
The aim of this study was to identify a protein-protein interaction (PPI) inhibitor with a high
probability of binding to Lu for the inhibition of the Lu-Ln 511/521 interaction. A virtual screening
was performed with 1295 678 compounds that target Lu. Prior validation of a robust scoring
protocol was considered on the protein CD80 because this protein has a binding site with similar
topological and physico-chemical characteristics and it also has a series of ligands with known
affinity constants. This protocol consisted of multiple filtering steps based on calculated affinities
(scores), molecular dynamics simulations and molecular properties. A robust scoring protocol was
validated on the protein CD80 with the docking program DOCKS6 and the scoring functions
XSCORE, MM-PBSA and the FMO method. This protocol was applied to the protein Lu and we
found two compounds that were validated by in vitro studies. The protection of these ligands by a
patent is under process. Nine other compounds were identified and seem to be promising candidates
for inhibiting the Lu-Ln 511/521 interaction.

Résumé

La drépanocytose est une maladie génétique qui se caractérise par des globules rouges en forme de
faucille. Chez les personnes atteintes de drépanocytose, ces globules rouges (GR) adhérent a
I’endothélium vasculaire et provoquent ainsi une vaso-occlusion. Ce phénomene s’explique par la
surexpression, a la surface des globules rouges falciformes, de la protéine Lutheran (Lu) qui se lie
fortement a la Laminine (Ln) 511/521 exprimée par I’endothélium vasculaire enflammé. Le but de
cette étude est d’identifier des inhibiteurs d’interaction protéine-protéine (PPI) qui possedent une
forte probabilité de liaison a Lu afin d’inhiber I’interaction Lu-Ln 511/521. Un criblage virtuel de
1295 678 composés ciblant la protéine Lu a été réalisé. La validation préalable d’un protocole de
scoring a été envisagée sur la protéine CD80 qui présente un site de liaison avec des caractéristiques
topologiques et physico-chimiques similaires au site de liaison prédit sur Lu ainsi que plusieurs
ligands avec des constantes d’affinité connues. Ce protocole contient différentes étapes de sélection
basées sur les affinités calculées (scores) et les propriétés d’interaction. Un protocole de scoring
fiable a été validé sur CD80 avec le programme de docking DOCK®6 et les fonctions de scoring
XSCORE et MM-PBSA ainsi qu’avec la méthode de calcul FMO. L’application de ce protocole sur
Lu a permis d’obtenir deux ligands validés par des tests in vitro qui font 1’objet d’un dépét de brevet
aupres de I’Office Européen des Brevet. La fonction de scoring XSCORE a permis d’identifier neuf
autres ligands qui semblent aussi étre des candidats prometteurs pour inhiber I’interaction Lu-Ln
511/521.
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