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Résumé : Les ARNs sont des biomolécules avec
des fonctions différentes ou générées de fagon
artificielle. Nous pouvons citer les aptameres,
de courtes séquences d’ARN (ou ADN). Leur
génération comme médicaments est une ap-
proche limitée. Des modifications chimiques in-
troduites dans les aptameres permettent d’amé-
liorer leurs propriétés, mais leur diversité chi-
mique est restreinte et constitue une limita-
tion majeure. Nous proposons une nouvelle ap-
proche computationnelle pour s’affranchir de

ces limitations, et qui modélise ce probléme en
un probléme informatique. Cette nouvelle ap-
proche a été évaluée afin d’en tester sa robus-
tesse et sa pertinence. Pour lamettre al’épreuve,
une vraie étude a été réalisée sur une protéine
impliquée dans la maladie d’Alzheimer. Une
analyse structurale a été réalisée dans 1'objectif
de générer des aptameres modifiés avec notre
nouvelle approche. Les résultats montrent la
possibilité de cibler les sites fonctionnels de
cette protéine avec des nucléotides modifiés.
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modified RNAs with evaluation on RNA-binding proteins and the Beta-Secretase 1 enzyme
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Abstract : RNAs are biomolecules with dif-
ferent functions or generated artificially. We
can cite aptamers (short sequences of RNA
or DNA). Their generation as drugs is a limi-
ted approach. Chemical modifications introdu-
ced in the aptamers enable to improve their
properties, but their chemical diversity is res-
tricted and is a major limitation. We propose
a new computational approach to overcome
these limitations, and to model this problem
into a mathematical and computer problem.

This new approach has been evaluated in or-
der to test its robustness and relevance on se-
ven RNA /protein complexes. A real therapeu-
tic study was carried out on a protein involved
in Alzheimer’s disease to evaluate this new ap-
proach. A structural analysis was carried out
with the aim of generating modified aptamers
using our new approach. The results show the
possibility of targeting the functional sites of
this protein with modified nucleotides.
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1.1. Approche par Fragments

L'approche par Fragments est une méthode qui fut proposée par le laboratoire Abbott en 1996 . Cette
approche est utilisée a la fois dans le milieu académique et industriel afin de concevoir des molécules
puissantes, et pour lesquelles cinq molécules ont été approuvées par la FDA a ce jour . En effet, elle
consiste a convertir un fragment ou un ensemble de fragments ('fragments-hits") en une molécule

thérapeutique ("molecule-lead").

Par analogie a la regle des 5 de Lipinski, un fragment est défini selon la regle des 3 (RO3), bien que
non absolue notamment dans le cadre d"un design d’ARN simple brin (ARNsb ou oligonucléotide).
En théorie, un fragment est défini comme ayant un poids moléculaire inférieur a 300Da, un logP

inférieur a 3, et établissant au plus 3 liaisons hydrogenes accepteurs et donneurs.

Le faible poids moléculaire des fragments limite leur affinité potentielle, de I'ordre du mM généra-
lement dans le meilleur des cas. Par conséquent, un fragment n’a de valeur intrinséque que dans le
contexte de sa proximité avec d’autres fragments dont la liaison ("linking"), fusion ("merging"), ou

extension ("growing") permet d’obtenir un ligand optimisé.

Cette approche par fragments repose sur trois principales étapes’-
1. la constitution d"une bibliotheque de fragments,
2. le criblage sur une protéine cible et 'identification des fragments-hits,

3. l'optimisation des fragments-hits en molécule-lead

1.1.1. Les étapes de I’approche par fragments

La constitution de la librairie de fragments est un point de départ important. S’il n’existe aucune
recommandation sur le nombre de fragments qu’elle doit contenir, elle doit étre composée de frag-
ments qui incluront des groupes fonctionnels qui faciliteront leur optimisation, et éviter de contenir
des scaffold instables ou toxiques tels que les groupes alkyl ou acyle. De plus, il est suggéré que la
bibliothéque contienne des fragments respectant la regle RO3 bien que cela ne soit pas obligatoire
comme en attestent certaines études. D’autres filtres peuvent étre appliqués comme des propriétés
physicochimiques bien particuliéres (logP, 1’aire de surface polaire...). Ainsi, la constitution de la bi-
bliothéque de fragments permet de filtrer les fragments souhaités et non-souhaités qui serviront de

bases pour la conception ("design") d’une molécule active.’s

Des lors que la bibliotheque de fragments est constituée, 1'étape suivante consiste a identifier un
fragment-hit qui servira de point d’ancrage pour développer un composé actif. Due a leur faible

niveau d’affinité, allant de 0.1mM a 10mM ou plus, quelques techniques expérimentales bien précises

8
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Ficure 1.1 — Conception de molécules candidate-médicaments selon 1’approche par Fragments.

sont utilisées lors de cette étape. Nous pouvons citer le Thermal Shift Assay (TSA), la Spectorscopie
RMN (Résonance Magnétique Nucléaire), la Spectroscopie de Masse, la Résonance plasmon de sur-
face ou encore la Cristallographie a rayon X (RX). Parallelement a ces méthodes expérimentales, le
Criblage Virtuel est une approche computationnelle complémentaire possédant ses avantages et ses

inconvénients®.

L'étape d’optimisation est la derniere étape apres l'identification des fragments-hits. Elle consiste a
optimiser un fragment-hit ayant une affinité de 'ordre du mM a une molécule-lead avec une affinité

de l'ordre du nM. Cette étape peut étre réalisée selon trois stratégies différentes (Figure 1.2).

La premiére (extension) est le Fragment-Growing. A partir d’un fragment-hit interagissant avec une

sous-poche du site de liaison, des groupements chimiques sont ajoutés au fragment afin de lui
octroyer la possibilité de faire de nouvelles interactions avec la protéine. D'un point de vue général,
une bonne stratégie consiste a ajouter des groupements polaires dans un premier temps et, in-fine,
des groupements hydrophobes afin de s’assurer de la bonne solubilité de la molécule finale. Ainsi,
a chaque nouvelle modification, le fragment optimisé sera testé et évalué au travers de différentes

métriques telles que la constante de dissociation (Kq) et le Ligand-Efficiency (LE)’.

La deuxieme stratégie (fusion) est le Fragment-Merging. Elle repose sur l'identification de deux

fragments-hits au minimum, chacun composé d’un groupement chimique similaire. La superpo-
sition de ces deux fragments, au niveau de ce groupement similaire, permet des lors de fusionner les

deux fragments en un seul.



A Fragment growing

5Oy 5%

B | Fragment linking

G Do

c Fragment merging

-

Complementarity
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Ficure 1.2 — [llustration des trois stratégies de I’approche par fragments (Growing, Linking et Mer-
ging), pour concevoir une molécule-lead a partir de fragments-hits pour une région de liaison d’inté-
rét. '’

La troisiéme stratégie (liaison) est le Fragment-Linking. Elle repose sur l'identification, au minimum,

de deux fragments-hits liés & deux sous-poches voisines du site de liaison. L'idée principale consiste
a connecter ces fragments entre eux par l'intermédiaire d'un linker si nécessaire. Il est supposé,
en théorie, que I'énergie libre de la molécule-lead soit meilleure que I'addition des énergies libres
associées a chacun des fragments pris séparément, due principalement a la barriére entropique des

corps rigides”.

1.1.2 . Défis des méthodes computationnelles

Le criblage computationnel consiste a prédire une pose ou mode de liaison natif, c’est-a-dire prédire
la position, l'orientation et la conformation natives d’un fragment liant une cible biologique (e.g. la
poche catalytique d’une protéine). L'identification de cette pose native va reposer sur trois facteurs

importants :

1. I’échantillonnage conformationnel du fragment ("poses"),

10



2. lattribution d"un score ("scoring"),

3. la solvatation.

Algorithmes de recherche. L'échantillonage conformationnel consiste & balayer 1’ensemble des
modes de liaisons possibles, c’est-a-dire toutes les positions et conformations du ligand au sein de la
région cible. On distingue deux méthodes d’algorithmes de recherche :

¢ la méthode systématique, qui repose sur la modification graduelle de mouvements de transla-

tion, rotation et torsion du ligand; ou par le criblage d'un fragment a différentes positions et
rotations dans la région d’intérét,

¢ la méthode stochastique avec, par exemple Monte Carlo, qui consiste a placer un ligand arbi-

trairement dans la région d’intérét, a lui attribuer une valeur score et a générer ensuite une

nouvelle configuration.

Cette notion d’échantillonnage est donc treés importante pour avoir des prédictions fiables. En effet,
un mauvais échantillonnage ou un échantillonage insuffisant conduirait a ne pas prédire les poses
natives (et donc réaliste), ce qui peut étre un frein important dans le cadre du design de molécules a

but thérapeutique entre autres (voir définition 1.1.3).

Fonctions de Scores. Le scoring consiste a attribuer une valeur numérique (un score) a chaque
pose, et pour lequel le meilleur score correspondrait idéalement a la pose native ~. Ce score peut
étre assimilé a un "pseudo-Kp", et donc en quelque sorte a 'affinité de la pose vis-a-vis de la cible
biologique. On distingue différentes catégories de fonctions de score ', parmi lesquelles :

* La fonction de score basée sur le champ de force. Le champ de force décrit un systeme par un

ensemble d’équations et de parametres afin de calculer les énergies qui y sont associées. L'éner-
gie potentielle du systéme est définie comme la somme des énergies de liaisons liées (définies
comme la connectivité correspondant aux énergies de liaisons, des angles et angles diedres) et
non-liées (définies au travers I'espace par les interactions de Van der Waals, électrostatiques et

hydrogenes)

Solvatation. Une étude de Gonzalez-Aleman et al. a évalué deux parametres, le "Docking Power"

et le "Screening Power" avec le logiciel de criblage virtuel MCSS (voir la section 1.1.4), en présence

(modele STDW) ou absence (modéle SCAL) de solvatation. Le Docking Power est défini comme la
capacité de la fonction de score a identifier le mode de liaison natif du ligand, tandis que le Screening
Power est défini comme la capacité de la fonction de score a identifier le vrai ligand a partir d"un pool

de molécules aléatoires.
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En particulier, cette étude montre que le modéle SCAL inclut un biais dans le scoring en favorisant les
purines (Adénosine et Guanosine). Le modele STDW décrit mieux les contributions liées associées aux
angles de torsions, et est ainsi meilleur a la fois sur les parametres de Docking et Screening powers.
Ainsi, le modele STDW permet de mieux discriminer des ligands tres similaires, tandis que les poses

les mieux scorées reproduisent pour la plupart le mode de liaison natif

Ainsi, ces trois facteurs sont a prendre en considération, et correspondent a des défis des approches

computationnelles pour la précision des prédictions.

1.1.3 . Définitions et différences entre le "Design" et le "Docking"

Design. Le "design" consiste a concevoir de nouvelles molécules de-novo, généralement a but thé-
rapeutique ou pouvant servir de sondes moléculaires, et interagissant avec une cible biologique (e.g.
protéines, ARN...). Cette conception repose sur différentes stratégies (Figure 1.3) :

e La premiére repose sur la connaissance de la structure 3D d’une protéine ("récepteur” ou

"cible") sielle est connue. On parle alors de la stratégie SBDD ("Structure-Based Drug Discovery").

Cette structure 3D est généralement obtenue par différentes méthodes expérimentales telles
que la cristallographie a rayons X (RX) ou la résonance nucléaire magnétique (RMN). Si elle
n’est pas connue, il subsiste la possibilité de créer un modele 3D de cette structure a partir de
sa séquence primaire et de la connaissance de la structure 3D de protéines homologues a cette
derniere (modélisation par homologie)

e En absence de connaissances 3D du récepteur, une autre stratégie repose sur la connais-
sance des caractéristiques de ligands (charges, hydrophobicité...) interagissant avec ce ré-
cepteur afin de créer un pharmacophore, se définissant comme la partie moléculaire res-
ponsable de l'activité biologique recherchée *'~. Cette stratégie est alors nommée LBDD

("Ligand-Based Drug Discovery")

Lapproche par fragments peut étre appliquée dans le cadre du design, couplée au SBDD, et consiste

en quatre différentes étapes ” que sont :

1. la détermination des positions optimales des fragments dans le site de liaison (i.e. modulant

l'activité biologique de la protéine cible),

2. la connexion des fragments ensemble pour obtenir une molécule compatible avec la forme de

la cavité,
3. l'estimation ou la prédiction de l’affinité selon une fonction de score,

4. la synthése et évaluation des ligands prédits

12



Ficure 1.3 — Workflow pour la conception de médicaments de-novo. Les méthodes expérimentales
correspondent aux cases rouges. Les méthodes computationnelles SBDD (reposant sur la connais-
sance 3D de la structure) correspondent aux cases bleues. Les méthodes computationnelles LBDD
(reposant sur la connaissance de propriétés connues de ligands interagissant avec la cible biologique)

correspondent aux cases vertes. ”

Docking. Lecriblage ("docking") consiste a modéliser l'interaction d"un complexe protéine /ligand,
pour lequel (i) la séquence du ligand ou sa formule chimique est connue et, (ii) la structure 3D de la
protéine est connue.

L'objectif est de prédire, classiquement, le mode de liaison du ligand et 1’énergie d’interactions asso-
ciée. En pratique, un échantillonnage conformationnel du ligand par rapport au récepteur est réalisé,
et chaque conformere est évalué par une fonction de score. En général, le conformere de meilleur
score prédit par le logiciel de docking est supposé correspondre au mode de liaison natif du ligand a

la surface du récepteur.

L'approche par fragments est également applicable dans le cadre du docking. Elle consiste a découper
leligand en fragments, a cribler chacun de ces fragments sur la protéine, et a réassembler les meilleures
poses'”. Dans ce cadre-1a, deux explorations sont donc réalisées : (i) une exploration de la conformation
globale du ligand par assemblage des fragments, et (ii) une exploration de la conformation locale de

chaque fragment '’

1.1.4 . Approche par Fragments basée sur les méthodes computationnelles pour le design

ou le docking d’ARNsb
Le travail de cette thése a été réalisé dans le cadre du développement et I’application de I’approche par
fragments pour modéliser les interactions de complexes Protéine/ AN (Acide Nucléique). Ainsi, il est
important de rappeler que la définition du fragment, considéré ici, ne correspond pas a la définition

classique et théorique de la regle RO3.

13



Dans le cadre de cette thése, un fragment est défini comme un mononucléotide ou un trinucléotide
selon I'approche computationnelle utilisée.
Approche basée sur I’outil NUCLEAR couplé a MCSS pour du design d’ARNsb

L'approche NUCLEAR couplé a MCSS est une approche itérative entre deux outils bien distincts :

e MCSS ("Multi-Copy Simultaneous Search") pour le criblage virtuel de fragments sur une struc-

ture 3D pour laquelle les coordonnées sont connues ”,
¢ NUCLEAR ("NUCLeotide AssembleR") pour l'identification de hotspots a but de design

d’ARNisb.

Multi-Copy Simultaneous Search (MCSS). Loutil MCSS adresse la premiére étape du design,

c’est-a-dire le criblage de fragments a la surface de la protéine selon un modéle tout-atome. Il va

ainsi prédire les positions énergétiquement favorables des fragments dans une région de liaison
déterminée, appelée la map de fonctionnalité du site de liaison. Ces fragments énergétiquement
favorables peuvent donc étre considérés comme des fragments-hits connectables entre eux. Le pipeline

de MCSS est décrite dans la figure 1.4.

Multiple Copy Simultaneous Search

Selection and input of the molecular target structure

!

Definition of the binding site on the target structure

!

Random distribution of 1,000-10,000 replicas of a —
small molecule functional group in the binding site

!

Simultaneous energy minimization of the functional
group copies in the binding site using the time-
dependent Hartree (TDH) approximation

l

Removal of replicas which are converging to a
common minimum energy position

!

Output of a functional group map with associated
interaction energies for the functional group input

llll

Analysis and evaluation of MCSS minima for various
different functional groups to propose ligand libraries

Ficure 1.4 - Les différentes étapes de I'outil MCSS
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Ficure 1.5 — Un exemple d’un nucléotide (code MMA) présent dans la bibliothéque : MMA est un dé-
rivé de ’adénosine et présente une modification sur le ribose a la position O2” (groupement hydroxyle
substitué par un méthyl), sur la base nucléique (ajout d'un groupement méthyl), en considérant a la
fois le groupe phosphorothioate (PS) et le groupe phosphate (PO)

La premiere étape consiste a la construction d 'une bibliotheque composée de fragments de mononucléotides.

A l'occurrence, cette bibliothéque est composée de 444 groupes au total. On dénombre :

* 5nucléotides standards que sont : Adénosine (A), Thymidine (T)/Uradine (U), Guanosine (G),
Cytosine (C)

¢ 106 modifications sur la base nucléique et/ou le ribose (18 modifications pour 1’adénine, 29
modifications pour la guanine, 18 modifications pour la cytosine et 45 modifications pour la
thymine/uracile)

* Sur ces 111 groupes, il est considéré a la fois les groupes avec une fonction phosphate ou
phosphorothioate (111 X 2) (voir figure 1.5)

* Sur ces 222 groupes, il est considéré a la fois les configurations ANTI et SYN (définitions en
section 1.4.1) (222 X 2).

La deuxiéme étape consiste a distribuer aléatoirement 1.000 ou 10.000 copies (réplicas) de chaque
groupe de la librairie sur la région de liaison. Il est important de noter que ces réplicas ne se voient
pas les uns des autres, mais voient le champ de force de la protéine. Les positions de ces différentes
copies sont minimisées par un gradient conjuguant de minimisation. Tous les réplicas convergeant
vers le méme minima énergétique (selon un seuil de RMSD inférieur & 0.2A) sont éliminés afin de
conserver qu'une seule copie de celle-ci. Enfin, une cartographie de fonctionnalité, associée a chaque

groupe, est fournie dans un fichier de sortie ("output") associée a une fonction score

Cette fonction de score est définie par des contributions électrostatiques (EL'¢") et de Van der Waals

(EInter), avec en plus une pénalité correspondant a la déviation de la conformation du fragment par

£ p . s Efragment
rapport a son energie minimum ( conf )
binding _ fragment inter inter
ABniess = BEcons +AE 4, + ARG (1.1)
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La contribution de van der Waals et la contribution électrostatique au score sont définies par les

équations 1.2 et 1.3 :

Fupw= Y ( v %)sw«; 20 ) (12
exclip=1""9 i
€=3 Il
_ ) 2 2 2
Eel = Z WSW(TU’ Tonrs Toff) (13)
excl(i,j)=1 i

NUCLeotide AssembleR (NUCLEAR) pour le design. NUCLEAR est un prologiciel Python
qui prédit des chaines ARNsb a but de design thérapeutique. *
NUCLEAR prend pour données d’entrée (i) les coordonnées 3D du récepteur, et (ii) les coordonnées
3D des poses générées par MCSS. Un pré-clustering de poses peut étre réalisé afin d’éliminer toutes
les poses similaires selon un seuil RMSD, généralement fixé a 0.5A.
Deux matrices sont ensuite générées :

* une matrice de connectivité (connexion) indiquant quelles poses sont connectables selon un

critere de distance entre les atomes O3” du nucléotide n et C5” de la pose voisine n + 1,

* une matrice de clashes (stériques) indiquant que deux poses ne peuvent étre connectées.

Enfin, une recherche de séquences est réalisée pour générer des séquences d’ARNsb de taille k, avec

k défini ici comme la longueur de la séquence de ’ARNsb cible (voir figure 1.6) .

O Parse config file O Parse MCSS explorations O Construct 2 binary matrices 1 Binary search of oligos
O Read & check parameters O Pre clustering *  Clash matrix O Post clustering of sequences
O Detailed track of indexing *  Reacability matrix O CHARMM minimization scripts
A Reachability Matrix (R) B Clash Matrix (C) E Sequence search for node 9
o
123456789 123456789 Current sequence || Score || Clashes
@lo1o0000000 Mooo100000 %, 210 P
21001000100 2000100000 o2 016 64
Blooo111000 Blooooooo0ooo Jiad.I
Mooooooo0o0o0 @i100000010 95273 05 | GA
§5000100000 Slooo0oo000O0O0OCO 932,35 0.57 6,4
Bloooooo0000O Bloooooooo01 9,-2-7 033 64
Moooo001000 @Mooooo00000 93,5 0.51 6
Blo1o0000000 Reachability Graph Blooo100000 93,4 067 618
@lo11000000 @oooo0o01000 oo 0,2 G
L J I—Y—)
|l
Based on C5’-03’ distance Based on kdtree searchs

Ficure 1.6 — Les différentes étapes de 1'outil NUCLEAR pour prédire des ARNsb a la surface d'une
protéine a partir du jeu de données MCSS '*

NUCLEAR pour I’analyse de spots. De plus, NUCLEAR posséde une extension pour analyser

le résultat du criblage de fragments obtenu avec MCSS (voir figure 1.7), afin d’identifier ce qui
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s’apparente aux hotspots, warm-spots et specific-spots '°. La procédure est décrite comme suit :

Parsed protein
coordinates

Calculate interaction
fingerprints

Cluster fingerprints
into proper subsets

Filter clusters by
density

>

Merge similar
clusters

Parsed MCSS
explorations

Ficure 1.7 — Les différentes étapes de l'outil NUCLEAR pour rechercher et identifier des spots a la

surface d'une protéine a partir du jeu de données fourni par MCSS

1. Calculer les empreintes ("fingerprints"), définies comme un ensemble de contacts (selon un

seuil de distance généralement compris entre 3.0A et 3.5A) entre un réplica MCSS pour un

fragment donné et la protéine.

2. Réaliser un clustering de contacts (fingerprints) a un niveau de résolution du résidu (i.e., est-ce

que le résidu de la protéine est impliqué dans une interaction avec un réplica?).

3. Filtrer les clusters selon le critére de densité, défini comme le nombre de réplicas divisé par le

nombre unique de résidus appartenant a ce cluster.

4. Fusionner les clusters ayant une certaine valeur de recouvrement par rapport a un seuil de

'index de Tanimoto pré-défini par l'utilisateur. En output, différents fichiers TSV sont générés

avec les informations suivantes : le numéro d’identification du spot, le nombre de poses et de

groupes chimiques constituant ce spot, la densité et les résidus de la protéine constituant ce spot.

Approche basée sur I’outil ssSRNATTRACT pour du docking d’ARNsb

La méthode ssRNATTRACT est un protocole itératif pour modéliser le mode de liaison d"'un ARNsb

a la surface d'une protéine. Elle a été notamment développée pour réaliser du docking d’ARNsb sur

une protéine (i.e. reproduire le mode de liaison natif d"'un ARNsb expérimental a la surface d’une

protéine).

Trois éléments sont principalement donnés en entrée : i) les coordonnées 3D de la protéine cible

résolue par RMN ou par RX, ii) une bibliothéque constituée de fragments de trinucléotides et iii) la

séquence de I’ARNsb recherchée.

Le protocole repose sur trois étapes (Figure 1.8) :

¢ la construction de bibliothéques de fragments trinucléotidiques,

* le docking de ces fragments a la surface de la protéine,
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Bibliotheque de Structure 3D de

Séquence d’ARN fragments la protéine

(a) Les données en entrée.

Ficure 1.8 — Approche illustrée de ssRNATTRACT

* J’assemblage des fragments selon un critere de recouvrement de fragments chevauchants.

Création de la bibliotheque avec ProtNAff Le choix, ici, qu'un fragment soit un trinucléotide
au lieu d'un mononucléotide comme dans le cas de MCSS, résulte de la stratégie du fragment-merging
de ssRNATTRACT. En effet, le choix des trinucléotides facilite la connexion des fragments et limite
les conformations potentiellement défavorables en termes de torsions entre fragments reconnectés,
car les conformations des trinucléotides correspondent a des conformations canoniques rencontrées
dans les structures d’ARN.

Ainsi, un effort particulier est la construction de librairies de conformations représentatives pour
couvrir idéalement 1’espace conformationnel avec les 4 nucléotides standards dont 1’ensemble des
combinaisons n’est pas completement représenté dans les structures expérimentales disponibles pour
les régions simple-brin. La bibliotheque de fragments va donc contenir I’ensemble des séquences et
conformeres possibles associés a chaque séquence afin d’augmenter les chances de prédire correcte-
ment une pose native. La génération automatisée de cette bibliothéque de fragments est réalisée par
l'outil ProtNAff a partir de la base de données PDB ”.

Il est important de noter ici que le modéle utilisé pour modéliser les fragments et la protéine sont du

modeéle gros-grain afin de lisser la surface énergétique du complexe ARNsb-protéine. Autrement dit,

3 a 4 atomes lourds en fonction de la nature du nucléotide sont remplacés par un pseudo-atome, don-
nant respectivement un total de 7 et 8 pseudo-atomes pour les purines et les pyrimidines et tolérant

ainsi une imprécision sur le positionnement atomique (Figure 1.9).
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(&) Sucre,/Phosphate

Ficure 1.9 — Illustration du modele gros-grain utilisé par ssRNATTRACT

Criblage de fragments avec ATTRACT. Le criblage de fragments repose sur la séquence recher-
chée et sur le découpage de ces derniers en trinucléotides, afin d’amarrer uniquement les fragments
trinucléotidiques correspondant. Ainsi, une séquence de n nucléotides correspond a une séquence de
n-2 trinucléotides (e.g., AUGGU — AUG-UGG-GGU). Ce docking repose sur un docking rigide avec
un échantillonnage réalisé selon deux stratégies au choix nommées Randsearch (placement aléatoire
de fragments) ou Systsearch (placement de fragments a des positions réguliéres).

Chaque pose est ensuite minimisée et classée selon la fonction énergétique d’ATTRACT : les poses
redondantes a un seuil de 0.2A sont éliminées, tandis que les 10 poses de meilleurs scores (tout
conformere confondu) sont conservées ’. La fonction énergétique, ici, correspond a la somme des
énergies d'interactions individuelles de toutes les paires de pseudo-atomes, calculée selon le potentiel

de type Lennard-Jones avec une composante électrostatique implicite (Figure 1.10) :

Fait important, dt au modéle gros-grain utilisé lors du criblage, les clashes entre les fragments et la
protéine sont tolérés contrairement a I'approche MCSS ot1 les clashes entre les fragments et la protéine

ne sont pas tolérés.

Assemblage des fragments. Lassemblage des fragments repose sur la création d’un graphe di-
rigé de connectivité et pour lequel une définition sera donnée a la section 1.3. Il est considéré que deux

fragments sont connectables (i.e. fusionnable selon I’approche Fragment-Merging) si leurs séquences
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Ficure 1.10 - Fonctions de scores utilisées dans ssSRNATTRACT. (Figure issue du Manuscrit HDR de
Isaure Chauvot de Beauchéne)

sont compatibles avec la séquence recherchée, et si les pseudo-atomes de leurs nucléotides communs
ont une distance en dessous d’un seuil d’overlap fixé, typiquement de 2A. La conversion d’une chaine
de trinucléotides en une chaine mononucléotidique se fait par une moyenne des coordonnées des
atomes chevauchants.

De plus, I'assemblage peut étre restreint par la notion d’ancres si existante, c’est-a-dire par la pré-
sence de poses conservées” ; ce qui permet ainsi de contraindre la direction et la géométrie lors des
connexions, de réduire la combinatoire et d’augmenter les chances de prédire la solution expérimen-

tale native.

ssSRNATTRACT a été évaluée sur 9 complexes (RRM (Motif de reconnaissance de '’ARN) : 1B7F, 1CVJ,
2MGZ, 2YH1, 3NNH, 4BS2, 4NOT;PUF (Domaine Pumilio):3BX3, 5BZV).Des solutions reproduisant
le mode de liaison natif ont été retrouvées a haute résolution (< 2.0A) pour 4 de ces protéines dans le
Top10, et pour 5 de ces protéines dans le Top100, conduisant ainsi & une bonne prédiction du mode
d’interaction des ARNsb

Cette méthodologie démontre donc une bonne efficacité dans la prédiction du mode d’interaction
d’une solution native, et donc pour du docking d’ARNsb. Dans une perspective de design utilisant
des nucléotides modifiés, la construction de libraries trinucléotidiques intégrant une liste substantielle

de modifications serait plus problématique.
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MCSS/NUCLEAR ssRNATTRACT

Modele Tout-Atome Gros-Grain

Nature du Fragment | Mono-nucléotides Tri-nucléotides
Application Design Docking

Clashes Autorisés Aucun Entre les poses et le récep-

teur dG au modele gros-

grain

Connectivité Critere de distance entre | Chevauchement basée sur
le O3 de la pose n et le | la RMSD entre les nucléo-
C5 delaposen+1 tides 2 et 3 de la pose n et
les nucléotides 1 et 2 de la

posen + 1

TasLE 1.1 — Différences entre les approches basées sur MCSS/NUCLEAR et ssSRNATTRACT
appliquées dans le cadre de cette these
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1.2 . Notions d’algorithmique fondamentale

En informatique, la notion de complexité d"un algorithme vise a expliciter la relation entre la taille
(d’encodage) n de la donnée en entrée, aussi appelée instance, et son temps d’exécution. Caractériser
la complexité d'un probléeme consiste a appréhender la difficulté du probleme, et de déterminer a
I’avance le temps de calcul et la mémoire utilisée par un algorithme pour résoudre ce probléme. En
effet, si la résolution d"un probleme bioinformatique nécessite une quantité de mémoire importante
ou un temps de calcul non-raisonnable, alors nous pouvons soit nous demander s’il est pertinent de
créer un algorithme pour résoudre un tel probleme, soit y réfléchir pour trouver une solution. Ainsi,
la caractérisation de la complexité du probléme permet d’avoir une vue élargie du probléeme associé,

et guide la recherche d’un algorithme adapté.

1.2.1. Complexité classique

Un modeéle classique restreint cette analyse au cas le pire, et s’intéresse au plus long temps d’exécution
observé pour une instance de taille donnée. Il s’agit alors de trouver une fonction f(n) qui représente
un bon ordre de grandeur pour le temps d’exécution c(n) le plus long sur une instance n, ce pour
toute valeur de n. Pour étre plus précis, on introduit les notations suivantes :

e Algorithme en O(f(n)) : Le temps d’exécution réel c(n) pour l'instance la plus chronophage est

borné par :

- cmn)
im —= < oo;
n—+oo f(M
e Algorithme en ©(f(1n)) : Le temps d’exécution réel c(n) pour l'instance la plus chronophage est,

a une constante pres, tel que :

La complexité d’un algorithme est dite polynomiale si, pour un entier i, elle est en O(n'), c’est-a-dire
que son exécution nécessite au pire n' opérations élémentaires. Si, par ailleurs, sa complexité est en
®(n'), alors le temps de calcul nécessaire a son exécution sur un processeur simple croit alors de fagcon

proportionnelle a n'.

Classes de problemes (P vs NP). La plupart des probleémes algorithmique, et en tout cas 1'inté-
gralité de ceux considérés au sein de cette thése, appartiennent a deux classes :

¢ La classe P, pour "Déterministe Polynomiale", comprend des problemes admettant des algo-

rithmes de complexité polynomiale sur une machine déterministe (e.g. ordinateur domestique);

¢ La classe NP, pour "Non Déterministe Polynomiale", comprend les problémes pour lesquels il
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NP-complet

Ficure 1.11 — Schéma d’illustration des différentes classes de complexité
est possible de vérifier la validité d’une solution en temps polynomial.

Intuitivement, la classe NP regroupe des problemes qui pourraient étre résolus en temps polynomial si
la phase d’exploration (explosion combinatoire) des solutions potentielles pouvait étre distribuée sur
un nombre infini de machines, et qu'un nombre exponentiel de possibles pouvait ainsi étre répartis

en temps linéaire, puis vérifiés en temps polynomial.

En particulier, tout probléme dans P est aussi dans NP, et nous avons donc P € NP. En revanche, nous

ne savons pas, a I’heure actuelle, s’il existe des problemes propres a NP, c’est-a-dire P # NP.

Deladécision al’optimisation. Pour desraisons techniques, ces classes de complexités concernent
des problemes formulés comme des problemes de décision, c’est-a-dire pour lesquelles la réponse
est réduite a "Oui" ou "Non". Par exemple, le probleme de décider si un entier naturel appartient a
une liste non triée est un probleme de décision, qui peut étre résolu en temps O(n) (linéaire) par une

simple boucle sur les éléments de la liste, et appartient donc a la classe P.
En revanche, les problémes d’optimisation peuvent toujours étre ramenés, au moins en théorie, a des
problémes de décision, en ramenant une question type :
P : Quel est le cotit minimal d’une solution respectant des contraintes C?
a une formulation typique des problemes de décision :
P’ : Existe-t-il une solution de cotit supérieur a K respectant des contraintes C?

S’il existe un algorithme polynomial pour le probléme de décision P’, et sous des hypotheses raison-
nables sur le coit maximal (e.g. borné par n!), alors la recherche dichotomique d"une valeur optimale

K* (au-dela de laquelle la réponse a P’ devient "Non") résulte en un algorithme polynomial pour P.
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Les problémes NP-complets. Parmi les probléemes NP, un sous-ensemble important est constitué
par les problemes NP-complet, ceux dontla résolution en temps polynomial permettrait une résolution
en temps polynomial de tous les problemes de NP. Un exemple historique de probleme NP-complet
est le probléme de Satisfaisabilité (3SAT) qui consiste a trouver des affectations (Vrai ou Faux) a des
variables logiques (x1, x2 ...) telles qu'un ensemble de formules conjonctives, chacune impliquant
trois variables (e.g. X1 V X2 V x3), soient toutes simultanément interprétées a vrai. Autrement dit, si on
consideére une liste de membres oti chaque membre fait part d"une liste d’exigence : existe-t-il, oui ou

non, une solution pour satisfaire au moins une des exigences de chacun des membres?

Il n’existe pas a ce jour d’algorithme capable de résoudre 3-SAT en temps polynomial, et le probleme
a méme été démontré NP-complet. Néanmoins, si une solution est proposée, alors il est possible de
vérifier sa validité en temps polynomial : le probléeme 3-SAT est donc aussi dans NP. Le probleme
est, en un sens, exemplaire au sein de la classe NP, et c’est cette exemplarité que capture la notion de

probleme NP-complet.

Concrétement, un probleme est NP complet s'il est a la fois :

* NP-difficile, c’est-a-dire au moins aussi dur que tous les problemes de NP. En pratique, montrer
la NP-difficulté d'un probléme nécessite de montrer que sa résolution en temps polynomial
implique l'existence d"un algorithme polynomial pour (au moins) un probléme NP-complet de
référence. L'existence d"un tel algorithme impliquerait alors une résolution en temps polyno-
mial pour tous les problémes NP, puis pour tous les problémes de NP;

¢ Dans NP, c’est-a-dire qu'il est possible de tester la validité d"une solution proposée en temps
polynomial.

Notons que la théorie de Cook-Levin“ '~ montre que tout probléme NP peut étre ramené au probleme
SAT : si on trouve un algorithme capable de résoudre le probleme SAT en temps polynomial, alors

tout probléeme NP peut étre résolu en temps polynomial.

Sous I'hypothese, généralement admise en algorithmique, que P # NP, alors un probleme prouvé

NP-complet ne peut pas admettre d’algorithme en temps polynomial dans le cas au pire.

1.2.2. Algorithmique et complexité paramétrée
Pour des problemes motivés par la pratique, le statut de probleme NP-complet représente souvent un
point de branchement, ot1 "algorithmicien doit typiquement choisir entre limiter ses ambitions (réso-
lution inexacte, approchée ou heuristique) et assumer un cotit dépendant du probléme, et exponentiel
dans le pire cas (algorithmes faiblement exponentiels, programmation mathématique. . .). Au sein de

cette deuxieme catégorie, le paradigme de la complexité paramétrée fournit une approche, pratique
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et élégante, pour une résolution exacte des problemes NP-complets. Elle repose sur le constat que,
pour de nombreuses applications concretes, les instances considérées sont plus contraintes que ne le
laisse supposer la formulation du probleme algorithmique. En particulier, certaines caractéristiques
des instances, appelées parameétres, peuvent étre contraintes a des valeurs beaucoup plus faibles que
celles induites par le cas au pire. Il suffit donc d’assumer une explosion combinatoire de la complexité
sur le(s) parametre(s), et de viser une complexité polynomiale en n, afin d’obtenir un algorithme

efficace sur les données réelles, associés a des faibles valeur de(s) parametre(s).

C’est souvent le cas en bioinformatique, ott de nombreux problémes peuvent étre formalisés comme
des problemes sur les graphes. La plupart de ces problemes sont difficiles dans le cas au pire,
mais les cas difficiles coincident alors souvent avec des instances complexes (e.g. denses, c’est-a-dire
[E| € ®(n?)), alors que les instances concretes ressemblent davantages a des arbres. Pour cette raison,
de nombreuses méthodes en génomique comparative et bioinformatique structurale ™ se basent sur
le paramétre de largeur arborescente, prenant de faibles valeurs sur des graphes quasi-arborescents,

et obtiennent des algorithmes polynomiaux quand celle-ci est bornée.

A un niveau théorique, 'approche de complexité paramétrée consiste a concevoir des algorithmes
dont la complexité s’exprime en fonction de la taille n de l'instance I, mais aussi un parameétre
k = f(I) de cette instance tel que, si k est borné par une constante, alors le probleme peut étre résolu
efficacement en temps polynomial. On distingue au moins deux niveaux de complexité :

* lesalgorithmes FPT (Fixed Parameter Tractable) possédent une complexité de la forme O(f(k)x

P(n)), ot P est un polynome de degré indépendant de k;

e les algorithmes XP (slicewise polynomial), dont la complexité est en O(n*(¥)),
L'algorithmique paramétrée posséde aussi des limites, matérialisées par la W hierarchie. L'appar-
tenance d'un probleme/parametre a W[0] implique I'existence d'un algorithme FPT. En revanche,
'existence d’un algorithme FPT pour un probléme/parameétre difficile pour la classe W[1] (ou W[2]
...) rendrait fausse 1’hypothese de temps exponentiel (ETH), une hypothese classique en algorith-
mique. Celle-ci prétend que le probléme 3-SAT ne peut étre résolu en temps 29, Elle implique en
particulier que P # NP, et qu’il n’existe pas d’algorithme pour le probleme qui soit a la fois exact et

s’exécute en temps sousexponentiel sur n.

1.3 . Algorithmique des Graphes

Un graphe constitue une représentation abstraite de connexions ou de relations d"un ensemble d’objets
pour modéliser, ou abstraire, un objet du monde réel. La notion de graphe se préte a la définition

de problemes algorithmiques en des termes qui ne nécessitent plus de tenir compte de la réalité
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sous-jacente a sa définition.

(a) Graphe dirigé (b) Graphe non-dirigé
P & P g

Ficure 1.12 — Exemple d'un graphe dirigé et d'un graphe non-dirigé. Un exemple de chemin/chaine,
avec pour point de départ le noeud 1, est illustré en rouge, pour chaque cas

Tout d’abord, définissons intuitivement ce qu’est un graphe. Un graphe est un modele de connectivité
constitué d'un ensemble de sommets et d’arétes reliant ces sommets. Nous distinguons deux types
de graphes : (i) les graphes dirigés; et (ii) les graphes non-dirigés (Figure 1.12) et pour lesquels nous

proposons les définitions formelles suivantes :

Definition 1.3.1 (Graphe dirigé): Un graphe dirigé G = (V,E) est un graphe constitué de V
noeuds/sommets, et de E € V X V arcs dirigés, i.e. des paires ordonnées (vi,vj) € V XV

de sommets exprimant la possibilité d"une transition vi — vj.

Certaines relations d’adjacence étant naturellement symétriques, une version non-dirigée des graphes

est aussi parfois considérée, et définie comme suit.

Definition 1.3.2 (Graphe non-dirigé): Un graphe non-dirigé G = (V, E) est un graphe constitué
de V noeuds/sommets, et de E C V2 arétes, i.e. de paires non-ordonnées {vi, v;} de sommets,
connectant v; a vj sans notion de direction.

Chemins et chaines. Un graphe peut contenir différents motifs, dont ’exemple le plus simple est
celui des chemins et chaines (Figure 1.12). De fagon informelle, un chemin (ou une chaine) peut étre
vu comme une suite de sommets empruntés successivement. L'emploi de I'un ou 'autre des termes
dépend de la nature du graphe, respectivement dirigé ou non-dirigé. De méme, nous proposons les

définitions formelles suivantes :
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Ficure 1.13 — Exemple des cliques dans un graphe G(V, E)

Definition 1.3.3 (Chemin): Etant donné un graphe dirigé G = (V, E), on appelle chemin une
séquence de sommets (v, ..., vy) telle que, pour touti € [1, k—1], (vi, vi+1) € E estun arc dans
G.

Une chaine est définie de fagon similaire pour les graphes non-dirigés, la seule différence ayant trait

au caractére non-ordonné des arétes {vi,vi+1} € E.

Le concept de chemin est central au probleme du voyageur de commerce, un probléme classique en
algorithmique des graphes : Etant donné des distances inter-noeuds, il consiste a trouver le chemin
le plus court permettant de passer exactement une fois par chacun des noeuds du graphe. Cette
formulation peut alors étre adaptée a un réseau routier reliant différentes villes. On considérera alors
un graphe noté G = (V, E), out V est le nombre de noeuds du graphe (ici associés aux villes), et E
le nombre d’arétes (ici associés aux chemins). Une solution au probleme du voyageur de commerce
fournit alors une tournée véhiculaire permettant de parcourir, a coit minimal, un ensemble de

destinations sans jamais revenir sur ses pas.

Il n'existe a I'heure actuelle aucun algorithme permettant de le résoudre de fagon garantie exacte et
efficace. Pire, ce probléme fait partie d'une famille de problemes dits NP-complets qui, sous certaines

hypothéses, n"admettent aucun algorithme efficace~” (cf section précédente pour plus de détails).

Cliques. Les sous-ensembles de noeuds fortement connectés représentent un autre motif d’intérét
au sein des graphes, et sont a l'origine de problemes algorithmiques difficiles et intéressants. Plus
précisément, une clique représente un sous-ensemble, ou sous-graphe, d'un graphe donné comme

illustré dans la Figure 1.13, dont la définition formelle est la suivante :

Definition 1.3.4 (Clique): Une clique d'un graphe G = (V, E) est un sous-ensemble V' C V de

sommets tous connectés deux-a-deux.
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Ficure 1.14 — Schéma d’un chemin auto-évitant et non-auto-évitant. Soit le graphe G(V, E). Deux
chemins sont représentés : un chemin auto-évitant (en bleu) passant par un noeud unique, et un
chemin non-auto-évitant (en rouge) repassant deux fois par le méme noeud

Le probléme consistant a trouver une clique maximale dans un graphe est NP est NP complet, et

WI[1]-difficile au regard de la complexité paramétrée.

Ensembles stables (indépendants). Ftant donné un graphe G(V, E), un ensemble stable est
défini comme un sous-ensemble de noeuds V pour lesquels les noeuds ne sont pas adjacents entre

eux. On dit aussi que cet ensemble est indépendant.

Definition 1.3.5 (Ensemble stable/indépendant): Etant donné un graphe G = (V, E), un ensemble
de sommets S C V est dit stable (alt. indépendant) si, pour toutu # v € S2, (u,v) ¢ E.

Un probleme classique d’optimisation est le probléme du stable maximum ("Maximum Independent
Set") qui est défini comme la recherche du stable de cardinalité maximum. Il est NP-complet, et W[1]
difficile pour k := [V| du point de vue de la complexité paramétrée, y compris sur les instances

géométriques (e.. graphes issus d’intersections de segments/disques)

1.3.1. Chemins auto-évitants (k-chemins)

Etant donné un graphe G(V, E), un chemin est dit auto-évitant de taille k, aussi appelé un k-chemin

s’il ne visite pas deux fois un méme noeud du graphe (voir figure 1.14).

Definition 1.3.6 (k-chemin): Etant donné un graphe G(V,E), un k-chemin (ou chemin auto-
évitant) est un chemin qui passe par une suite de sommets vy, ..., vy une seule et unique
fois.

L'existence, dans un graphe donné, d'un k-chemin est un probleme combinatoire de référence, qui

peut étre formalisé comme suit.
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Probleme d’existence d’'un k-chemin

Entrée : Graphe dirigé G = (V, E); Entier k € N*.

Sortie : Vrai sl existe un k-chemin, i.e. une séquence de noeuds c := (vy,...,vk) € VK tels que:
® Les noeuds consécutifs de ¢ sont connectés : Vi € [1,k — 1], (vi, vi+1) € E;
* Les noeuds sont deux-a-deux distincts : Vi # j, vi # vj, Vi # j;

Faux sinon.

Quand k = n, un k-chemin passe une et une seule fois par I'ensemble des noeuds de V, et on appelle
alors un tel chemin chemin Hamiltonien du graphe G. La recherche d’un tel chemin est un probleme
complexe a résoudre exactement en temps raisonnable, hormis pour des valeurs limitées de n. En
particulier, une recherche force brute d’un n-chemin (Hamiltonien) dans le contexte d"une (quasi)-
clique pourrait nécessiter la considération d"un nombre de chemins en O(n!), c’est a dire de l'ordre
de (n/e)™. Ainsi, un graphe contenant 71 noeuds contiendrait 5.10% k-chemins pour k = n. Ainsi,
rechercher un k-chemin revient a une complexité NP-complet. Une fagon de résoudre exactement
ce probléme est d’utiliser une approche de complexité paramétrée FPT en utilisant une technique

nommée le color-coding.

Résolution paramétrée par Color coding

La technique du color-coding a été introduite par Alon, Yuster et Zwick~'. Elle a été utilisée dans le
contexte de la Bio-informatique pour rechercher et compter les occurrences de motifs dans les réseaux

biologiques

La principale clé du color-coding est d’associer une coloration k : V — [1,k] a un graphe donné
en entrée G = (V, E), et remplace la recherche (difficile) pour un chemin (ou motif) de longueur k
(k-chemin) avec une recherche (facile) d’'un chemin colorié, utilisant chacune des k couleurs exac-
tement une seule fois. Les chemins coloriés peuvent étre optimisés et comptés en un temps linéaire
sur n + |E|, et uniquement exponentiel sur k. Il est clair que tout chemin colorié est également un
k-chemin puisqu’il utilise des sommets distincts. Ainsi, pour une seule coloration, I’ensemble des
chemins coloriés est uniquement un sous-ensemble de k-chemins. Cependant, pour une coloration

k donnée, plusieurs k-chemins existant x dans G peuvent ne pas étre coloriés dans une coloration

k!
KK

Pour améliorer les chances de trouver un chemin k, la méthode itére la recherche de chemins coloriés

uniforme aléatoire, un événement avec probabilité P(p non-colorié) = 1 —

dans un ensemble de o colorations aléatoires uniformément distribuées de G. En supposant des colo-

rations uniformes ki, . . ., Ky, la probabilité d"atteindre un k-chemin apres « coloriages est exactement
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de

K
P(p colorié pour plusieurs colorations | &) = 1 — (1 - k_k) . (1.4)

Par ailleurs, le nombre attendu de colorations aléatoires nécessaires avant de trouver x (c’est-a-dire x
colorié par rapport a au moins une des colorations) est donnée par k¥/k! € O(Vk e¥) en utilisant la

formule de Stirling.

On peut aussi utiliser la dérandomisation pour dériver de cette approche en un algorithme efficace,
déterministe et exact. Pour cela, on doit construire une famille de colorations qui, pris ensemble,
représente tous les k-chemins du graphe de départ. Naor etal.” proposent une construction explicite
pour une telle famille, consistant en e¥k©1°8*) Jog n colorations qui couvrent toutes les occurrences
possibles de k-chemins. L'itération de la recherche de chemins coloriés optimaux sur la famille permet
alors d’obtenir un algorithme exact en temps global O((2e)*k®1°e®)(n + |E|) logn), utilisant O(2*n)

mémoire.

1.3.2. Application de la théorie des graphes aux approches par fragments

Nous pouvons retrouver des exemples pour lesquels la théorie des graphes a été appliquée aux ap-
proches par fragments, par exemple les travaux de Sarfaraz et al. ou les travaux de De Beauchene et
al.~". Ces travaux ont tous deux porté sur du Docking de molécules chimiques et d’ARNsb respec-
tivement, et pour lesquels la méthodologie est différente. Le docking par fragments est défini dans
ces deux études comme (i) la construction d'une bibliothéque de fragments issue de la fragmentation
de ligands (au travers par exemple de I'algorithme "BRICS"), et (ii) le criblage virtuelle de cette bi-
bliotheque sur la région d’intérét de la biomolécule (par exemple, la poche de liaison d"une protéine)

(Section 1.1.3 pour une définition plus compléte).

Docking de molécules chimiques. Sarfaraz et al. ont proposé un "benchmark" sur des com-
plexes protéines-ligands avec différentes familles protéiques, telles que par exemple les enzymes
Cytochromes P450, les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) ou les Bromodomaines ~. Leur

méthode peut étre résumée comme suit.

Tout d’abord, des ligands sont fragmentés en différents fragments rigides avec 1’algorithme BRICS
("Breaking Retrosynthetically Interesting Chemical Substructures"), de maniere rétro-synthétique
afin d’éviter que deux fragments aient des sous-structures similaires. On définit une sous-structure
comme des parties ou fonctions chimiques du ligand (phényl, amide, ester...). Ainsi, un fragment
peut correspondre a des cycles aromatiques ou non-aromatiques, ou a des chaines (au sens chimique

du terme) de type "C-C", "C-OH", "C=0", ou encore "C-C-C=0" par exemple. Cela constitue une
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bibliothéque de fragments, qui est criblée dans la région de liaison de la protéine cible.

Par la suite, un graphe de connectivité G(V, E) est créé selon le raisonnement suivant (Figure 1.15).
Deux ensembles, Q et T sont définis et correspondent respectivement aux poses de fragments criblés
(une pose est définie comme un fragment avec une orientation et une position) et aux sous-structures
chimiques du ligand. Le graphe auxiliaire (graphe de compatibilité) est défini comme la compatibilité
des éléments dans les ensembles Q et T, pour lequel les noeuds correspondent a la combinaison de

deux éléments associée avec le méme type chimique :

Vertex(vik) = (qi/ s /tk)/ qi € Q/ tk € T/ and (D(ql) = q)(tk) (15)

avecla fonction ® décrivantle type chimique de la sous-structure, et les arétes comme la connexion/liaison
chimique entre deux noeuds. Ainsi, comme illustré a la Figure 1.15, un noeud correspond a une sous-

structure similaire entre un fragment et une sous-structure du ligand.

Par la suite, des cliques maximales du graphe de compatibilité G sont recherchées. Une clique maxi-
male est définie ici comme une clique qui inclut le maximum d’arétes sans violer la connexion compléte
requise. Par exemple, dans la Figure 1.15, une clique maximale est de taille 3 car trois poses peuvent
étre alignées aux trois sous-structures du ligand. Enfin, chaque clique maximale est transformée en

une structure 3D.

Ainsi, cette application montre un exemple de la théorie des graphes basée sur 1’approche par Frag-
ments, selon la stratégie Fragment-Linking consistant a connecter des fragments entre eux pour

obtenir une molécule finale.

Docking d’”ARNsb. Sur un principe similaire, De Beauchéne et al. ont proposé un benchmark pour
du docking d’ARNsb sur des protéines. Une description générale de leur méthodologie est décrite en
Section 1.1.4. Dans cette partie, nous re-décrirons tres succinctement certaines parties du protocole,

et nous nous focaliserons sur la définition du graphe de connectivité G(V, E).

Comme dans I'exemple précédent, une bibliotheque de fragments est construite a partir de la défrag-
mentation d’ARNSsb issue de complexes ARN/Protéine de la base de données PDB. Rappelons qu'un
fragment est défini dans cette étude comme un trinculéotide. Une sous-bibliothéque est ensuite cri-
blée sur la région d’intérét de la protéine, et pour laquelle la sous-bibliothéque contient uniquement
des fragments respectant la séquence de ’ARNsb recherchée. Ainsi, par exemple, pour un ARN de

séquence cible AUGCU, les fragments appartenant a la sous-bibliothéque sont AUG, UGC et GCU.
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L'ensemble des fragments criblés est ensuite transformé en un graphe de compatibilité G(V, E), dans
lequel un noeud correspond a un fragment, et une aréte comme la connexion de deux fragments se
chevauchant par I'intermédiaire des deux derniers nucléotides du fragment n et des deux premiers

nucléotides du fragment n + 1 (Figure 1.16).

A partir de ce graphe, des chaines de taille k sont prédites et sont ensuite converties en 3D afin de

prédire le mode de liaison natif associé a la séquence d’ARN cible.

Ainsi, cette deuxieme application montre un exemple de la théorie des graphes basée sur 1’approche

par Fragments, selon la stratégie Fragment-Merging, appliquée cette fois-ci sur les acides nucléiques.

D’autres applications. Bien que nous ayons fait un zoom de la théorie des graphes appliquée
aux approches par Fragments, d’autres applications peuvent étre retrouvées dans les domaines de la
Chémo-informatique et de la Bio-informatique. Notamment, nous pouvons citer le probleme "Trouver
MCS (Maximum Common Substructures)”, qui est un probleme NP-complet et important dans des
projets de découverte de médicaments.

Le probleme MCS consiste a montrer des relations de similarité moléculaire par des caractéristiques
sous-structurelles communes de deux graphes chimiques ou plus . Il existe deux sous-problemes
MCS : (i) Trouver le plus grand fragment unique entre deux composés alignés (MCS connecté), (ii)
Trouver ’ensemble des fragments qui maximise le nombre d’atomes ou de liaisons (MCS déconnecté)
(Figure 1.17). Plusieurs algorithmes ont été proposés afin de résoudre ce probleme de fagcon exacte

ou approximative
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Ficure 1.16 — Représentation du graphe de poses pour lequel chaque aréte (lien de superposition)
constitue une connexion possible entre deux fragments successives basée sur la RMSD entre leur
chevauchement .
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Ficure 1.17 —Illustration des problémes MCS, avec (A) le probleme MCS déconnecté et (B) le probleme
MCS connecté. Le probleme MCS connecté consiste a trouver le plus grand fragment commun entre
deux molécules alignées. En1’occurrence, ce fragment correspond a la sous-structure marquée en gras.
Le probléme MCS déconnecté consiste a maximiser le nombre de liaisons ou d’atomes communs entre
deux molécules alignées.
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1.4 . Généralités sur les oligonucléotides

Les oligonucléotides (ONs) peuvent interférer avec différentes biomolécules afin de moduler des voies
cellulaires facilement ou difficilement "druggable” (on entend ici la capacité d'une petite molécule a
moduler efficacement 'activité d"une protéine in-vivo). En 'occurrence, les ONs peuvent étre congus
afin de cibler de ’ARN/ADN ou toute cible n’appartenant pas a la classe des acides nucléiques . Nous
proposons de voir brievement en revue les différentes familles d’ONs et de se focaliser principalement

sur I'une d’elles que sont les aptameéres.

1.4.1. Quelques définitions
N
a
HO NTON HO
o5

NH, NHo NH,
N&EN\> ﬁN Nﬁ
SN N NAO O)\N
HO HO

0 o) 0

OH OH

OH OH
anti syn anti syn
deoxyadenosine (a purine nucleoside) deoxycytidine (a pyrimidine nucleoside)

(a) Mlustration des conformations ANTI et SYN

H H
N ‘N—HIIIIIIIIO\ Me (/N (/)”””I“H_N
-~ /

( J N \ N / N—H--'-'-"--NW
N N H=N . - >—N
R N:_J >_N\ N—HIIIIIIIO/ ‘R
O R ’

H
A-T base pair G-C base pair

(b) Hlustration de ’appariement des bases par la face Watson-Crick

Ficure 1.18 —  Illustrations tirées de https://atdbio.com/nucleic-acids-book/

Nucleic-acid-structure

Les ONs sont constitués de nucléotides. Ces nucléotides sont composés de trois entités principales :
un acide phosphorique, un ribose (pentose) et une base nucléique. Il subsiste 5 bases nucléiques,
séparées en deux sous-familles : les pyrimidines d"une part constituées de l’Adénine (A) et la Guanine

(G); les purines d’autre part constituées de la Cytosine (C), la Thymine (T) caractéristique de '’ADN,
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et 1'Uracile (U) caractéristique de ’ARN.

On distingue deux conformations de la base nucléique, qui sont la conformation ANTI (la base
nucléique est orientée "a l'extérieur” par rapport au ribose), et la conformation SYN (la base nucléique

est orientée "a l'intérieur” par rapport au ribose), comme illustrées a la figure 1.18a.

Deux faces sont caractérisées sur la base nucléique : la face Hoogsteen, et la face Watson-Crick
impliquée principalement dans les appariements avec d’autres bases nucléiques. Ces appariements
sont définis comme des liaisons de faibles énergies (liaisons hydrogenes) entre les bases nucléiques
de A et G, ou entre C et T/U, ce qui permet par exemple a '’ADN de former une hélice double brin
ou a un ARNSsb de se structurer (figure 1.18b).

0-F-0_ o N—( 0-P-0_ o N7 N""NH,
HO HO
3'end 3'end

Ficure 1.19 — Illustration d"un oligonucléotide selon la polarité 5 — 3’ ( https://atdbio.com/
nucleic-acids-book/Nucleic-acid-structure)

Les ONs sont définis comme étant de courtes chaines d’ARN ou d’ADN (en général d"une dizaine de
nucléotides), pour laquelle sa polarité est 5 — 3’. Autrement dit, le nucléotide n + 1 se lie a la position
3’ du nucléotide n par l'intermédiaire de son acide phosphorique situé a I'extrémité 5" (figure 1.19).

Au niveau du vocabulaire, un oligonucléotide composé de n nucléotides est appelé un n-mer.
1.4.2. Breve revue des différentes familles d’'ONs
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Ficure 1.20 — Illustration de différentes familles d’ONs

Les ONs ciblant les acides nucléiques

Oligonucléotides Antisens (AONs). Les AONs correspondent a une classe thérapeutique d’ONs
ciblant des ARNs, et interagissent par un appariement avec la face Watson-Crick. Parmi les AONs, on
peut citer :

¢ les "Gapmers" qui vont s’hybrider a 'ARN messager (ARNm). Cette hybridation induit la
dégradation de 'ARNm par la Ribonucléase H, et donc empécher le processus de traduction de
I’ARNm en une protéine. Parmi les médicaments étant un gapmer, on peut citer le Mipomersen
pour le traitement de patients atteint d’hypercholestérolémie familiale.

* Les AONs pour le "splice switching", liant un pre-ARNm dans le noyau cellulaire afin de mo-
duler le processus d’épissage. Parmi les traitements approuvés, on peut citer le Nusinersen
indiqué pour I'atrophie musculaire spinal. En effet, cette maladie est causée par le dysfonction-
nement d"une protéine SMN due a un épissage défectueux. Le traitement permet de restaurer

un ARNm correct codant pour la protéine SMN fonctionnelle

MicroRNAs (miRNAs). Les miRNAs sont des ARNs non-codants d’une vingtaine de nucléo-

tides s’hybridant sur la région 3" non-traduite de '’ARNm. Leur but consiste a éteindre 1’expression
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d’un gene par la méthylation directe de I’ADN, inhiber la traduction d'un ARNm ou conduire a sa

dégradation

Petits ARNs interférants (siRNAs). Les siRNAs sont des molécules d’ARN double brins de 20
a 25 paires de bases, qui causent la dégradation de 'ARN cible . Une fois rentré dans la cellule,
cet ARN va former un complexe multiprotéique appelé RISC, ot il sera déroulé en un ARN simple
brin, afin de rentrer en complémentarité avec la portion de 'ARNm cible. Cette complémentarité va
induire le clivage et la dégradation de '’ARNm, empéchant ainsi la traduction de cette derniére en

une protéine

Les ONs ciblant des biomolécules autres que les acides nucléiques

Aptameres. Les aptameres sont des ONs simples brins qui peuvent se replier en une structure en
trois dimensions. Ils sont composés généralement d’environ 30 a 60 nucléotides (A, T/U, G, C), bien
que des séquences plus courtes puissent étre envisagées. Ils peuvent interagir avec des protéines, des
carbohydrates ou encore des lipoglycans.

Parmi les aptameres qui sont sur le marché, on peut citer le Pegaptanib, un inhibiteur du VEGF et
indiqué pour la dégénérescence maculaire liée a 'dge (DMA). On peut également citer des aptameres
ou des ligands dérivés de nucléotides interagissant avec des protéines ne liant pas naturellement

d’acides nucléiques, telle que la Beta-Sécrétase 1"~ qui fait l'objet d’une étude particuliére dans

cette thése.

1.4.3 . Les aptameres et leurs dérivés

La méthode classique SELEX pour la conception d’aptameéres

L'approche SELEX ("Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment") est une méthode
expérimentale conventionnelle pour la sélection et la synthese d’aptameres a haute affinité contre
des cibles biologiques, et pour laquelle la méthode est décrite par la figure 1.21. Différentes étapes

itératives sont réalisées durant ce processus :

1. Contre-sélection : A partir de bibliothéques aléatoires d’ONss et en présence de la cible biolo-
gique immobilisée sur une matrice, les ONs ne se liant pas spécifiquement a cette derniere sont
éliminés,

2. Un pool d’ONs est ensuite incubé avec la cible a une certaine concentration : les ONs liés a la

cible sont collectés au travers d’une élution

3. Les ONs sélectionnés sont soumis a une amplification par PCR au travers d"une transcription

inverse
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4. Un nouveau cycle commence avec les ONs retenus par le précédent cycle.

Cette approche posséde néanmoins quelques inconvénients. Parmi ceux-ci, la génération des apta-
meres peut prendre quelques semaines a un mois afin d’obtenir des aptameres hautement spécifiques
a la cible biologique, au travers d’une vingtaine de cycles effectuée. De plus, cette approche peut ne

pas étre robuste ou reproductible d’une expérience a 'autre.

Comparaison avec les immunothérapies

En biochimie, les aptameres sont généralement considérés comme des alternatives aux immunothé-
rapies. Parmi les différences, on peut noter spécifiquement :

¢ lastabilité. Les anticorps monoclonaux sont sensibles a la température, faisant que leur conser-

vation doit étre réalisée a basse température pour ne pas étre irréversiblement dénaturés.

Contrairement a ces derniers, les aptameres sont stables a température ambiante, et leur dé-
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naturation (c’est-a-dire le passage d’une structure repliée a une structure non-repliée) est
réversible.

* l'immunogénécité. En général, un traitement par immunothérapie déclenchera une réaction
du systéme immunitaire, réaction limitée avec I’administration d’aptameéres.

* le mode d’adminsitration. Un traitement basé sur une immunothérapie est délivré par voie
intraveineuse (IV), tandis que les aptameres peuvent étre administrés par inhalation, perfusion

ou administration locale. C’est le cas du Pegaptanib par injections intravitréennes.

Les aptameres posseédent néanmoins quelques limitations. Parmi celles-ci, on peut citer les effets hors-
cibles ou une dégradation rapide par les endo- ou exonucléases. Les effets hors-cibles se caractérisent
comme la capacité d’une molécule a interagir avec des biomolécules autres que la cible biologique.

Une facon de limiter ces problémes consiste a appliquer des modifications chimiques.

Les pseudo-aptameres, une classe d’aptameres avec des modifications chimiques

Les modifications chimiques peuvent étre réalisées sur au moins une des entités qui constitue un
nucléotide, a savoir la base nucléique, ’acide phosphorique, le ribose ou le squelette phosphodiester

("backbone") comprenant a la fois 1’acide phosphorique et le ribose.

Liaison Phosphodiester (Acide Phosphorique). Classiquement, une modification sur la liaison
phosphodiester consiste a substituer le groupe phosphate PO3~ (PO) par un phosphorothioate (ou
thiophosphate) PSO%‘ (PS) ou PS, O%‘ (PSs). Cette modification confére a ’'ONs une résistance vis-
a-vis de la dégradation par les nucléases. En général, cette modification est appliquée sur quelques

nucléotides de I'aptamere, car des toxicités liées a celle-ci ont pu étre rapportées

Ribose. Tout comme la modification sur le groupe PO, la modification sur le ribose a pour but
de réduire la sensibilité des aptameéres vis-a-vis des nucléases. Cette modification est appliquée a la
position 2’ du ribose. Parmi les modifications classiques, on peut citer le 2’-O-Méthyl, ou encore le 2'O-
Méthylethyl qui peut aussi jouer un role sur la modulation de ’affinité. Une autre des modifications

avec des propriétés similaires est le 2’-fluoro

Base Nucléique. Les modifications au niveau de la base nucléique ont pour but d’améliorer
l’affinité des aptameéres vis-a-vis de la cible biologique, ce qui réduirait les effets hors-cibles. Parmi les
modifications, on peut citer des modifications a la position 5" des pyrimidines, dont par exemple le
5-chloro-UTP (figure 1.22b), un nucléotide modifié incorporé dans la conception d’aptameres ciblant

I'enzyme Beta-Sécrétase 1 afin de moduler son activité *’. Un autre exemple sont les SOMAmers, qui
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présentent des modifications de nature cyclique (figure 1.22c)” . Ces modifications peuvent aussi
avoir un intérét dans le design d’ONs simple brin, en perturbant les appariements Watson-Crick et

en les empéchant ainsi de se replier en structure.
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1.5 . Un modéle d’étude sur la Beta-Sécrétase 1

1.5.1 . Généralités

La Beta-Sécrétase 1 (BACE1) est une enzyme impliquée dans la maladie d’Alzheimer (MA), une
démence neurodégénérative progressive, dont le premier cas a été décrit par Alois Alzheimer en
1907. Deux formes de la maladie ont été identifiées en fonction de 1’dge d’apparition™
¢ la forme familiale ou héréditaire ("FAD") qui compte pour 1 a 5% de tous les cas d’Alzheimer
et qui est associée a une apparition précoce et,

¢ la forme sporadique ("SAD") qui est la plus majoritaire associée a une apparition tardive.

D’un point de vue biologique, la MA est décrite par deux principales caractéristiques conduisant
a la mort neuronale : (i) les plaques amyloides constituées de peptites 3-amyloides (AB) aggregés
entre les neurones™’, et (ii) les enchevétrements neurofibrilaires constitués d’une accumulation de
protéines Tau hyperphosphorylés dans les neurones.

L'accumulation des plaques amyloides perturbe la communication neuronale au niveau des synapses,
tandis que I’accumulation de la protéine Tau provoque un blocage du transport de nutriements et de

molécules essentielles a la survie et fonctionnement des neurones

Face aux causes multifactorielles de la maladie, différentes hypotheses ont été proposées pour ex-
pliquer le processus physiopathologique de la maladie™’. Nous décrirons ici succinctement qu'une

seule parmi ces hypothéses, a savoir I’hypothese de la cascade amyloide.

1.5.2. Hypothése de la cascade amyloide
L'hypothése de la cascade amyloide a été proposée par Hardy et Higgins en 1992. Ils ont suggéré

que les fragments A initient la cascade pathologique de la maladie d’Alzheimer, conduiraient a
I'enchevétrement neurofibrilaires et a la mort des cellules neuronales ™. Bien que 1’hypothése ait pu

faire 1'objet de discussion, plusieurs preuves tendent a démontrer sa validité.

Réaction catalytique responsable des peptides Af3

Avant de mentionner ces différentes preuves, il est indispensable de décrire la réaction catalytique res-
ponsable de la formation des peptides A3 afin de prendre connaissance de tous les acteurs impliqués

dans la voie amyloidogénique.

Les peptides A proviennent de la catalyse de la protéine précurseure de I’amyloide (APP), une
glycoprotéine membranaire de type I. Plusieurs isoformes de I’APP existent, avec un nombre de

résidus compris entre 695 (APP695, la forme la plus abondante exprimée par les neurones cérébraux)
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et 770 (APP770, principalement exprimée au niveau des plaquettes et cellules périphériques). Cette
protéine est impliquée comme régulateur de la formation et la réparation synaptique, et le transport

neuronal antérograde

To;:ic AB Amyloid
Apd2 Oligomers Plagues
Monomers

Non-Amyloidogenic Pathway | Amyloidogenic Pathway

APP sAPPpB
I sAPPu I

A/
Extracellular Ps J5%¢ == I e d Tees, l I I ,I[IIJ

space

Inter-Memrane
space
Cytoplasm CTFa CTFp
AICD

FiGure 1.23 — Schéma des voies amyloidogénique impliquée dans la formation de plaques amyloides,

AICD

et non-amyloidogénique

Deux principales voies catalytiques sont impliquées dans la catalyse de cette glycoprotéine humaine
(Figure 1.23) : (i) la voie non-amyloidogénique pouvant conduire a la formation de fragments aux
propriétés neuroprotectrices ' et (ii) la voie amyloidogénique conduisant a la formation des peptides
AB.

Ces deux voies impliquent 'action de deux réactions catalytiques successives, avec une différence
notable pour la premiére réaction entre les deux voies. En effet, la voie non-amyloidogénique implique
en premier 1’action de I'enzyme x-sécrétase, tandis que la voie amyloidogénique implique 'action de
I'enzyme [3-sécrétase (BACE1) conduisant a une libération différente de produits. La réaction catalysée
par 1'a-sécrétase conduit a la formation du fragment sAPP«x et du fragment C83, correspondant a
I'extrémité C-terminal de '’APP constitué de 83 acides aminés. La [3-sécrétase, quant a elle, peut cliver
a deux niveaux :

¢ entre Tyr606 et Glu607 conduisant a la libération du fragment C89

¢ entre Met596 et Asp597 conduisant a la libération du fragment C99.

La deuxieme réaction catalytique implique 'action du complexe enzymatique y-sécrétase sur les
fragments C83, C89 et C99, conduisant a la formation de peptitdes P3 et d’A3 respectivement. Il est, ici,
intéressant de noter que le fragment C99 peut étre clivé a différents sites par la y-sécrétase conduisant

a la production de différentes isoformes Af3. Les deux principales isoformes sont l'isoforme A(340, la
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plus majoritaire, et 'isoforme A {342 qui est cytotoxique a des niveaux d’expression pathologique ™

Des facteurs de risques génétiques liés a la voie amyloidogénique

Des mutations autosomales dominantes du gene de 'APP ont été décrites par différentes études
comme étant une cause génétique de la maladie d’Alzheimer ~. Parmi elles, des mutations ont montré
une augmentation de la production des peptides A3, comme la mutation Swedish ™ et la mutation
A673V ™. A l'inverse, les porteurs de la mutation A673T de ’APP sont moins a risque d’étre atteint du
déclin cognitif d@i a une diminution du clivage de I’APP par BACE1 . Par ailleurs, en 1990, Yoshikai
et al. ont montré que les personnes atteintes du syndrome de Down, ayant une extra-copie de ce

chromosome, développaient une FAD précoce

Parmi les autres facteurs de risques génétiques, nous pouvons aussi citer les génes PSEN1 et PSEN2,
localisés respectivement sur les chromosomes 19 et 1. Les deux protéines résultantes PSEN1 et PSEN2
participent a la formation du site catalytique de la y-sécrétase . Plus de 100 mutations de PSEN1
et 11 mutations de PSEN2 ont été identifiées comme autosomale dominante provoquant une MA
précoce . Par exemple, il a été montré que la mutation L166P sur PSEN1 peut causer une réduction
del’activité de la y-sécrétase, et donc conduire a une décroissance de proportion del'isoforme AR 1_42.
A l'inverse, la mutation G384A sur PSEN1 conduit & une augmentation de I'isoforme Af1_42 causant

I’AD précoce

Ces résultats mettent donc en avant le lien entre la voie amyloidogénique du clivage de I’APP et

I’'apparition de maladie d’Alzheimer précoce.

Un autre facteur de risque est lié au gene APOE présent sur le chromosome 19. Ce géne est responsable
de la formation d"une lipoprotéine de 299 acides aminés. Trois alleles APOE ont été identifiés : €2, e3 et
€4 conduisant aux isoformes lipoprotéiques ApoE2, ApoE3 et ApoE4 respectivement. Principalement
exprimé dans le foie et le cerveau, ApoE joue un role important dans le métabolisme lipidique.
Des études ont montré que ApoE4 peut augmenter 'agrégation des peptides A et perturber leur
clairance” ™. ApoE4 a donc été identifié comme un risque majeur de la FAD contrairement & ApoE2
et ApoE3.

1.5.3 . Des immunothérapies vis-a-vis des plaques amyloides

Parmi les traitements contre la maladie d’Alzheimer, nous pouvons citer les traitements symptoma-

tiques et les traitements "disease-modifiers".

Les traitements symptomatiques consistent a accompagner le patient malade dans son bien-étre et
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FiGURE 1.24 — Proportions de molécules en phase clinique en fonction de la classe thérapeutique*”’

sa qualité de vie face aux symptomes causés par la maladie (les troubles de langage, difficultés a
s’organiser ou a s’orienter, pertes de mémoire...). Néanmoins, ces traitements ne ralentissent pas la

progression de la maladie.

Cen’est que trés récemment que trois traitements affectant la progression de la maladie ont vu le jour.
Ces traitements consistent en des immunothérapies ciblant les dépots amyloides dans le cerveau.

Le premier qui fut approuvé est ’Aducanumab**, mais fut 1'objet de discussions scientifiques sur sa
réelle efficacité a ralentir le déclin cognitif®”.

Le deuxiéme est le Lecanemab ", définitivement approuvé en juin 2023 sur le marché américain, qui
aurait montré ralentir le déclin cognitif de 27% chez les patients Alzheimer.

Enfin, le dernier est le Donanemab qui aurait montré un ralentissement cognitif de 35%. Ce dernier

est encore en phase III, en attente d’une approbation par les autorités de santé.

Ainsi, 'ensemble de ces preuves biologiques et thérapeutiques met en avant la considération a
porter vis-a-vis du role amyloides comme un des responsables de I’apparition précoce de la maladie

d’Alzheimer, et comme une cible de choix pour ralentir le traitement cognitif.

Néanmoins, rappelons que plusieurs molécules de type "diseaser-modifiers" sont en étude clinique,

avec différentes cibles biologiques (Figure 1.24)
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1.5.4 . La Beta-Sécrétase 1 : un modele d’étude

Caractéristiques cellulaires de BACE1

B-secretase APP
U ARF& iAP-z
ARFsé % . :;abz
\ ate Endosome
| (7

;-"l .Rabs v—"7 % A %

\ ® \.._//
= Earl Endoso
t Y E Mmt Lysosome
-\,\‘.\ |.‘ AP-4
\,_\\ i/ﬁ .f: ),
L Yy : ~Trans-Golgi network
: GAAs ! e
N O e e e L
St/ Ps Kot e — /,_.\
e — T U
&
e
Endoplasmic Reticulum .
;_'__M____" i —
o SN = e At
- e R Sn——

Ficure 1.25 — Trafic cellulaire de I’APP et de BACE1

BACETI est une enzyme transmembranaire de type I, composée de 501 acides aminés. Elle appartient
a la famille des protéases aspartiques. Hautement exprimée dans les neurones cérébraux, BACE1 est
synthétisée sous sa forme zymogene avec la présence d"un prodomaine dans le réticulum endoplas-
mique. L'enzyme, prise en charge par des protéines de transports (AP-1, Arf-1 et Arf-4), est exportée
vers le Golgi ot il subit un certain nombre de modifications post-traductionnelles (acétylation, gly-
cosylation, phopsphorylation, ubiquitination, SUMOylation). Il peut étre noté que les modifications
post-traductionnelles peuvent impacter 1’activité amyloidogénique de BACE], ainsi que sa localisa-
tion"". Suite a cela, BACE1 est (i) soit dirigée vers la membrane plasmique pour étre internalisée dans
I'endosome, (ii) soit dirigée directement dans 1’endosome. Son activité étant optimale a pH acide,
son action catalytique a principalement lieu dans les compartiments acides intracellulaires tels que
I’endosome ou le trans-Golgi (TGN). En effet, il a été montré que I’APP et BACE1 sont co-localisées
dans le TGN et I'endosome précoce au cours de leur trafic cellulaire (Figure 1.25), et que ces deux

compartiments cellulaires sont les principaux sites de production des peptides A3

Il est important de noter que BACE1 peut catalyser une trentaine de substrats, et qu’elle peut donc
étre impliquée dans d’autres voies physiologiques (Figure 1.26)" '~. En effet, différentes études ont

montré que I’extinction ("knock-out") du gene BACE1 chez la souris peut induire une hypomyélination
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Ficure 1.26 — Quelques substrats catalysés par BACE1

(substrat : NRG1), des troubles de la mémoire, une altération de la neurogénese et de 1’astrogénese
(substrat : Jagl), des anormalités rétiniennes (substrat : VEGFR1), ou encore avoir un role dans la
fonction synaptique’~. Par conséquent, une inhibition complete de 'activité BACE1, dans le cadre
d’un traitement préventif de la maladie d’Alzheimer, conduira inévitablement a des effets indési-

rables lourds. Par contre, une inhibition partielle (dose-dépendante) de BACE1 n’interfere pas avec la
transmission synaptique’

De plus, dans le cerveau, les cellules microglia jouent un rdle important en assurant une barriere
protectrice pour les neurones’’, notamment en éliminant par phagocytose des agrégats Af3

. Une
étude tres récente montre que l'inhibition de BACE1 dans les microglia augmente leur potentiel
d’élimination d’agrégats A ’/~°. Par une inhibition dose-dépendante de BACE1

et/ou ciblée dans
les microglia’’~’%, on peut donc s’attendre a des effets bénéfiques pour le traitement de la MA

Par ailleurs, des études thérapeutiques ont montré des effets hors-cibles avec une enzyme homologue a

BACEL, appelée la Beta-Sécrétase 2 (BACE2), pour laquelle des molécules ont interagi avec ce dernier

de maniere non-sélective’”. Bien qu’elle soit moins exprimée dans le cerveau, et principalement
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exprimée dans le pancréas, des études ont mis en avant que BACE2 puisse avoir un effet préventif
ou protecteur contre la génération de fragments Af3. Par conséquent, une inhibition de BACE2 peut
entrainer un effet néfaste de la maladie. Ainsi, malgré les échecs répétés d’efficacité d’inhibiteurs de

BACEI dans les essais cliniques, BACE1 demeure une cible thérapeutique d’intérét.

Caractéristiques structurales de BACE1 et BACE2

Comme mentionné précédemment, BACE1 est une protéine transmembranaire, pour laquelle sa partie
catalytique est de forme globulaire, et est composée de deux lobes, respectivement le lobe N-terminal
et le lobe C-terminal. Comme toutes les enzymes de la famille a laquelle elle appartient, BACE1
possede deux motifs aspartiques (D93, D228) formant son site catalytique, orientés dans la partie
luminale, et impliqués dans la protéolyse du substrat. Ce site actif est aussi composé d'un "flap", une

8152 (voir figure 1.27). En effet, un inhibiteur

boucle responsable de 1’accessibilité ou non du site actif
placé dans le site actif peut former des liaisons hydrogenes avec le flap, induisant un repliement de
ce dernier vers le site actif, ce qui conduit au passage d’une conformation "ouverte" a "fermée". Un
fait intéressant est que la conformation du flap peut étre influencée en fonction du pH : elle adoptera
une conformation ouverte a pH acide (ph = 4 a 5), tandis qu’elle adoptera une conformation inactive

a pH neutre (pH=627)"".

C-terminal
lobe

N-terminal

NS
(/— , lobe

Ficure 1.27 — Structure 3D de BACE1%*

Des études ont pu définir I’existence d"une deuxieme région capable de moduler 'activité de BACE1,
en ayant une action a distance sur la conformation du site actif : on parle alors de site allostérique
ou d’exosite situé au lobe C-terminal. Contrairement au site actif bien caractérisé par une poche,

I'exosite est une surface avec 1’absence d’une poche caractéristique. Il a été montré que 1’exosite peut
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faire l'objet d"une interaction avec un anticorps monoclonal ou d"une interaction avec un peptide

Par ailleurs, le manque de spécificité des composés a but thérapeutique entre BACE1 et BACE2
s’explique par la forte homologie entre les deux enzymes, notamment au niveau du site actif qui fut
jusqu’a présent la seule région cible de la grande majorité des composés. En effet, BACE1 et BACE2
partage pres de 70% de similarité entre leur séquence, dont pres de 80% de similarité au niveau du
site actif. De plus, une comparaison structurale entre les deux enzymes montre une forte similitude
au niveau de leur repliement global, avec une RMSD ("Root Mean Square Deviation") de 1.46A

(Figure 1.28). De ce fait, les composés ciblant le site actif de BACE1 ont de fortes chances d’interagir
avec le site actif de BACE2. Néanmoins, des caractéristiques clés de spécificité au niveau du site actif

ont été déterminées, comme nous le verrons a la section 1.5.4.

Ficure 1.28 — Alignement structurale entre BACE1 (en vert) et BACE2 (magenta)

L'intérét de l'exosite se justifie a la fois par cette haute conservation du site actif entre BACE1 et

BACE2, mais également par le fait que cette région est moins conservée. En effet, une comparaison
de la séquence de I’exosite entre ces deux enzymes montre une similarité a hauteur de 60%. Cet
exosite est défini notamment par 3 boucles nommées C (254-257), D (270-274) et F (309-320)

Bien qu’une ancienne nomenclature définissait le site actif en 8 sous-sites™”, Hu et al.” ont défini
une nouvelle nomenclature pour caractériser le site actif en 10 sous-sites a partir de 354 structures
cristallines de BACE1 en complexe avec des inhibiteurs. Ces 10 sous-sites reposent sur un modéle d'in-
teractions résidus-ligands, et ont identifié les différentes sous-structures interagissant favorablement

avec chacun d’eux (voir figures 1.29 et 1.30).
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Ficure 1.29 — Représentation des sous-sites du site catalytique de BACE1

Sous-sites Résidus

SS1 L30, Y71, F108, W115, 1118
SS2 D32, D228

SS3 172, Q73, K107

SS4 G230, T231

SS5 G34, Y198

SSe6 1110

SS7 T232, N233, R235, S325
SS8 S35, V69, P70, W76, 1126, R128
SS9 G11, G13, Y14, 5229, A335
SS10 K224, 1226, 1329, V332

Ficure 1.30 — Composition des sous-sites constituant le site actif de BACE1"". Les résidus soulignés
représentent les résidus non-conservés et substitués chez BACE2.

Caractéristiques clés de la spécificité entre BACE1 et BACE2

Différentes études ont pointé des facteurs clés de la spécificité entre BACE1 et BACE2 """, en lien

avec la conformation intrinséque du site actif, ou de la substitution de résidus de sa séquence.

Résidus groupes-spécifiques. Le site actif entre BACE1 et BACE2 est relativement bien préservé.
Néanmoins, quelques différences notables peuvent étre relevées. La premiére est que le site actif de
BACE1 posséde un nombre plus élevé d’acides aminés chargés que celui de BACE2 : les interactions
électrostatiques pourraient donc étre privilégiées lors du design d’inhibiteurs anti-BACE1. De plus,
en reprenant la nomenclature des sous-sites de Hu et al., sept résidus ne sont pas identiques. On peut

ainsi noter (selon la numérotation de BACE1) :
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¢ la substitution de K107 en N107 dans le SS3 : la chaine latérale de I'asparagine est plus courte
que celle de la lysine, et peut établir potentiellement plus de liaison hydrogene.

¢ la substitution de I110 en L110 dans le SS6 : la chaine latérale hydrophobe de l'isoleucine est
plus longue que celle de la leucine. Cette mutation peut impacter la taille de la cavité, qui serait
plus petite chez BACE2 que BACE1

e la substitution de N233 en L233 dans le SS7 : 1a polarité peut étre affectée, ot1’asparagine prone
a établir des interactions électrostatiques et polaires avec le ligand que la leucine.

¢ la substitution des résidus P70, 1126 et R128 en K70, L126 et K128 respectivement dans le SS8 :
la substitution de la proline en lysine peut affecter la flexibilité du flap due a la perte de la
propriété cyclique apportée par la proline

¢ la substitution de T329 en N329 dans le SS10

Une dynamique de la poche de liaison différente. Une étude de dynamique moléculaire
(MD) a été réalisée par Hernandez-Rodriguez et al.””. Cette MD a été réalisée sur une conformation
de BACE1 (code PDB : 2QP8) et une conformation de BACE2 (code PDB : 2EWY), avec CHARMM27,
pour une durée totale de 50ns; avec une sauvegarde de "snapshots" toutes les 5ns afin d’évaluer
précisément les changements conformationnels. Leurs résultats ont montré une différence du volume
de la poche catalytique durant la MD :
* Au début de la MD, le volume de la poche catalytique entre BACE1 et BACE2 est similaire
(environ 350%)
¢ Durant la simulation, le volume de la cavité de BACE1 augmentait tandis que le volume de la
cavité de BACE2 diminuait
e A la fin de la simulation, le volume de la cavité de BACE1 était de 455A3% contre 335A% pour
BACE2, soit une différence de 120A%.

Cette différence du volume de la poche peut ainsi provoquer un mode de liaison et une affinité
différente entre BACE1 et BACE2, induisant I'inaccessibilité de certains sous-sites ou certains résidus

du site actif.
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1.6 . Objectif de la these

Comme il a été mentionné précédemment, la conception d’aptaméres avec des modifications chi-
miques peut étre réalisée par voie expérimentale, soit a posteriori de la génération d’aptameres par la

méthode SELEX en procédant a des optimisations chimiques, soit par la génération des SOMAmers.

A ce jour, hormis l'outil NUCLEAR. il n’existe aucune approche computationnelle permettant de
prédire des aptaméres modifiés pour une cible thérapeutique donnée. Or, l'utilisation d’une telle
approche peut apporter une aide non-négligeable. En effet, un nombre plus important de solutions
(incorporant un nombre plus important de modifications chimiques) peut étre étudié par voie compu-
tationnelle avec un cofit limité en comparaison de la syntheése chimique. Dans la suite du document,

nous appelons ces aptameéres modifiés, congus par approche computationnelle des in-silico-mers.

L'objectif initié avec cette thése est donc double :
¢ Concevoir une nouvelle approche algorithmique pour le design d’"ONs simple brin a partir de
la connaissance 3D de la protéine cible et & partir d"une bibliotheque de fragments criblée sur
cette derniére;
e Démontrer l'intérét de cette nouvelle approche au travers de différentes preuves de concepts
incluant 7 protéines de liaison a '’ARN, et de l'appliquer sur une cible biologique d’intérét

(BACE1) impliquée dans la maladie d’Alzheimer au travers d"un pipeline in-silico.

Cette application sur BACE1 (et sur la protéine homologue BACE2) nécessite en amont de réaliser
différentes analyses afin de mieux comprendre les caractéristiques jouant un réle dans la spécificité.
C’est pourquoi le travail de cette these sur BACE1 et BACE2 s’est focalisé sur des analyses de spéci-
ficité, afin de préparer en perspective une application concréte de design d’in-silico-mers avec notre

méthodologie.
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2 - Développement et Implémentation d’une nouvelle approche
basée sur les Fragments et le Color-Coding : Docking, De-
sign et Analyse Statistiques a ’'Equilibre d’ARNSsb liant des

protéines
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2.1. Rappels

L'approche par Fragments est une approche généralement appliquée pour le design de composés chi-
miques et organiques. Comme mentionnée dans la Section 1.1, les fragments sont de petits composés
d’une vingtaine d’atomes lourds, et pour lequel le principe consiste a les cribler sur un récepteur,
a sélectionner ceux liant spécifiquement la cible biologique afin de créer une molécule-lead in-fine.
Par ailleurs, cette approche a été aussi utilisée afin de prédire des complexes d’ARNsb de séquences
connues avec des Protéines de liaison a I’ARN (RBP)“""""" (Section 1.1.4). La prédiction des telles
interactions reposent sur une librairie de fragments nucléotidiques qui doit étre la plus diverse pos-
sible. Une telle diversité, incluant par exemple des nucléotides modifiés, est cruciale pour le design

de molécules thérapeutiques afin d’atteindre l’activité désirée.

Par exemple, l'outil MCSS (Section 1.1.4) permet de cribler une librairie de mononucléotides a la
surface de la cible biologique, avec une orientation et position connues. Cependant, I’assemblage
de nucléotides successives en un ONs optimal, soit de séquence connue (docking d’ARNSsb) soit de
séquence inconnue (design d’ARNSsb), ne peut étre raisonnablement réalisé au travers de la méthode
force-brute due a une explosion combinatoire. En effet, le succés de 'approche par Fragments dépend
essentiellement d'une densité suffisante de poses qui, a son tour, a un impact sur le nombre de
candidats. Le probleme est aggravé par la prise en compte des nucléotides modifiés, augmentant

ainsi la base d’une croissance exponentielle.

Dans ce travail de these, nous proposons de revisiter le docking et le design (Définitions 1.1.3) basés
sur 1'approche par Fragments au travers du prisme du Color-Coding (Section 1.3.1), qui permet de
capturer la notion de 1’auto-évitement pour le design d’ARNsb.

Nous montrons a la section 2.2 comment adapter cette technique et comment l'optimiser par une
décomposition en cliques afin d’obtenir des algorithmes probabiliste ou exact pour le docking basé
sur 'approche par Fragments au travers de la minimisation d’énergie.

La section 2.2.3 décrit comment réaliser un design en relaxant la contrainte de séquence avec une
séquence de nucléotides donnée. Le "framework" est encore plus dur pour produire des statistiques
a I'équilibre thermodynamique, pour I'étude de caractéristiques ("features") d’intéréts et utiles pour

guider le design.

Enfin, nous proposons d’appliquer cette approche sur 7 complexes ARNsb /protéines, afin de discuter
des points forts et des limitations de cette approche. Nous verrons en 4.1.1 les différentes extensions

a envisager dans le futur.
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Ficure 2.1 — Workflow Général : A partir d’un graphe de fragments criblés, pour lequel la matrice de
connectivité a été évaluée par un outil externe, notre méthode considére des colorations — aléatoires
ou déterministes — a partir desquelles des solutions peuvent étre obtenues pour des problémes
computationnelles difficiles.

2.2. Méthodologie et algorithmique

Posons les hypothéses explicites suivantes. Premiérement, notre docking est supposé étre rigide au
niveau protéique, ce qui indique que les fragments ARNsb peuvent étre criblés individuellement sur
la protéine sans perte excessive de précision. Deuxiemement, nous supposons que la longueur ou la
composition en nucléotides de I’ARNsb, fournie en données d’entrée ("inputs"), interdit 1’adoption
de structure secondaires. Troisiémement, le systeme ARNSsb/protéine peut maximiser la probabilité
de la configuration jointe. Sous ces trois hypotheses, le docking et le design des ARNsb basés sur les
fragments interagissant avec une protéine peuvent tous deux étre reformulés comme un probleme de

graphe.

Définitions et notations. Nous désignons un fragment f comme un nucléotide r(f) dans une
séquence r d’ARN associée a une conformation 3D de référence. Une pose x représente un fragment
criblé a la surface d’une protéine, et est définie par la position 3D de ses atomes relative a la protéine.
Une paire ordonnée de poses se dit compatible si leurs occupations spatiales n’'induisent pas de
clashes géométriques insolubles, et permettent la connection séquentielle de deux fragments en un
ARN plus long. La compatibilité est une relation orientée (associée avec la polarité de I’ARN), dont

I’évaluation constitue un probléme en soi et fait l'objet d’outils spécialisés pour traiter les ARNsb
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courts.

A travers un criblage systématique de fragments a la surface d’une protéine cible, suivi d’une éva-
luation de connectivité de poses résultantes, on obtient un graphe de compatibilité de poses. Il est
défini comme un graphe dirigé, c’est-a-dire une paire G = (V, E) o1 V est un ensemble de poses, et
tout aréte dirigée (v,V') € E implique la possibilité de connecter v et v/, Dans la suite, on note par
n := |V| le nombre de poses dans le graphe. Tout chemin du graphe de connectivité peut étre associé

a une conformation conjointe protéine/ ARNsb, appelée complexe par la suite.

On associe ensuite une notion d’énergie libre AG(x) a tout complexe x = (vy, ..., V), définie comme :

k k-1
AG(O) = )" 8(vi) + ) 8(vi, vis1)
i=1 i=1
oud: V — RU{+oo}etd : VXV — RU{+oo} sont des termes spécifiques a une procédure de criblage
de fragments, qui capturent les contributions individuelles de fragments individuels et connectés par

pairs respectivement.

Cependant, quelques paires de fragments peuvent étre en clashes, occupant des régions géométriques
superposées ou trop proximales dans l'espace 3D, conduisant certains chemins du graphe de connec-
tivité a ne pas toujours représenter des candidats prometteurs. Des cas triviaux d'un tel conflit se
produisent au sein de complexes qui réutilisent deux fois la méme pose. Au-dela de ces cas simples,
les clashes peuvent étre modélisés en utilisant une fonction de clashes C : V x V — {Vrai, Faux}. Un
chemin x de longueur k est auto-évitant, aussi appelé un k-chemin, si ses noeuds sont des paires
distinctes. Un chemin est sans-clashes si et seulement si ses noeuds sont des paires non-clashantes
(ie. V1 < i <j <k, C(xi,xj) = Faux). Notons que 1’évitement des clashes induit un auto-évitement

tant que, pour chaque pose v, on a C(v, V') = Vrai.

Enoncé du probléme et aspects de la complexité. Supposons étre a 1’équilibre thermodyna-
mique, le complexe le plus stable/probable, pour une séquence donnée de nucléotides r de longueur
k, est celui dont I’énergie libre est minimale appelée MFE ("Minimum Free-Energy"). De plus, 1'as-
semblage de fragments doit étre restreint aux complexes compatibles avec la séquence. Le calcul d"un

tel complexe peut étre reformulé comme suit :
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Probleme MFEpock
Input: Graphe de connectivité de poses G = (V, E); Fonction de clashes C : VXV — {Vrai, Faux};
Fonction d’Energie AG; Séquence de résidus r = r{,12... 7.

Output : Complexe x* = (v{, v}, ..., vy) minimisant I'énergie libre
x* = argmin  AG(x)
x=(v1,...,vk) tel que
vi#v;Vizj, « auto-évitement
C(vi,vi+1)=Faux,¥i — sans-clashes

et 7(vi)=7{,Y1i  « compatibilité séquence nucléotides

La complexité de calculs, pour un graphe général, une séquence triviale (homopolymere, k := |V/|,
C(:,-) = Faux) et une fonction d’énergie a valeur unitaire ((5(-) = -1, &’(-,-) = 0)), MFEpock résout
le probleme de décision de 1’existence d"un caEMIN Hamirronien dans G, impliquant la NP-difficulté
du probléme. Le probléme reste robuste, insoluble méme quand il est restreint a une sous-classe de
graphes d’entrées qui peuvent étre tirés sur une surface protéique, tel que des graphes grilles

En outre, pour un graphe de compatibilité complet et une énergie a valeur unitaire, la résolu-
tion de MFEpock répond a 1’existence d’un ensemble k de noeuds non-clashants dans le graphe
(V,{v,v' | C(v,V') = Vrai}), ainsi résolvant le probleme Max InpepeENDENT SET (MIS). Cependant, le
probléme MIS n’est pas uniquement NP-difficile, mais aussi insoluble (W[1] difficile pour k) du point
de vue de la complexité paramétrée sur les instances géométriques (e.g. graphes issus d’intersections
de segments/disques) " Ces résultats indiquent une dureté informatique et robuste du probléme,

motivant I’exploration d’alternatives et d’heuristiques.

2.2.1. Garantir I'auto-évitement via une technique de color coding

Compte tenu de I’état de complexité du MFEpock, nous abordons initialement une version restreinte
du probleme qui considére uniquement des clashes résultant a partir de la réutilisation de certaines
poses. En d’autres mots, nous optimisons 1’énergie d’optimisation sur les chemins auto-évitants, ce qui
vaut a fixer C(:, -) = Faux. Dans cette configuration, le probleme algorithmique reste NP-difficile, mais
le simplifie a un probleme Fixed-Parameter Tractable (FPT), pratiquement solvable, pour les chemins de

longueur k utilisant la technique du color-coding " (Section 1.3.1).

Les chemins bien coloriés, une alternative frugale en mémoire. Pour contourner cette exi-
gence de mémoire substantielle, nous considérons une variante du color-coding basée sur les chemins
bien-coloriés. Un chemin bien-colorié est un k-chemin dont les couleurs dans k ne sont pas unique-
ment distincts, mais apparaissent dans un ordre spécifique, supposées étre 1 — 2 — --- — k
sans perte de généralité. Par souci de simplicité, nous disons qu’une coloration k atteint (resp. rate)

un k-chemin x quand x est bien colorié (resp. non bien-colorié). Pour toute coloration donnée, 1'opti-
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mal/MFE k-chemin est obtenu en temps O(k.(n +|E|)) (e.. utilisant un algorithme de programmation
dynamique). Celui-ci commence par calculer la MFE bien-coloriée pour une coloration donnée « via

la récurrence suivante :
mfe, = min  mfeg[v, 1] (2.1)

veVvV
tel que k(v)=1

E(v) Si m=k
mfec[v, m] = min d(v) + &' (v,V') + mfec[v', m+1] Sinon (2.2)
(v,V')€EE tel que
k(V)=m+1

Une fois la matrice mfe calculée en temps O(k.(n + |E|)), une remontée (backtrack) peut étre réalisée
pour retrouver en temps O(k.n) une séquence de noeuds, distincts car bien coloriés, atteignant

I'énergie minimale mfey.

Theoréme 1: Pour une coloration k donnée, le chemin bien colorié d’énergie minimale est
calculable en temps O(k X (n + |E|)).

Démonstration. Prouvons d’abord la validité de 1’équation de programmation dynamique ci-dessus.
Nous n’explicitons pas l'opération de backtrack, qui peut étre trivialement adaptée de celui des

sous-optimaux, présenté en équation (2.5).

Plus particuliérement, nous considérons la propriété que, une fois la récurrence calculée, on trouve
dans mfe,[v, m] I'énergie minimale d’un chemin bien colorié au regard de k, commencant par le
noeud v de couleur m, et ayant comme longueur k’ := k—m+ 1. Pour cela, on raisonne par récurrence,
en remarquant que, pour k’ = 1, le seul chemin bien colorié est réduit a v, et son énergie est alors E(v)

comme calculé par 1’équation (2.2), en notant que k’ = 1 implique m = k.

On pose alors I'hypothese de récurrence, et on suppose que la propriété est vérifiée pour tout k' < i.
Considérons alors les chemins de taille k' := i + 1, commengant par un noeuds prescrit v bien colorié
(k(v) = m). Au sein de ces chemins, le noeud v est suivi d’un noeud Vv, voisin de v ((v,V') € E),
lui-méme bien colorié (k(v) = m + 1) et suivi d’un suffixe de taille k" = i débutant par V'. L'énergie
minimale d'un tel chemin inclut la contribution propre 6(v) de v, I'énergie de liaison (v, V') de v et
V/, et ’énergie minimale du suffixe de taille i. Cette énergie est égale a mfe,[v', m + 1] par application

de I'hypothése de récurrence.

L'énergie d"un chemin bien colorié de taille i débutant par deux noeuds v et v’ est donc égale a

5(v) + 8(v,V') + mfe [V, m + 1].
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En minimisant sur tous les voisins V' de v, on obtient exactement le calcul proposé par I'équation (2.2),
ce qui démontre la correction de la formule pour k’ = i + 1, et permet de conclure sur la validité pour
tout k’ de la récurrence pour mfe[v, m], et donc de mfe, en minimisant I’énergie sur les alternatives

disponibles pour le premier noeud.

En terme de complexité, le nombre de valeurs mfe[v, m] a calculer est en O(n X k). Le calcul d'une
partie droite nécessite au pire n itérations de la minimisation, ce qui induirait une complexité en
O(n? x k). Cependant, on peut raffiner I’analyse en remarquant que, pour un m donné, deux valeurs
de v nécessitent une minimisation sur des ensemble disjoints d’arétes (v,Vv’) € E. Il s’ensuit que, en
sommant sur tous les noeuds v possibles, le nombre total d’itérations des boucles de minimisation

peut étre borné par |E| au lieu de n?, d’oti la complexité annoncée. O

Le fait d’étre bien colorié ne contraint que les couleurs attribuées aux k noeuds de x, ce qui ne laisse
qu'une seule possibilité parmi k* colorations possibles, de sorte que la probabilité qu'une coloration
uniforme aléatoire atteigne x est simplement P(x bien colorié) = 1/k¥. En itérant sur « colorations
indépendantes tirées aléatoirement k1, ..., Ky, la probabilité quun chemin k soit manqué par tous

les coloriages est alors

1 x
P(x raté par « colorations aléatoires) = (1 - ﬁ) . (2.3)

Cette propriété est valable pour tout chemin k, y compris le chemin MFE x*. En conséquence, pour

toute tolérance cible ¢ € (0, 1), il suffit de fixer

1 1
wi= |—285 ¢ O(k* log E)

log (1 - %)

et nous obtenons le résultat suivant.

Proposition 2: En absence de clashes (C(—) = Faux), le probleme MFEpock admet un algorithme
probabiliste qui renvoie la solution optimale avec probabilité 1 — ¢, en temps FPT sur k et
logarithmique sur e.

Plus précisément, une itération sur le nombre requis de colorations induit une complexité temps en

O 2 (n + |E|) log %), et une mémoire linéaire sur k et n.

La dérandomisation peut étre aussi utilisée dans le contexte de chemins bien-coloriés. Ici, la construc-

tion de Alon et al. , couplée avec les premiers résultats de Schmidt et Siegel ", fournit une famille
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Data : Complexe de longueur k, Graphe de connectivité de poses G = (V, E), Tolérance ¢
Result : Complexe optimal pour MFEpock avec probabilité 1 — ¢

log e
1og(1—kLk) l'
(mfe, mfecomplex) — (400, 2);
forie[1,M]do
Kk «— RandomUniformColor(V, k);
mfe, < ComputeMFE (k,k,G);

M «

if mfe,. < mfe then
mfecomplex <~ BacktrackMFE(k k,G,mfe,);

end
end

return mfecomplex;
Algorithme 1 : Algorithme probabiliste pour MFEpock sans considération des clashes

(C(-) = Faux)

de k®™) logn colorations qui atteint chaque k-chemin, impliquant ainsi un algorithme déterministe

exact pour le MFEpock sans contrainte de clashes.

Proposition 3: En absence de clashes (C(—) = Faux), le probléeme MFEpock peut étre résolu en
temps FPT sur k.

Cette complexité est maintenant en temps O(k®n.logn), marginalement plus élevée que pour les

chemins coloriés, tout en utilisant une mémoire tres réduite, linéaire sur le nombre de poses.

Rejet a partir de sous-optimaux pour produire des complexes MFE sans-clashes. De fagon
a récupérer les chemins MFE sans-clashes, et ainsi proposer une solution pour le MFEpock, nous
proposons de l’extraire de la liste des sous-optimaux A (auto-évitants), définie comme ayant une
distance d’énergie d’au plus A a partir de la MFE auto-évitante. La liste des A-sous-optimaux peut
étre produite par 1'utilisation d’une version adaptée du schéma de Waterman/Byers . Une fois la

matrice mfe calculée comme ci-dessus en temps O(k.(n +|E|)), la liste exhaustive de A-sous-optimaux
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Data : Complexe de longueur k, Graphe de connectivité de poses G = (V, E), Tolérance ¢
Result : Complexe sans clash optimal pour MFEpock avec probabilité 1 — ¢

log ¢ .
7
log(l—]%k)

(mfe, mfecomplex) = (+o0, 2);

M «

subopts « @;
A« 0;
step <« 1,
while A < Emax — Emfe + step do
forie[1,M]do
k «<—RandomUniformColor(V,k);
Emfe, <« ComputeMFE(k,k,G);
(subopts,, Emax) < ComputeSubopts(k,k,G);
if A > Emax — Emfe then
‘ subopts « BacktrackSubopts(k,k,G,subopts );

end

end

A «—A+step
end

return subopts;
Algorithme 2 : Algorithme probabiliste pour MFEpock retournant le complexe sans

clashes d’énergie-libre minimale (MFE)
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peut étre obtenue en utilisant un backtrack modifié :

subopts (A) — U subopts (v, 1;A) (2.4)
veV s.t
r(v)=11

[si A" := A — (mfec[v, 1] — mfe,) > 0]
{v}[sim =K]

v} ® subopts_(V/, m + 1; A’
subopts (v, m; A) — v} ps.( ) (2.5)
(WAIeE st [sim<ketA’ > 0]
K(V)=m+1
et T(V)=Tm41

Theoréme 4: La procédure de backtrack décrite ci-dessus renvoie l'intégralité des chemins bien
coloriés ayant une énergie dans [mfe,, mfe, + A].

Un tel backtrack s’exécute essentiellement en temps et mémoire en @(k D), ott D est le nombre total

de A-sous-optimaux, et est attendu croitre exponentiellement avec A.

Un algorithme exact, en temps exponentiel dans le pire cas, peut étre obtenu pour calculer la MFE sans-

*
SA’

k := (ki); de colorations. Il itere ensuite plusieurs fois sur I’ensemble de la famille en utilisant une

clashes. Il commence par calculer la MFE auto-évitante globale EZ , , utilisant une famille dérandomisée

valeur croissante A jusqu’a
A > Apax = E - EX,, (2.6)

sans-clashes

ou Esans—clashes

des A-sous-optimaux sur k. Une fois I'inégalité ci-dessus satisfaite, 1’algorithme peut alors simplement

dénote la structure sans-clashes d’énergie minimale, observée jusqu’a présent au sein

retourner le complexe MFE sans-clashes parmi les sous-optimaux engendrés a distance au plus Ayax,

c’est-a-dire la structure S* avec une énergie E .
sans-clashes

Proposition 5: Une fois une valeur A atteinte telle que la condition (2.6) est satisfaite, alors la
structure sans-clashes d’énergie la faible rencontrée représente une solution pour MFEpock.

Démonstration. En effet, pour tout complexe sans-clashes S” # S*, si §” est trouvé dans la liste combinée

de A-sous-optimaux, alors il a une énergie plus élevée que E
sans-clashes

par définition. Si S’ n’est
pas listée comme un A,,,x-sous-optimal pour k, alors pour toute coloration k qui atteint S/, on a

mfe, + Apax < AG(S). Comme E’S*A < mfe,, on conclut avec

AG(S*) = EZ S EX 0+ Amax < mifey + Apax < AG(S).

sans-clashes
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FIGURE 2.2 — Exemple du color-coding basé sur les cliques monochromes. A partir de I'instance MFE-
pocK (A), incluant les arcs de compatibilités (bleues) et les arétes de clashes (rouge), une couverture
de cliques est calculée de fagon heuristique (gris). Une famille de coloration est ensuite générée (B;
aléatoirement ou de facon déterministe), et un algorithme de programmation dynamique permet de
construire une liste de k-chemins (auto-évitants) (C). Parmi ces chemins, seuls f — j — | présentent
des clashes (boite rouge) et sont filtrés pour obtenir une liste fusionnée de A-suboptimaux sans-
clashes. Notamment, les deux colorations ci-dessus sont suffisantes pour atteinte tous les chemins
sans-clashes. De plus, j — | — i, un k-path valide qui présente deux noeuds en clashes, ne peut étre
bien colorié dans la couverture de cliques actuelle.

De plus, I'énergie d'une telle alternative S’ est alors supérieure a celle de S*, ce qui nous permet de

conclure que notre algorithme est correct. O

Bien évidemment, les performances pratiques de 1'algorithme vont dépendre, de fagon critique,
de la valeur A, atteinte, c’est-a-dire de la différence d’énergie entre la MFE auto-évitante et les
complexes sans-clashes. Pour atténuer ce probléme, nous introduisons dans la section 2.2.2 a venir

une optimisation basée sur les cliques, que nous illustrons en Figure 2.2.

2.2.2. Des cliques et des clashes : Réduire la densité des clashes grace aux cliques mono-
chromes

Durant la phase de docking initiale, les fragments individuels se regroupent généralement autour de

hotspots a la surface de la protéine. D'une part, une telle accumulation est bénéfique pour la résolution

des poses sélectionnées car, dans une certaine mesure, elle permet de simuler la flexibilité. D’autre

part, une haute densité locale peut résulter a une explosion combinatoire de clashes, réduisant

drastiquement la densité des complexes sans-clashes, tout en entravant les performances de notre

algorithme. Nous préférons donc concentrer nos efforts sur un sous-ensemble de chemins auto-
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évitants présentant une bonne densité de complexes sans-clashes.

Cliques de noeuds clashants peuvent étre définies sur une seule couleur

Du fait de 'origine profondément géométrique de la notion de clashes, il est fréquent que les poses

en situation de clashes deux a deux s’aggregent sous la forme de cliques.

Definition 2.2.1 (clique clashante): Une clique clashante C est définie comme un ensemble de
paires de poses clashant tous les uns avec les autres.

Nous remarquons alors trivialement que les noeuds d'une clique clashante C, c’est-a-dire un ensemble
de paires de poses en clashes, ne peuvent pas apparaitre plus d'une fois au sein d"un complexe sans-

clashes.

De tels clashes peuvent étre évités en limitant la génération aléatoire a des colorations monochromes
par rapport a C, c’est-a-dire utilisant une unique couleur pour tous les noeuds de la clique. Cette
restriction ne réduit pas l'espace de recherche, constitué des k-chemins sans-clashes. En effet, tout
k-chemin sans-clashes, comportant un noeud v, € C et atteint par une coloration arbitraire k, est aussi

atteint par une coloration clique-monochrome k’ construite telle que

, K(ve) sivel
K':v—
k(v)  sinon.

Par ailleurs, tout k-chemin qui emprunterait deux noeuds ou plus a C présenterait alors un clashe.
En interdisant 1’exploration de ce type de chemins, la restriction des coloration aléatoires aux cliques

monochrome augmente la densité de complexes sans-clashes au sein de 1’espace de recherche.

Enfin, dans une perspective de dérandomisation, cette restriction autorise des chemins sans-clashes
complets a étre atteints par une petite famille de colorations, car les cliques entieres peuvent alors
étre traitées comme des noeuds individuels. En appliquant cet argument de fagon répétée, cette
observation, et cette stratégie globale, se généralise a une collection de cliques disjointes dans le

graphe de clashes.

Proposition 6: Etant donné une collection de cliques disjointes {C; };, une restriction a des colo-
rations monochromes sur chacun des C; conserve la correction des algorithmes, probabilistes
et exacts, basés sur le color coding.
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En revanche, deux cliques C et C’ qui se chevaucheraient ne peuvent pas étre forcées a étre simultané-
ment monochromes. En effet, en raison de son chevauchement avec C’, la couleur de C se propagerait
a cette derniere, ce qui conduirait a traiter C U C’ comme une unique clique. Ceci amenerait alors a
ignorer tous les k-chemins sans-clashes empruntant une paire de noeuds v,v' € C X (’, alors que v et

V' pourraient étre mutuellement compatibles (C(v,v’) = Faux).

Afin de minimiser les temps d’exécution, et maximiser la densité de chemins sans-clashes dans l’es-
pace d’exécution, nous prétraitons donc au préalable les clashes de fagon a contraindre un maximum
des cliques. Concrétement, nous décomposant G et C sous la forme d’une couverture par cliques,
une partition de noeuds de V en un ensemble de cliques € = {C;}, tout en essayant de maximiser
la proportion de clashes couverte par une clique C;. Bien qu’il ne soit pas strictement équivalent, ce
probléme est lié au probléeme de COUVERTURE DE CLIQUES MINIMALES, et trés probablement difficile, d’ou

la mise en oeuvre d"une approche heuristique.

Une solution pragmatique pour décomposer les clashes en cliques non-chevauchantes

Pour résoudre de facon pragmatique ce probleme, nous avons implémenté une heuristique gloutonne
dela couverture de la clique minimale qui initialise la couverture ¢ := @ et, a chaque itération, débute
par le noeud v* ayant le noeud de degré maximal dans le reste du graphe. On initialise une clique

C := {v*} et une liste de voisins communs N := voisins(v*). Ainsi, jusqu'a N = @, il alterne :
1. Choisir un noeud v € ' de degré maximal dans N, et est ajouté a C;
2. Mettre a jour la liste des voisins communs par N := N N voisins(v);

La clique C est ensuite ajoutée a la couverture ¢, retirée du graphe de cliques pour de futures itérations
(choix de v*, construction de C...) jusqu’a que tous les noeuds aient été retirés du graphe de clashes,
et ajoutés comme partie d'une clique a €. Bien que cette heuristique ne fournisse pas de garanties
formelles quant a ses résultats, nous avons constaté qu’elle s’exécutait correctement pour nos instances

typiques (voir section 2.2.5).

2.2.3 . Design rationnel d’ARNsb comme une relaxation du docking

La conception rationnelle dans le contexte du docking basée sur 'approche par fragments exige
habituellement que I’aptameére congu satisfasse deux propriétés : le Design Positif exige que le ligand
ait une affinité optimale ou une faible énergie libre d’interaction, vis-a-vis de la protéine cible ou de
la région de liaison cible; le Design Négatif contraint le ligand a se lier spécifiquement a une région
donnée de la protéine. Il est intéressant de noter que ces criteres sont, au moins, partiellement pris en

compte par une simple relaxation du probléeme MFEpock.
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La modification requise consiste simplement a spécifier partiellement (e.g. code IUPAC), ou méme a
ignorer complétement (e.g. masque poly-N) la séquence de '’ARNSsb sans complexité supplémentaire.
Dans cette configuration, résoudre le probleme MFEpock fournit un complexe MFE, pour lequel a
la fois la séquence ARNSsb r(x1).m(x2) - - - 1(xk) et sa conformation MFE peuvent étre dérivées. Plus

précisément, nous pouvons montrer que :

1. Aucune alternative de séquences a une meilleure affinité que r* envers la protéine (design

positif) ;

2. Le site de liaison induit a la surface de la protéine par x* est la cible la plus problabe pour *

(design négatif).

Notons que cette approche ne permet pas de cibler spécifiquement un site de liaison ou une poche, car
la localisation du meilleur complexe est induit par le critere MFE. Elle permet néanmoins produire
une variété de séquences qui sont a la fois stables et spécifiques a divers sites de la cible en générant
des sous-optimaux et en conservant que la premiére occurrence de chaque séquence (i.e. associée a

leur complexe MFE).

2.2.4. Statistiques a ’équilibre thermodynamique

Bien que ce soit un probléeme important et difficile a résoudre sur le plan computationnel, le docking
par minimisation d’énergie est limité par le fait qu'il se concentre sur la conformation MFE. En effet,
a I’équilibre thermodynamique, la probabilité d"un complexe sans-clashes x suit une distribution de

Boltzmann :
e B.AG(x)

BX=x|1)=—F——ouZ = )  ePAa
T x’ sans-clashes
and comp. with r

est la fonction de partition pour une séquence de nucléotides r, u = RT avec R la constante de
Boltzmann et T la température absolue. Car le nombre de complexes valides croit typiquement (au
moins) de maniére exponentielle avec k, la probabilité du complexe MFE devient excessivement petit
dans un systéme de grande taille. A titre d’exemple extréme, pour un graphe de clique donné en
entrée, le nombre de complexes croit dans ©(n¥) quand k < n, et méme n! < (n/e)™ quand k = n, ce

qui réduit a la probabilité d'un seul complexe.

Statistiques de Boltzmann

Ceci motive de calculer des statistiques a 1'équilibre thermodynamique, c’est-a-dire des propriétés
attendues du systeme sous une distribution de Boltzmann. De telles propriétés sont mesurées par
un ensemble de fonctions caractéristiques ("features") a valeurs réelles {f;, fo, ...}, chacune faisant

correspondre un complexe valide a une valeur numérique dans R. Les features peuvent représen-
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ter nimporte quelle quantité pertinente (énergie libre, % d’occupation d’un site d’interaction ...), a

condition qu’elles puissent étre calculées efficacement a partir d'un complexe entierement spécifié.

L'espérance du feature f est définie comme :

E(f(X) | 1) = Z f(x) x P(X = x | 7).

x sans clash
et comp. avec

La probabilité d’occurrence d"une propriété peut étre aussi calculée comme 1" espérance d’un feature
binaire (évaluée a 1 si propriété vérifiée et 0 sinon). Par exemple, en définissant f.(r) := 1 ou 0 selon

la présence/absence d’un contact avec un résidu A ciblé, 1’espérance se simplifie alors en

B(fe(X) 1) = D fe()XBx 1) = > P|D=P(FX)=1]7).

x s.t. fe(x)=1

Les moments supérieurs des distributions peuvent finalement étre calculés a partir des espérances
f, 2, f3 ... permettant]’acces a des caractéristiques plus fines de la distribution, telles que sa variance / écart-
type, son coefficient d’acuité (kurtosis), son asymétrie... ou méme des corrélations entre features
multiples. D’un point de vue de la complexité, le calcul de la fonction de partition est manifestement
plus difficile que le probleme d’optimisation, déja difficile. De plus, telles que définies pour 'optimi-
sation, les familles de colorations utilisées pour la dérandomisation introduiraient typiquement un

biais pour les estimations ultérieures, et ne peuvent donc pas étre utilisées en 1’état.

Estimateurs statistiques a partir des chemins bien-coloriés

Pour contourner ces obstacles, nous adoptons une approche qui estime 1’espérance basée sur une
séquence de colorations aléatoires k1, k> . ... Pour cela, nous introduisons 1’espérance restreinte aux

couleurs d"un feature f étant donné une coloration « telle que :

e~BAG(x)
EfX) [r0= ) f0ExIn0= > )=
x sans-clashes, x sans-clashes, Tk
comp. avec T comp. avec T
bien col. par « bien col. par «
ou
L= Y ebace)

x’ sans-clashes,
comp. avec T

bien col. par k
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Fonction de partition bien coloriée et échantillonage statistique. Pour estimer cette quantité,
nous introduisons tout d’abord un schéma de programmation dynamique pour calculer la fonction
de partition, restreinte a la coloration et incluant la contribution de chemins en situation de clash :

Z = Z Zv,l (2'7)

vev
tel que r(v)=11

e BEW) Sim=k
e BECVHEONV) sy z, 41 Sinon (2.8)

(v,V')€E tel que
k(V)=m+1
etr(vV))=Tm+1

A partir de la matrice Z, ,, précalculée par programmation dynamique en O(nk), un backtrack
stochastique consiste alors a choisir de facon répétée un noeud avec probabilité proportionnelle a
sa contribution, jusqu’a que la condition m = k soit satisfaite, comme décrit dans I’Algorithme 3.
Le complexe aléatoire ainsi produit suit alors une distribution de Boltzmann sur les k-chemins bien

coloriés.

La valeur moyenne de f sur un ensemble de complexes aléatoires Boltzmann-distribués, filtré pour ne
conserver que les chemins sans-clashes, constitue alors un estimateur naif, non-biaisé pour E(f(X) |

T, K).

Estimerla fonction de partition sans clashes globale. Une approche similaire peut étre utilisée
pour estimer la fonction de partition sans clashes. Considérons une séquence de colorations aléatoire
indépendentes et uniformes (ki, ..., knp). Pour chaque coloration k, on peut estimer naivement la
probabilité P(x sans clashes | k) qu'une structure, bien coloriée au regard de «k, soit sans clashes. Pour
ce faire, on engendre une séquence x = (x1, . ..) de complexes aléatoires bien coloriés, et on renvoie la

simple proportion
{x € x| x sans clashes}

p(x) =

|
Un estimateur non-biaisé pour la fonction de partition est alors obtenu via

Kk x 3M 2, x P(x sans clashes | k)
v .

2((K1, ey KM)) =

Estimer les statistiques sans clashes. Nous en déduisons un estimateur final pour les statistiques

a I’équilibre en I’absence de clashes. On définit
~ Kk
gk | 1) = =Z X E(f(X) | 1, k)
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Data : Longueur k, Graphe de connectivité de poses G = (V, E), Coloration k, Matrices
de programmation dynamique Z et 2, m.
Result : Complexe bien colorié aléatoire, Boltzmann distribué, de taille k
Function StochBacktrack(v, m) :
if m = k then
‘ return [v];
else
T «— RandNum(Q) X Z,, ; > Nombre aléatoire uniforme dans [0, 2, m[
for (v,V') € Etel que k(') = m+ Llet r(V) = T4 do
e 7o e BEMHEEV) x Z
if r < 0 then
‘ return [v]+StochBacktrack (v,m+1);

,m+1,

end

end
end
return ;

T « RandNum() X Z,; > Nombre aléatoire uniforme dans [0, Z[
forv € V tel que r(v) = 11 do
TeT—2Zy1;
if r < 0 then
return StochBacktrack (v,1);
end

end
Algorithme 3 : Backtrack stochastique pour les chemins bien coloriés
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et

- < gk | )
ot m 1) = 7 8
i=1

Theoreme 7: L'estimateur f est sans biais, i.e. pour une séquence de colorations aléatoires
indépendantes (ki,...,kKm),ona:

E(f(x1, ..., km | 7)) = B(f(X) | 1), (2.9)

Démonstration. Commengons par raisonner sur 1’espérance de § pour une unique coloration unifor-

mément distribuée. On a

E(g(K|r>)—Z Xz B0 |7k

e B AG(x)

—ankaxZleZ X f(x)

xeXi

Sk B

xeXji

Or, sur I'ensemble des k™ colorations possibles, chacun des chemins apparait exactement k™ * fois,
et contribue toujours la méme valeur e P26 x f(x). On peut donc échanger les sommes de facon a

obtenir :
B.AG(x)

BGx )= S

2z x f(x) = E(f(X) | ).

On remarque ensuite que I'espérance de 1’estimateur f, évaluée sur M variables aléatoires indépen-

dantes, est réductible a une somme sur des termes liés a I’espérance de g. En effet :

f < glKi E ZE g(ki | T)
E(f(Kl,...,KM |T)):E(Z Q(KKA| T)): ( lM )
i=1

Les termes de la somme sont de simples applications de fonction a des variables aléatoires indé-

pendantes. Les valeurs résultant de leur évaluation sont donc elles-mémes des variables aléatoires

indépendantes, et I’espérance de la somme est donc égale a la somme des espérances. On a donc :

M —~
Bfw, o 1) = 3 O g
i=1
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2.2.5. Résultats

Implémentation. Nous avons implémenté notre algorithme pour le MFEpock (optimisation; su-
bopts +/- contrainte de séquence), et I'estimateur statistique dans le logiciel ColorDocking, une
collection de scripts Python a l'interface avec du code C, librement téléchargeable avec un jeu de
données et des informations supplémentaires pour reproduire des expériences (https://gitlab.
inria.fr/amibio/colordocking). Toutes les expériences ont été réalisées sur le cluster PBS avec un
noyau Linux, avec entre 20GB et 50GB de mémoire réservée, chaque calcul ayant été réalisé sur un
seul CPU.

Jeu de données. Nous avons sélectionné 7 complexes protéine/ARNsb pour valider notre mé-
thode. Parmi eux, six complexes sont des complexes RRM-ARN (RRM; 1B7F, 1CVJ, 2MGZ, 2YH1, 3NNH
et 4BS2) et le reste étant un domaine Pumilio (PUF; 3BX3). Ceci coincide avec le benchmark sélectionné
par De Beauchene et al. “”, avec deux structures en moins : 4NOT qui interagit nativement avec un ARN
double-brin; et 5BZV, un autre PUF que nous aurions vu comme redondant avec 3BX3. Pour fournir
une configuration réaliste au docking, les protéines ont été préparées et minimisées en utilisant le
champ de force CHARMM36 en absence du ligand ARNsb et de solvant; ce qui résulte a une altération

potentielle du site de liaison a ’ARN et notamment a une position spécifique de la chaine d’ARN.

Pour chacune de nos cibles, nous avons utilisé 1'approche MCSS™’ pour générer une distribution de
10 000 poses. Ces poses ou fragments sont composés de l’Adenine (A), dela Cytosine (C), dela Guanine
(G) et de I"’Uracile (U). Seules les 4 000 poses (2 000 conformations ANTI et 2 000 conformations SYN)
ont été utilisées pour cette étude. A partir de 13, le package Python NUCLEAR™ a été utilisé pour
regrouper les poses similaires selon un seuil de 0.5A RMSD, et pour générer les matrices (connectivité,
clashes, scores) en utilisant une valeur de 45A comme valeur maximale pour la distance O3’-C5’. La
distance de contact maximale entre la protéine et le fragment a été définie a 3.5A. Tous les atomes des
acides aminés et des nucléotides ont été considérés, excepté un "patch terminal" qui a été omis pour
améliorer la connectivité. Toutes les exécutions avec NUCLEAR ont été restreintes a la génération des

différentes matrices (run_type = partial).

Un graphe dirigé (+ la matrice de clashes) a ensuite été généré et donné a notre implémentation du
ColorDocking, en utilisant des collections de colorations uniformes et aléatoires au niveau des cliques.
Nous définissons la tolérance a ¢ = 0.01, c’est-a-dire pour lequel la MFE sans-clashes est prédite avec
probabilité p = 99%. Des sous-optimaux ont été produits, sur la base d’un seuil de sous-optimalité
A =10 kcal.mol ™.
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Complex k #Poses Target Seq. o«  #Paths #SA (cliques) #sans-clashes
1B7F 5 2171 Uuuuu 14388 5.22x 108  1.49x 108 6.98 x 106
1CV] 5 2031 AAAAA 14 388 9.44x 107  2.24x 107 1.46 x 106

2MGZ 5 4329 GGUGU 14388 1.84x107  4.89 x 106 3.20 x 10°
2YH1 5 2064 Uuuuu 14388 1.57x10%  2.97x 107 1.22 x 106
3BX3 5 7464 UAUAU 14388 1.42x10®  5.39x 107 5.21 x 106
3NNH 5 4606 UUUUG 14 388 5.58x 107  1.85x 107 3.64 x 106
4BS2 5 8150 GAAUG 14388 2.37x107  8.65x 10° 1.03 x 106
1B7F 7 2171 GUUUUUU 3792553 - - -
1CV] 8 2031 AAAAAAAA 7726193 - - -
1CV] 8 5785 AAAAAAAA 7726193 - - .
1CV] 8 26570 AAAAAAAA 7726193 - - -
2MGZ 7 4329 UGGUGUG 3792553 - - -
3BX3 8 7464 UGUAUAUA 7726193 - - -
3NNH 6 4606 UUUUGU 214 856 - - -

TaBLE 2.1 — Résumé de notre benchmark et analyses de cardinalité des chemins

Analyse de stabilité

La longueur de ’ARN k = 5 permet 'exécution de notre algorithme en temps modeste (environ 12
secondes par exécution). De tels temps de calcul autorisent une comparaison des résultats obtenus sur
des exécutions successives, de maniere a évaluer I'impact de la génération aléatoire des colorations
sur la stabilité des prédictions. Ainsi, pour les 7 complexes et pour une configuration de k = 5, nous
avons réalisé 100 expériences indépendantes. En addition, nous avons utilisé une approche brute-
force pour calculer a la fois les complexes MFE auto-évitante et sans-clashes. Comme attendu, nous
retrouvons systématiquement le complexe MFE sans-clashes dans nos expériences, a savoir entre
97/100 et 100/100 des expériences sur toutes les cibles. Un tel comportement est attendu, dt & notre
choix de ¢ = 0.01, impliquant 1% de chance de rater la MFE, mais qui pourrait (au moins, en théorie)
avoir été affecté par la configuration du parameétre A a une valeur fixe. La configuration du parametre
¢ = 0.63 a réduit les temps de calcul par un facteur 10, au cotit de performances dégradées, avec la

MFE sans-clashes trouvée uniquement entre 25/100 et 47/100 des expériences.

Dans une seconde analyse, nous avons recherché si le top 100 des complexes sans-clashes présente une

fort chevauchement au travers d’exécutions indépendantes de I’algorithme. Nous avons filtré 'output
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pour produire 100 complexes sans-clashes de faible énergie pour une expérience. Nous avons itéré

cette expérience 100 fois; et nous avons constaté que le chevauchement moyen par paire entre deux

séries était de 98%, avec des variations trés limitées.

Impact de 1a couverture des cliques monochromes

Max %Clique Temps moy. (sec) |MFEgans-clashes — MFEga |

Complex #Poses #Cliques clique size  edges +cliques -cliques +cliques -cliques
1B7F 2171 49 298 54.56 10.63  16.37 9.15 11.45
1CV] 2031 40 344  60.38 6.75  30.00 1.37 1.37

2MGZ 4329 63 584  57.64 2.40 5.40 8.45 18.74
2YH1 2064 49 312 6640 8.60  15.53 5.2 9.6
3BX3 7464 70 889 49.29 16.71  18.02 5.3 10.97

B3NNH 4606 55 629  57.62 3.61 12.73 2.52 7.25

4BS2 8150 98 625  53.79 6.19 12.28 2.07 8.68
1CV] 5785 i 1109  71.50 - -

TaBLE 2.2 — Propriétés et impact de la couverture de cliques sur les temps d’exécution : valeurs

observés pour k = 5, moyennés sur 100 itérations ((std dev = 1).)

Temps moy. (sec) Temps moy. (sec)

k o +cliques -cliques
5 14 388 6.75 30.00
6 214 856 56 514
8 3792553 2.103 1.10°

TaBLE 2.3 — Impact de la couverture de cliques sur les temps d’exécution en fonction de la

longueur k sur le systeme 1CV], avec 2 031 poses et 40 cliques

Nous avons ensuite observé l'effet de la coloration, basée sur les cliques, sur la densité des chemins

sans-clashes, le temps de calcul et la distance énergétique entre la MFE auto-évitante et la MFE

sans-clashes. Pour étudier ces différents points, nous avons aussi utilisé 1’approche force-brute pour

calculer le nombre de chemins auto-évitants et sans-clashes, sans contrainte.

Nous reportons dans le Tableau 2.2 les couvertures de cliques retournées par notre heuristique
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gloutonne. Alors que le nombre de poses est de 'ordre du milliers, le nombre de cliques clashantes
varie entre 40 et 100, avec la plus large clique représentant une proportion importante de I'ensemble
des sommets (10% a 20%). De plus, une large proportion (50% a 70%) des arétes clashantes sont
internes a la clique. De tels clashes ne peuvent plus se reproduire si on se limite a une coloration basée

sur les cliques, ce qui réduit considérablement la probabilité qu'un k-chemin présente un clashe.

Comme nous l’avons vu dans le Tableau 2.1, le nombre de chemins est généralement réduit de 75%
quand les cliques monochromes auto-évitantes sont assurées; ce qui résulte a une réduction du temps
de calcul d"un facteur 1.5 a 4. De plus, comme le montre le Tableau 2.2, la distance énergétique entre
la MFE auto-évitante et sans-clashes peut étre grandement réduite (e.g. -10 kcal.mol™! pour 2MGZ)

quand les cliques sont utilisées pour réduire 1’espace de recherche.

Dans I’ensemble, la prise en compte des cliques monochromes représente un apport trés positif : elle
améliore considérablement les temps d’exécution et purifie les chemins auto-évitants pour augmenter

la densité des chemins sans-clashes.

Docking par minimisation de I’énergie sous différentes définitions de fragments

En plus de 'ensemble de poses de mononucléotides obtenu avec MCSS, nous avons démontré la
polyvalence de notre approche en utilisant I’ensemble de poses de trinucléotides (Section 1.1.4)
Pour 1CV], nous avons utilisé le logiciel ATTRACT * pour générer 1 000 000 de poses non-redondantes
(0.21& pour le seuil de RMSD) en représentation gros-grain. Nous avons construit la matrice de
connectivité, en utilisant un critére seuil de 1.8A pour le chevauchement des nucléotidiques entre
poses consécutives. Nous avons ensuite créé un graphe dirigé de poses connectées, en utilisant le
package ssRNATTRACT"". Nous avons utilisé une nouvelle librairie de fragments de trinucléotides
d’ARN extraite a partir de la PDB avec le logiciel ProtNAff

A partir des 1 000 000 de poses initiales, 5 327 peuvent étre assemblées pour obtenir des chaines de
taille 5. Ces poses ont été conservées dans le graphe de connectivité final. Nous avons ensuite construit
une matrice de clashes de ces poses, en utilisant un critere de distance de 1.5A entre les atomes lourds
en clashes (en excluant les nucléotides chevauchants de poses connectées). De plus, nous avons
considéré qu'une paire de poses est incompatible si elle ne peut étre connectée uniquement qu’a la
méme position dans une chaine de taille 5, puisqu’elles ne peuvent étre ensemble dans la méme
chaine. La matrice compléte d’incompatibilité (paires de poses en clashes ou incompatibles) a été

utilisée pour définir les cliques de poses incompatibles.

L'instance MFEpock résultante n’a besoin d’étre exécutée que pour k = 6, car chaque fragment
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représente ici un trinucléotide, et ’assemblage de 6 fragments est suffisant pour atteindre une solution
composée de 8 nucléotides. Cela permet d’exécuter notre algorithme en seulement 34 secondes. En
contraste, le temps d’exécution requis avec le jeu de données MCSS, impliquant de fixer le parametre

k = 8, est de 2 X 103 (soit approximativement 33 minutes).

Au-dela de la capacité a démontrer que le ColorDocking est capable de supporter différentes défi-
nitions de fragments, nous n’avons pas analysé la qualité des fragments produits (e.g la RMSD par
rapport au complexe natif), car notre but n’a pas été de comparer les différents champs de force ou

les différentes définitions de fragments.

Design basé sur MFEpock

Pour illustrer la capacité du MFEpock a aborder le design, nous avons considéré une étude de
design récemment publiée par Perzanowska et al. ", ou un oligonucléotide ciblant une protéine de
liaison poly-A (code PDB: 1CVJ]) a été proposé. Cette étude a inclus des nucléotides modifiés, nous
avons considéré une liste étendue de nucléotides : deux sans modifications (A et G), et cinq avec
modifications : I’adenosine et la guanosine avec un phosphorothioate (Ap, Gp), I’adenosine protonée
(Ay), le N6-methyladenosine (m®A), le N6-methyladenosine incluant le phosphorothioate (m°%Ap), le
O-methyladenosine (Am) et le O-methyladenosine incluant le phosphorothioate (Amp). Tous ont été
utilisés en conformations SYN et ANTI, pour un total de 1 000 poses (500 ANTI/500 SYN) par type de
nucléotides. Un clustering a ensuite été appliqué a un seuil RMSD de 0.5A , pour un nombre restant
de 5 785 poses.

Pour générer des solutions de taille k = 8, nous avons considéré une valeur maximale de Ay qx := 3,
et graduellement augmenté A d’un pas unitaire, afin d’atteindre au maximum 100 solutions sans-
clashes par coloration. Nous n’avons pas considéré initialement de contrainte de séquence. Le nombre
unique de séquences obtenu a été de 75 sur 562 solutions sans-clashes. Nous illustrons ci-dessous le

top 10 des solutions uniques, ainsi que leur énergie libre minimale :

Ayp-A-Ap-Gp-Ap-mPA-mPA-A  -178.405  mOAp-mSA-A-Gp-Ap-mSA-mPA-A  -178.404
Ay-A-Gp-Gp-Ap-mPA-mSA-A  -178.377  G-m®Ap-mOA-A-Ap-Ap-mSA-mPA  -178.055

Ay -A-Ap-Gp-Ap-Am-Am-m®A  -178.052 Amp-Am-A-Gp-Ap-An-An-mbA  -178.050
Amp-An-A-Ap-Ap-An-An-A  -178.030 Ay -A-Gp-Gp-Ap—Am-An-mBA  -178.023
Ap-Amp-Am-A-Gp-Ap-An-An  -177.864 Ay -A-Ap-Gp-Amp-Am-An-A  -177.812

Il est intéressant de noter que ces séquences différent de celles étudiées par Perzanowska et al.. En
particulier, la paire de séquences ayant la meilleure affinité dans leur étude n’a pas été trouvée dans

notre liste. Ceci n’est pas entiérement surprenant, car les auteurs se sont limités a un seul nucléotide
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modifié par design dans leur étude.

Nous avons ensuite analysé leurs deux meilleures séquences, en exécutant une instance sous contrainte

de séquence :

A-A-A-A-A-A-mPA-A  -161.252 mOA-A-A-A-A-A-A-A  -151.976
Nous constatons que leur MFE est significativement plus élevée (+16/+26 kcal.mol™!), suggérant

notre capacité a maitriser 1’explosion combinatoire qui nous permet d’accéder a des alternatives

prometteuses.

Estimateurs statistiques
Identifier les "poses hautement probables" et les "profils de séquences"

Le design de molécules hautement spécifiques peut étre conduit par des informations sur ’'ensemble

de structures ou de séquences, obtenues en utilisant les estimateurs introduits a la Section 2.2.4.

Nous avons étudié deux séries de features : i) identifier les poses hautement probables; et ii) ca-
ractériser le profil de séquence induit par les complexes de faible énergie. Le premier correspond
a un ensemble de fonctions binaires {f, },cv, chacune retournant 1 si le complexe utilise la pose v,
sinon 0, de sorte que 'espérance coincide avec la probabilité de v. Des features similaires permettent

d’identifier la fréquence des nucléotides a chaque position dans le cadre du design.

Nous avons considéré 1CV] et un ensemble de poses restreint a une énergie libre en dessous de
-18.74 kcal.mol™?, pour un total de 6 262 poses. Un clustering de poses avec un seuil RMSD de
0.5A a été réalisé. Nous avons recherché des chemins de taille k = 5, avec 1% de tolérance, et la

pseudo-température 3 définie a 1.

Poses hautement probables. La Figure 2.3a montre les 20 poses les plus probables. Nous pou-
vons voir que deux poses (A et B) ont une probabilité supérieure a 10%. Les 18 autres poses ont
une probabilité autour de 5%. Il est intéressant de noter que la localisation des poses A et B sont
virtuellement indistinguable a la surface de la protéine (Figure 2.3c), et que les deux correspondent
a une Adénine. Un complexe a ainsi 24% de probabilité de passer par cette région. Cette observation
n’est pas triviale, et résulte d’'un compromis délicat entre les énergies des poses et la combinatoire
des complexes. En particulier, A et B sont chacune deux fois plus probables que les autres poses dans
le top 20, malgré une contribution de I’énergie libre similaire (Figure 2.3b). Cela illustre donc le fait

que les statistiques a 1’équilibre fournissent des informations non-triviales.

78



0.12 042
0.10
0.10
2008 2z
g g
8 0.06 5008
o o

o
o
&
o
=3
&

=4
o
o

o o
. 5
* « ° o .
. .
0.04 . T .
-190 -189 -188 -187

-19.2  -191

0.00
ABCDEFGHIJKLMNOPQRST
High Probable Nodes Scores Y
(a) Probabilité des poses (Top 20)  (b) Energie libre vs Probabilité (Top (c) Positionnement sur 1CVJ (Top
20) 10)

Ficure 2.3 — Etude statistique des poses hautement probables. (a) montre la probabilité du top 20 des
poses, (b) montre le score du top 20 associé a leur probabilité, (c) montre la position du centre de

masse des 10 premiéres poses hautement probables

(a) Probabilité des nucléotides (Top 20)

Ficure 2.4 — Etude statistique du profil de séquence. A la premiére position, les probabilités sont
A :0.26,C:0.19, G :0.40, U :0.15. A la seconde position : A :0.35, C:0.15, G:0.39, U :0.11. A la troisiéme
position : A :0.36, C:0.12, G:0.39, U :0.13. Ala quatrieme position : A :0.38, C :0.08, G :0.39, U :0.15. A

la cinquieme position : A :0.31, C:0.11, G :0.42, U :0.16.
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Profil de séquences. A chaque position du 5-mer, nous avons estimé la probabilité d’observer
le nucléotide le plus probable. Le profil de séquence résultant (Figure 2.4) montre la prédominance
de la Guanine et de I’Adénine a chaque position. Ceci n’est pas une surprise, car le jeu de données
comporte 42% de G et 31% de A. Plus généralement, nous observons une corrélation entre le nombre
de poses pour un nucléotide et sa probabilité. Cependant, la probabilité de C (15% de poses) et
de U (12% de poses) montre une tendance intéressante, avec C plus probable que U pour les deux
premieres positions du 5-mer (=4% et +3.7%), et étant ensuite de plus en plus dominée pour les trois
derniéres positions (-1.4%, -7.7% et -5.3%). Ceci confirme la capacité de l'estimateur a révéler des

effets coopératifs non-triviaux.

Design basé sur l’estimateur statistique.

Une stratégie pour le design est d’exploiter des résultats de 1’étude statistique (2.2.5) pour concevoir
des solutions de taille k = 5. A partir du profil de séquence, nous avons recherché un 5-mer dont la
séquence est composée soit d'une Guanine soit d"une Adénine a chaque position. Comme il est montré
a la Figure 2.5, la séquence de meilleure énergie trouvée avec cette stratégie est GAGGG (Figure 2.5a).
Il est intéressant de noter que cette MFE correspond a la méme séquence et la méme conformation
obtenue avec une stratégie a 1’aveugle, c’est-a-dire sans contrainte de séquence. Le score énergétique
est égal a -117.37 kcal.mol L.

......

)

(b) GUCGG (-102.85 kcal.mol )

FiGure 2.5 — Représentation 3D de la poche de liaison pour le design de 5-mers inspiré par 1’estimation
statistique de I’espace de séquence.

Une autre solution a été proposée a partir des poses hautement probables, composée d"une Uracile
a une position ot la fréquence de ce fragment est égal a 7%. L'énergie libre associée est de -102.85
kcal.mol™!. Ces résultats montrent que les propriétés statistiques peuvent étre exploitées pour suggé-

rer différentes solutions, et comparer leur conformation et leur énergies. Par exemple, la conformation
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GAGGG montrée a la Figure 2.5a serait globalement meilleure en terme d’affinité que la conforma-
tion GUCGG montrée a la Figure 2.5b. Néanmoins, les régions d’interaction ne sont pas réellement
identiques, et notre méthode fournit une information clé sur les interactions préférentielles entre une

sous-région et un nucléotide particulier (ou famille de nucléotides).

2.2.6 . Conclusions

Nous avons introduit une nouvelle approche algorithmique basée sur la technique du color-coding
pour une application de docking et de design d’in-silico-mers (ARNsb) basée sur 1'approche par
Fragments. La complexité de notre algorithme exacte est linéaire sur le nombre de poses connectées
par paires, et exponentielles que sur la longueur k de ’ARNSsb cible. Ainsi, notre algorithme peut étre

vu comme un algorithme de complexité paramétré.

Nous avons appliqué le ColorDocking sur 7 complexes ARNsb/protéines, en montrant 1'utilité des
différentes extensions que sont le "docking", le "design" et "l'estimateur statistique"; et de son appli-
cabilité. Cette nouvelle méthode peut donc faire 'objet d"une évaluation plus poussée sur de réelles
études de cas, pour le design thérapeutique d’ARNsb contre une cible thérapeutique, et pour lequel

nous proposons une premiére application dans le Chapitre 3.
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3 - Application surle modéle d’étude la Beta-Sécrétase 1 (BACE1)
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3.1. Rappels

Comme mentionnée dans l'introduction et les objectifs de thése, la 3-Sécrétase 1 (BACE1) a été sélec-
tionnée comme modeéle d’étude afin de démontrer la faisabilité de la conception de pseudo-aptamere
par l'application de I'approche ColorDocking. Ce modele d’étude inclut également 1’enzyme homo-
logue a BACE], a savoir la 3-Sécrétase 2 (BACE2). Cette derniere sert in-fine de validation négative
pour s’assurer que les in-silico-mers prédits comme spécifiques vis-a-vis de BACE1 interagissent avec
une affinité moindre vis-a-vis de BACE2, au travers par exemple d'une Dynamique Moléculaire ou

du module "Docking" du ColorDocking.

Néanmoins, au vu du nombre de nucléotides différents présents dans la bibliotheque et au vu du
nombre de modes de liaison pouvant étre prédits, une analyse de spécificité peut étre réalisée en

amont au travers de deux études.

La premiere étude repose sur la compréhension de la relation structure-activité entre des ligands
considérés comme affins vis-a-vis de BACE1 et de BACE2. Ces ligands correspondent a des dérivés
de N-Phenylpicolinamide, un pharmacophore identifié pour I'approche QSAR. L'approche QSAR est
une méthode appartenant aux approches LBDD (Figure 1.3, section 1.1.3), qui consiste a concevoir
des molécules thérapeutiques a partir de la connaissance unique de ligands interagissant avec la cible
biologique, et en absence de données 3D sur cette derniere. L'approche QSAR permet de créer des
modeles mathématiques pour lesquels des descripteurs, définis au travers de ces modeles, permettent
d’expliquer la spécificité associée a des propriétés physico-chimiques d’une famille de ligands. Bien
évidemment, la modélisation d’'un modele QSAR pour une famille de ligands donnée nécessite d’avoir
une quantité de données importantes, c’est-a-dire avoir suffissamment de ligands appartenant a cette
famille interagissant avec la ou les protéines d’intérét. Dans le cadre de BACE1 et BACE2, seule la
famille de composés N-Phenylpicolinamide contient suffisamment d’inhibiteurs inhibant a la fois avec
BACEL1 et BACE2 pour permettre une étude QSAR. Néanmoins, comme nous le verrons succinctement
dans la section 3.2.1, les modéles QSAR décrivant les propriétés spécifiques des ligands vis-a-vis de
BACE]1 et de BACE2 sont similaires ', et n’apportent pas d'informations claires sur les contacts que
peuvent établir ces ligands avec les deux enzymes.

Ainsi, nous proposons une analyse complémentaire afin de vérifier a la fois la cohérence des modeles
QSAR en termes de sélectivité, mais aussi d’apporter d’autres éléments qui permettraient d’expliquer
la spécificité des composés au travers d'une étude de docking. Ces résultats pourront étre utiles pour

le design d’in-silico-mers.

La deuxieme étude repose principalement sur 1’'étude des régions favorables aux nucléotides et a
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I'identification de nucléotides spécifiques de BACE1 et de BACE2. Ces données apporteront des
informations sur les nucléotides a incorporer ou a prioriser pour le design d’in-silico-mers spécifiques
de BACE1; et des groupes nucléotidiques a éviter qui seraient spécifiques a BACE2. Nous proposons
aussi une premiere application du ColorDocking pour le design d’in-silico-mers en incorporant les

nucléotides spécifiques a BACEL.

Ces résultats (sous-sections 3.2.3 et 3.3.8) serviront de bases pour démontrer en perspective l'appli-
cabilité du ColorDocking dans la conception thérapeutique d’in-silico-mers par approche computa-

tionnelle.

Enfin, nous verrons dans les perspectives a envisager en termes d’analyses ou d’études futures pour

le design d’in-silico-mers (Section 4.1.2).

3.2. Application sur la B-sécrétase 1/2 : Ftude d’interactions au travers du docking
d’inhibiteurs spécifiques de BACE1 et BACE2

3.2.1. Sélection de composés spécifiques vis-a-vis de BACE1 et BACE2

Une étude QSAR a été réalisée sur une série de 76 dérivés de N-Phenylpicolinamide interagissant
avec les sites actifs de BACE1 et BACE2. Le choix de ce pharmacophore est di principalement a la
disponibilité des données. En effet, une étude QSAR repose sur un apprentissage de données exis-
tantes. La construction d’un modeéle QSAR vis-a-vis de BACE1 et BACE2 nécessite alors de choisir des
composés interagissant a la fois avec BACE1 et BACE2, et pour lesquels les activités sont connues. Or,
seule la famille des composés N-Phenylpicolinamide réunit suffisamment de composés interagissant

avec les deux cibles.

Le but de cette étude QSAR est de définir un modele capable de discriminer les ligands sélectifs de
BACE1 ou de BACE2 a partir de descripteurs définis (Figure 3.1) . Ces descripteurs consistent a dé-
crire des propriétés afin de prédire si un composé dérivé du pharmacophore est spécifique de BACE1
ou de BACE2 (voir Tableau 3.1). Néanmoins, les modeles BACE1 et BACE2 disposent de descripteurs
globalement similaires, reposant sur des descripteurs de lipophilie, stérique ou électronique. Ainsi,
aucun descripteur associé spécifiquement a une sous-structure du pharmacophore ne permet réelle-
ment d’expliquer la spécificité des composés vis-a-vis de BACE1 ou de BACE2, comme nous l’avons

vu a la Section 3.1.

Ainsi, pour compléter ces modeles QSAR, une étude de docking est menée pour identifier les dif-

férentes interactions (i.e les acides aminés jouant un role clé) pouvant expliquer la spécificité de ces
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Descripteurs Modéle BACEL1 | Descripteurs Modele BACE2
Electronique Stérique

Stérique Stérique

Electronique Lipophilicité-Stérique-Electronique
Lipophilicité Lipophilicité-Stérique-Electronique
Lipophilicité-Stérique-Electronique Lipophilicité-Stérique-Electronique

TabLE 3.1 — Les descripteurs des modeles QSAR pour BACE1 et BACE2

8
—_ o}
Représentation 2D ’
N )\
/ 1 A7

D
2 N
6 H
5 o 3‘
/ \4 Représentation 1D (SMARTS) :
X [#8]=[#6](-[\#7]-c1cccecl)-c2ccecen2
Ficure 3.1 - Pharmacophore N-Phenylpicolinamide. Il est composé de deux cycles (hé-

téro)aromatiques, une pyridine et un phényl, liés par un linker amide. Le format 1D SMARTs corres-
pondant au format 2D est aussi spécifié.

dérivés vis-a-vis de BACE1 ou de BACE2.

Pour ce faire, parmi la liste des dérivés utilisés pour 1'étude QSAR, 5 composés spécifiques de BACE1
et 5 composés spécifiques de BACE2 ont été sélectionnés sur la base du rapport de leur pIC50
(;%) (voir tableau 3.2). Cette métrique désigne le logarithme négatif de 1'IC50, la concentration
inhibitrice en molaire a partir de laquelle 50% de l'activité est inhibée. Ainsi, si le rapport de leur

pIC50 est supérieur a 1, alors le composé est spécifique a BACE1; sinon il est spécifique a BACE2.

Le pharmacophore a été converti en format 1D SMARTSs ("SMILES arbitrary target specification") (Fi-
gure 3.1), obtenu en utilisant le sketcher de PubMed (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov//edit3/
index.html). Le SMARTSs correspond a un format 1D d’une sous-structure ("pattern") d’une molé-
cule organique, ce qui permet de rechercher des composés incorporant la sous-structure recherchée
(https://www.daylight.com/dayhtml/doc/theory/theory.smarts.html). A partir de I’ensemble
de ligands complexés a BACE1/BACE2 contenu dans la base de données PDB, nous pouvons sélec-
tionner les complexes en interaction avec des ligands dérivés du pharmacophore en utilisant 'outil
OpenBabel.
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Composés pIC50(BACE1) | pIC50(BACE2) | Briprery
B11 9.22 740 125
B13 7.82 8.52 0.92
B19 8.21 9.30 0.88
B45 8.21 8.92 0.92
B50 7.33 6.52 1.12
B51 9.00 7 .85 1.15
B61 8.04 9.00 0.89
B69 8.66 7.78 1.11
B70 8.01 718 112

TabLe 3.2 — Les 5 meilleurs composés spécifiques a BACE1 et les 5 meilleurs composés
spécifiques a BACE2, avec leur pIC50 ainsi que leur rapport indiqués.

Ces complexes serviront de récepteurs (de références) pour I’amarrage des 10 composés indiqués dans
le tableau 3.2. Il est important de noter ici que le SMARTSs permet une sélection de ligands composés

strictement du motif recherché.

3.2.2. Sélection des différentes conformations de BACE1 et BACE2

Sélection de
conformations
BACE1/2

_|Préparation des _|Préparation des
"| conformations i’ ligands

h J

Criblage dirigé »  Minimisation

FiGure 3.2 — Workflow appliqué pour 'étude de Relation Structure-Activité de ligands dérivés N-
Phenylpicolinamide

Sélection des différentes conformations de BACE1 et BACE2

La totalité des conformations de BACE1 d'une part et de BACE2 d’autre part, issues de la base de
données PDB, a été obtenue par une recherche avancée en renseignant les mots-clés "Beta-Sécrétase

1" ou "Beta-Sécrétase 2" dans le champ "Macromolécule”.

Pour discriminer et sélectionner les conformations de BACE1 et de BACE2 en interaction avec un
ligand dérivé du pharmacophore, différents filtres ont été appliqués sur tout ligand (au format SDF,
2D) n'appartenant pas au tableau 3.3. Cette liste définie toute molécule présente dans la structure

cristalline (molécules de solvant par exemple), et n’étant pas a un inhibiteur.
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Le premier filtre consiste a sélectionner uniquement les ligands dérivés du pharmacophore. Pour
ce faire, 'outil OpenBabel est utilisé afin de comparer chaque ligand au format SDF (2D) avec le
pharmacophore au format SMARTs (1D). Rappelons que seuls les ligands possédant strictement le

motif recherché sont conservés dans la sélection (Sélection A).

Le deuxiéme filtre est la résolution avec un seuil de 2.0A pour ne conserver, parmi cette sélection A,
que les complexes qui ont été résolus a haute résolution (i.e. une résolution inférieure ou égale au

seuil) (Sélection B).

Le troisiéme filtre est le coefficient de similarité, appelé également le coefficient de Tanimoto. Ce
coefficient de similarité permet d’identifier le ligand de référence le plus similaire (i.e. coefficient
de similarité le plus proche de 1) aux composés du tableau 3.2. En effet, 1'idée consiste a trouver
une référence parmi la sélection B pour les composés du tableau 3.2 sous I'hypothese suivante :
la conformation du récepteur de référence adopte une conformation similaire s’il interagit avec le
composé du tableau 3.2. Ce faisant, 'amarrage des composés du tableau 3.2 n’en sera que plus précise

et pertinente. Ce filtre a été appliqué avec OpenBabel. (Sélection C)

Enfin, le dernier filtre consiste a vérifier si des coordonnées ne sont pas manquantes au niveau du
site actif des récepteurs issus de la sélection C. Le site actif est défini comme tout acide aminé a
6.0A tout-atome du ligand. Dans le cas ot des coordonnées seraient manquantes, une conformation
alternative du récepteur le plus proche est sélectionnée parmi la liste de toutes les conformations avec
une résolution inférieure ou égale a 2.0A en se basant sur la métrique du score de clashes entre la

conformation alternative et le ligand de référence obtenue avec le serveur web MolProbity

Par des questions pratiques, on appellera dans la suite du document "référence"”, le ligand RX sur

lequel les composés dérivés N-Phenylpicolinamide sont alignés.

Définition de 1’état de protonation des histidines, acides aspartiques et acides glutamiques
du récepteur

L'état de protonations de la chaine latérale des histidines, des acides aspartiques et des acides gluta-
miques ont été déterminés. En effet, I’état protoné ou non-protoné peut jouer un réle indirect lors de
I’étape de minimisation (par des effets longues distances) ou jouer un réle dans I'interaction clés avec

les ligands s’ils constituent le site actif.

Les états de protonation ont été déterminés au travers d'un rapport du pKa prédit (obtenu avec

I'outil Propka en version 3.4.0, https://github.com/jensengroup/propka, ) par rapport au pH de
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Code des résidus Nom complet

NA SODIUM ION

CL CHLORIDE ION

10D IODIDE ION
ACT ACETATE ION

ZN ZINC ION

MG MAGNESIUM ION

NI NICKEL ION
PCA PYROGLUTAMIC ACID
TLA L(+)-TARTARIC ACID
TAR D(-)-TARTARIC ACID
PEG DI(HYDROXYETHYL)ETHER
DMS DIMETHYL SULFOXIDE
GOL GLYCEROL

POL N-PROPANOL

IPA ISOPROPYL ALCOHOL
ACE ACETYL GROUP

PO4 PHOSPHATE ION

SO4 SULFATE ION
EDO 1,2-ETHANEDIOL

ASP ASPARTIC ACID

URE UREA

LPD L-PROLINAMIDE

10L 5-amino-4-hydroxy-2,7-dimethyloctanoic acid
STA STATINE

EV0 2-amino-6-propylpyrimidin-4(3H)-one
DPR D-PROLINE

NH2 AMINO GROUP

TasLE 3.3 — Liste d’exclusion de molécules et ions présents dans les différentes conformations
de BACE1 et BACE2

résolution de chaque conformation. Les regles suivantes ont été appliquées :
* Pour les acides aspartiques et glutamiques. Quel que soit le pH, si le pKa prédit est inférieur a
0.1 unité de pH, alors la chaine latérale est non-protonée; sinon la chaine latérale est protonée.

Sile pKa prédit est compris dans un intervalle de 0.1 unité de pH, alors la méthode par RMSD

89



locale suite a une minimisation est appliquée. Elle consiste a réaliser une minimisation pour
chaque état de protonations possible, et de calculer une RMSD locale comprenant les acides
aminés a 6.0A, de I'acide aspartique ou glutamique cible. ’état de protonations pour lequel la
RMSD locale est le plus faible est sélectionné.

e Pour les histidines. A pH acide, si le pKa prédit est supérieur a 1 unité de pH, alors I’histidine
est protonée. Sinon, il peut étre protoné ou non-protonée. A pH neutre, si le pKa est inférieur a
1 unité de pH, alors I'histidine n’est pas protonée. Sinon, il peut étre protoné ou non-protonée.
Dans le cas d'une ambiguité entre deux états de protonations possible, la méthode par RMSD
locale suite & une minimisation est appliquée. Afin de prendre en compte un échange de proton
entre des histidines voisines, une matrice de distance a été calculée entre chaque histidine. Une
paire d’histidines a une distance inférieure de 10.0A I'une de I'autre doit étre traitée comme

dépendante.

Remodélisation des boucles manquantes du récepteur

Une remodélisation des résidus manquants du récepteur est faite avec le serveur web CHARMM-
GUI (www.charmm-gui.org), en utilisant le module PDB Reader & Manipulator. Le choix de cet
outil repose sur le fait que les résidus manquants ne sont pas en contact direct avec le site actif, et
ne correspondent pas a des acides aminés chargés. Seule 'option "Model missing residues" a été
sélectionnée/cochée afin de reconstruire uniquement les résidus manquants en milieu de chaine.

Autrement dit, les résidus manquants aux extrémités N-ter et C-ter n'ont pas été remodélisés.

Définition des états de solvatation autour du récepteur

L'état de solvatation est défini ici comme le nombre de molécules d’eau autour d'une protéine, et
dépendant de la "force de liaison" de ces derniéres vis-a-vis du récepteur. Deux états de solvatation

ont été définis : "basse solvatation" considérant uniquement les molécules d’eau fortement liées au

récepteur, et "haute solvatation" considérant les molécules d’eau faiblement liées au récepteur en plus

des molécules d’eau définies a basse solvatation.

Pour obtenir ces deux états de solvatation, I'approche EDIA ("Electron Density Score for Individual
Atoms") a été appliquée afin d’estimer la densité électronique d'un atome individuel au travers d'un
score compris entre 0 et 1.2""". Dans le cas des molécules d’eau, le score EDIA est associé a 1’atome
d’oxygene. Au plus cette valeur est élevée, et au plus la molécule d’eau est considérée comme tres
stable. Ainsi, on considére :

* un état a basse solvatation toute molécule d’eau ayant un score EDIA supérieur ou égal a 0.81

* un état a haute solvatation toute molécule d’eau ayant un score EDIA supérieur ou égal a 0.73
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Le choix de ces valeurs est expliqué dans la section 3.3.8. Dans le cadre de cette étude, seule la haute

solvatation est considérée.

Afin de générer ces états de solvatation, le module EDIA du serveur web Protein Plus (https:
//proteins.plus/) est utilisé. Pour chaque conformation, un fichier PDB est généré dans lequel les
scores EDIA sont indiqués dans la colonne du b-facteur. A 1'aide d"un script PyMol, la sélection des

molécules d’eau suit les étapes suivantes :
1. Elimination des molécules d’eau dont la distance tout-atome est supérieure a 4.0A du récepteur

2. Elimination des molécules d’eau avec un score EDIA inférieur a 0.73

Criblage dirigé et minimisation

Criblage. Le criblage dirigé est défini comme la reproduction du mode de liaison du ligand de
référence pour un dérivé de N-Phenylpicolinamide. Nous avons vérifié, en amont du docking, la
géométrie de la liaison amide (isomérie trans-) et du substituant R2 pour chaque dérivé par rapport
a son ligand de référence, afin de s’assurer que la configuration correspond a 'orientation observée

aux références (ligands expérimentaux) liés au site actif.

Un docking des composés sélectionnés est ensuite réalisé sur leur ligand de référence avec I'outil ShaEP
(http://users.abo.fi/mivainio/shaep/download.php)'””. Une visualisation est ensuite effectuée

pour confirmer le bon docking des composés.

Minimisation des complexes. Les complexes (protéine et ligand) sont optimisés par minimisa-

tion avec le champ de force CHARMM36. Cette minimisation incorpore trois étapes successives :
1. Minimisation en maintenant rigide le squelette polypeptidique de la protéine et le ligand,

2. Minimisation en maintenant rigide le squelette polypeptidique de la protéine; relachement du

ligand,

3. Relachement du systéme complet (protéine et ligand).

Pour les étapes 1 et 2, le critere de convergence est de 10.0 pour SD et 1.0 pour ABNR; tandis que le

critere de convergence est de 0.1 pour ABNR concernant I'étape 3 de minimisation.

Analyse des interactions

L’analyse des interactions est réalisée avec 1'outil OpenEye (https://www.eyesopen.com/) afin de

générer la liste des interactions sous format TSV, JSON et SVG. Les interactions considérées sont :
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e la liaison hydrogene (avec pour seuil de distance 3.2A pour une liaison hydrogene idéale et
pour une liaison hydrogéne assistée par charge, 3.8A pour une liaison hydrogene non-idéale),

¢ la liaison halogene (seuil de distance 3.2A),

e les interactions 7 et T-stacking (avec pour seuil respectif 5.0A et 5.35A),

¢ le m-cation (avec pour seuil 5.5A),

e les ponts salins (avec pour seuil 5.0A),

e les contacts hydrophobes (avec pour seuil 1.2A)

e les clashs (avec pour seuil 0.8A).

Ces valeurs correspondent aux valeurs par défaut de OpenEye pour la version utilisée.

Les interactions analysées étant au niveau du site actif de BACE], l'information concernant les sous-
sites contactés est aussi ressortie en se basant sur les acides aminés constituant les sous-sites définis

par Hu et al.

3.2.3 . Résultats

Choix des références pour chaque composé

Beta-Sécrétasel. Sur474ligands extraits des conformations de BACE1 issues de labase de données
PDB, 36 sont composés strictement du pharmacophore, parmi lesquels 15 ont été résolus avec une
résolution inférieure ou égale a 2.0A. Le score de similarité entre les composés mentionnés dans le
tableau 3.2 et ces 15 ligands cristallographiques ont été calculés. Le tableau 3.4 rapporte les références
sélectionnées pour chaque composé, et pour lesquels le nombre de résidus a remodéliser est le plus

petit possible.

Beta-Sécrétase 2. Sur 15ligands extraits des conformations de BACE2 issues de la base de données
PDB, 4 possédent strictement le pharmacophore avec une résolution inférieure & 2.0A. Le calcul de
similarité a été réalisé entre ces 4 ligands cristallographiques et les composés issus du tableau 3.2.
Deux références ont été sélectionnées, 7D5U et 7F1G. Néanmoins, nous avons remarqué que 7F1G

présente 12 acides aminés manquants au niveau du site actif.

Ce faisant, nous avons recherché un substitut (i.e. une conformation alternative) parmi les 13 confor-
mations de BACE2 pour lesquelles aucun acide aminé n’est manquant au niveau du site actif avec une
résolution inférieure a 2.0A. Pour ce faire, nous avons procédé a (i) un alignement structural de toutes
les conformations sur 7F1G, (ii) créé pour chaque conformation un complexe avec le ligand de 7F1G
(code ligand : QQ) et (iii) calculé un score de clashes, qui définit le niveau de clashes entre la protéine
et le ligand (tableau 3.6). Excepté la conformation 7D5U, les résultats ont montré que la conformation

7N4N fut celle pour laquelle la conformation rentre la moins en clashes avec 0QQ, avec un score de 1.54.
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Une comparaison a été réalisée entre le ligand de 7F1G et le ligand cristallographique liant initialement

la conformation 7N4N (code ligand : OBK). Nous avons remarqué que le pattern principal de ces

deux ligands est presque similaire, et que le ligand OBK differe trés légerement du pharmacophore
avec la substitution de la pyridine par une pyrimidine (Figure 3.3). Ainsi, le choix de 7N4N comme

substitut a 7F1G reste pertinent, car liant malgré tout un pharmacophore similaire a celui du N-

R2
o Pyridine
Composé 0QQ \©\ )L y! .
re N z r

Phenylpicolinamide.

AN

R2 N A L
W

Composé 0BK jij/ I >
Rt ° Pyrimidine

Ficure 3.3 - Différence du pattern/sous-structure entre le ligand OBK (PDB : 7N4N) et 0QQ (PDB : 7F1G)

Résultats du Criblage par Alignement

L’hypothése émise est que le mode de liaison du pharmacophore est globalement conservé quelque le
soit le dérivé. Cette hypothése est confirmée par la visualisation (Figure 3.4), ot nous avons observé des
modes de liaisons fortement similaires. Ce mode de liaison implique, entre autres, une conservation
d’interactions entre les résidus D32 et D228 (Numérotation BACE1) avec respectivement les amines
tertiaire et primaire du substituant Z du groupement phényl du pharmacophore (Figure 3.4).

De ce fait, un docking "par alignement" (i.e alignement d"un composé sur la référence) nous est apparu

pertinent comme méthodologie.

Les résultats de ce docking sont présentés dans le tableau 3.8, ot le score d’alignement fourni par le
logiciel ShaEP donne une indication sur la qualité de ’alignement entre le composé cible et la réfé-
rence. Une minimisation d’énergie avec le champ de force CHARMMB36 a été réalisée pour optimiser

I'interaction de chaque composé dans le site actif.

Identification de contacts pouvant jouer un role dans la spécificité

Contacts avec les résidus spécifiques décrits par la bibliographie. Nous avons tout d’abord
vérifié si des contacts étaient établis entre les composés criblés et les résidus considérés comme jouant

un role dans la spécificité décrits dans le Tableau 1.30. Rappelons que ces résidus correspondent a
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(a) Représentation de ligands RX dérivés du pharmacophore en complexe avec le site

actif de BACEL. Les ligands correspondent a des inhibiteurs en complexe avec le site actif
de BACE]1, extraits de la base de données PDB.

® @

(b) Représentation 2D de la caractéristique principale du mode de liaison. Le mode de
liaison implique une interaction hydrogéne entre I’amine primaire et D228 (surlignement
en bleu), et entre I'amine tertiaire et D32 (surlignement en rouge) du substituant du
groupement phényl (substituant "Z" d’apres la figure 3.1)

FiGure 3.4 — Mode de liaison des composés dérivés du Pharmacophore.
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des résidus mutés sur BACE2.

Hormis 1110 contacté par tous les composés, seul le composé B11 contacte les résidus P70 et R128
par l'intermédiaire de son groupement oxazine (substituant Z du pharmacophore). De maniere in-
téressante, ce composé est celui qui a le meilleur ratio pIC50 vis-a-vis de BACE1 (le plus spécifique
des composés vis-a-vis de BACE1), avec une valeur de 1.25. On peut ainsi s’attendre a ce que cette
valeur de pIC50 soit expliquée notamment par les contacts avec ces trois résidus, par rapport aux
autres composés. Ainsi, cette observation montre une cohérence entre la spécificité d’'un composé et

les résidus considérés par la bibliographie comme jouant un réle dans la spécificité.

Contacts identifiés spécifiques vis-a-vis de BACE1 et BACE2. Par définition, nous considé-
rons ici un "contact spécifique" comme un contact observé uniquement entre BACE1 (ou BACE2) et
les ligands. Par exemple, sur les 10 criblages, nous avons observé que les composés contactent le
résidus 1110 chez BACE1, mais que le pendant chez BACE2 (L110) n’est nullement contacté. Cette
observation est en cohérence avec la bibliographie, décrivant 'I110 comme étant un résidu spécifique.
Néanmoins, nos observations nous ont montré que le contact réalisé est un contact tres faible, de
nature "pseudo-hydrogeéne", entre la chaine latérale de 1’1110 et I'oxygene du linker amide (figure 3.5).
Cette observation est confirmée avec les ligands de référence 3YS et 620. Une hypothese serait que le
contact avec le résidu 110 chez BACE1 puisse avoir un effet indirect sur la spécificité, mais non jouer

un role majeur pour 'activité des composés de la famille N-Phenylpicolinamide.

Parmi les autres contacts globalement spécifiques pour BACE1, nous avons relevé les résidus suivants :
G11 (S59), Q12, S35 (SS8) et R307. Notons ici que ces acides aminés ne sont pas mutés chez BACE2.
Bien que les composés ne contactent pas, pour la plupart, ces résidus chez BACE2, nous avons malgré
tout remarqué que certains contacts pouvaient étre équivalents, avec néanmoins quelques différences.
Par exemple, pour le composé B45, illustré par la figure 3.5 :
¢ le résidu R307 (BACE1) contacte le groupe nitrile par sa chaine latérale. Le résidu Y14 est le
résidu équivalent sur BACE2, contactant aussi le groupe nitrile par sa chaine latérale.
¢ le résidu 1110 contacte 'oxygene de la liaison amide. L'équivalent avec BACE2 est W115, en
contact avec la liaison amide et le groupement phényl. Notons que nous observons ce méme
résidu sur BACE1 en contact avec uniquement le groupement phényl de ce ligand.
* Les résidus G11 et Q12 contactent les carbones de la pyridine. Dans le cas de BACE2, nous
pouvons notamment citer les résidus S10 et T232 ayant une portée plus élargie avec la pyridine.
* Le résidu S35 contacte le groupe méthyl de l'oxazine. Aucun contact équivalent n’est retrouvé
sur BACE2
Tout comme avec BACE1, nous avons noté quelques contacts globalement spécifiques des composés
avec BACE2 (S10, Y14, W115 et T231).
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(b) Principaux contacts déterminés comme spécifiques entre les composés et BACE2, et contacts
considérés comme similaires a ceux établis avec BACE1

Ficure 3.5 — Contacts spécifiques des composés avec BACE1 et BACE2 illustrés avec le composé B45
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Bien que certaines sous-structures du composé soient contactées a la fois par BACE1 et par BACE2,
les résidus impliqués ne sont pas strictement équivalents : la nature et les propriétés peuvent jouer

un réle pour expliquer l'activité des composés.

Contacts identiques. Les composés peuvent également contacter des résidus identiques, sur
BACEI et sur BACE2. D"un point de vue quantitatif, nous avons observé que le nombre de contacts
pour un résidu donné peut différer, pour un composé donné criblé dans le site actif de BACE1 et
BACE2. Parmi les résidus qui pourraient faire I'objet d 'une attention particuliere pour une étude plus
poussée, nous avons noté les résidus Y71 et F108, pour lesquels le nombre de contacts différe souvent
entre BACE1 et BACE2.

Néanmoins, bien que les contacts soient similaires, la nature de ces contacts peut éventuellement
différer. De plus, un aspect dynamique devra étre pris en compte puisqu’en effet, la durée de contact

avec un tel résidu peut différer en fonction de I'enzyme.

3.2.4 . Conclusions

Parmi les résidus spécifiques décrits par la bibliographie, seul le résidu 110 contacte tous les composés
lorsque criblés sur BACE1 et non sur BACE2. Néanmoins, ce contact est jugé trés faible, de nature
"pseudo-hydrogeéne”, et devrait jouer un role indirect sur la spécificité des composés. Par ailleurs,
le composé B11 est celui qui contacte le plus de résidus considérés comme jouant un rdle dans la
spécificité (I110, P70, R128), et qui correspond au composé le plus spécifique vis-a-vis de BACEL. Ces

résultats sont donc en cohérence avec les données de la bibliographie.

Par ailleurs, le criblage a révélé des contacts pouvant étre spécifiques de BACE1 (G11, Q12, S35, R307)
établis particulierement avec le groupement pyridine et son substituant. Des contacts similaires ont
été observés avec BACE2 par l'intermédiaire d’autres résidus (510, T232, Y14). Néanmoins, la nature
de l'interaction et le nombre d’interactions établis peut différer, et pourrait donc aussi jouer un role
sur le pIC50.

De plus, nous avons aussi relevé des interactions avec des résidus identiques contactés a la fois sur
BACE1 et sur BACE2, mais pour lesquels le nombre de contacts établi peut différer. Particulierement,

nous pouvons noter le résidu Y71 et F108 qui peuvent faire 'objet d"une attention particuliere.

97



Composés Références (CODES PDB: :LIGAND) Score de Similarité
B11 4X71::3YS 0.50

B13 4X771::3YS 0.64

B19 4X71::3YS 0.67

B45 3ZMG: :6Z0 0.70

B50 3ZMG: : 6Z0 0.83

B51 3ZMG: : 6Z0 0.68

B55 3ZMG: : 6Z0 0.73

B61 3ZMG: : 6Z0 0.70

B69 3ZMG: :6Z0 0.50

B70 4X71::3YS; 7B1Q: :SLK 0.58; 0.62

TasLE 3.4 — Les références issues de BACE1 associées a chaque composé dérivé du pharma-

cophore

Composés Références (CODES PDB: :LIGAND) Score de Similarité
B11 7F1G::0QQ 0.52

B13 7D5U: :GX6; 7F1G: :0QQ 0.41;0.49
B19 7D5U: :GX6 0.48

B45 7D5U: : GX6 0.67

B50 7D5U: : GX6 0.66

B51 7D5U: : GX6 0.72

B55 7D5U: : GX6 0.73

B61 7D5U: :GX6 0.60

B69 7D5U: :GX6; 7F1G: : 0QQ 0.45; 0.45
B70 7D5U: : GX6 0.51

TabLE 3.5 — Les références issues de BACE2 associées a chaque composé dérivé du pharma-
cophore. Notons ici que la référence 7F1G est remplacée par 7N4N

PDB BACE2 Score de Clashes avec 0QQ
7F1G 0.00

3ZKG 8.46

3ZKM 11.82

3ZKN 2.51

3ZKQ 2.14

4BEL 5.45

7D5B 1.36

7D5U 0.00 98
7N4N 1.74

TaBLE 3.6 — Scores de clashes calculés avec MolProbity, entre le ligand RX de 7F1G et les
conformations de BACE2 sans résidus manquants au site actif



Composés Références (CODES PDB: : LIGAND) Score d’Alignement
B11 3YS 0.76

B13 3YS 0.79

B19 3YS 0.67

B45 620 0.77

B50 6Z0 0.77

B51 620 0.78

B55 6Z0 0.76

B61 620 0.79

B69 620 0.69

B70 3YS; SLK 0.76; 0.81

TasLE 3.7 — Scores d’alignements obtenus avec ShaEP entre les composés dérivés du phar-
macophores et les références issues de BACE1

Composés Références (CODES PDB: : LIGAND) Score de Similarité
B11 0QQ 0.78

B13 GX6; 0QQ 0.80; 0.82
B19 GX6 0.80

B45 GX6 0.79

B50 GX6 0.82

B51 GX6 0.80

B55 GX6 0.79

B61 GX6 0.77

B69 GX6; 0QQ 0.75,0.78
B70 GX6 0.77

TabLE 3.8 — Scores d’alignements obtenus avec ShaEP entre les composés dérivés du phar-
macophores et les références issues de BACE2
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3.3 . Application sur la 3-sécrétase 1: Criblage virtuel de la bibliotheque de nucléotides

pour I’étude de spécificité et de design d’oligonucléotides

3.3.1. Présentation du workflow général

in-silico

g SPOTS/CLIQUES
c SEARCH

ﬁ

NUCLEAR/
COLORDOCKING

DOCKING DESIGN

MCSs COLORDOCKING S

Synthesis/Evaluation
in-vitro, in-vivo

Ficure 3.6 — Workflow général pour le design d’in-silico-mers

Le design d’in-silico-mers repose sur un workflow général intégratif, montré a la figure 3.6. Toute
prédiction de solutions in-silico-mers par le ColorDocking nécessitera une évaluation expérimentale
in-vitro et/ou in-vivo. Les données recueillies expérimentalement pourront étre intégrées pour la
prédiction de solutions avec des caractéristiques spécifiques. Bien que cela ne fasse pas intérét dans
le cadre de cette thése, nous pouvons citer quelques méthodologies pour I'évaluation expérimentale
des prédictions telles que la Calorimétrie de Titrage Isotherme (ITC) pour la mesure du Kp et donc
de l'affinité, ou la Cristallographie par rayon X (RX) pour étudier le mode de liaison et analyser les

contacts établis.

La méthodologie in-silico repose sur la connaissance de la structure 3D du récepteur et sur une
bibliotheque de fragments constitués de mononucléotides modifiés, comme vu dans la sous-section

1.1.4 de I'introduction. Les étapes sont les suivantes :

1. Sélection d"une ou plusieurs conformations du récepteur a partir de la base de données PDB
Constitution de la bibliothéque de fragments de mononucléotides
Criblage virtuel avec MCSS de cette bibliothéque sur le récepteur

Recherche de spots et/ou de cliques avec NUCLEAR/ColorDocking respectivement

AT

Design avec le logiciel ColorDocking d’in-silico-mers de taille k

Dans le cadre cette thése, 1’étude s’est focalisée principalement sur ’analyse de hotspots (voir sous-

section 1.1.4). Nous proposons également une premiere application du ColorDocking sur BACELI.

3.3.2. Sélection des différentes conformations de BACE1 et BACE2
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Une protéine est une macromolécule dynamique et flexible. Elle peut ainsi adopter une multitude de
conformations en fonction de I’environnement dans lequel elle se trouve (pH, température, etc.) et de
son état de complexité (libre ou apo, liée ou halo). Afin de prendre en compte cette flexibilité, nous
avons sélectionné quatre conformations de BACEI et trois conformations de BACE2 issues de la base

de données PDB, respectant les critéres énoncées suivantes :

* Au minimum, si possible, trois états de complexités différents nommés APO (forme libre),
ACT (forme liée avec une molécule occupant le site actif) et EXO (forme liée avec une molécule
ou anticorps monoclonal interagissant avec 1’exosite). On suppose indirectement que 'état de
complexité induira un changement conformationnel au niveau du site actif et/ou de 'exosite,

e Des conformations pour lesquelles la résolution soit idéalement inférieure a 2.0A,

* Des conformations pour lesquelles aucune coordonnée n’est manquante afin de ne pas induire
de biais due a la modélisation; ou au minimum ne posséder aucune coordonnées manquantes
au niveau du site actif et de 1’exosite,

* Auvoir, si possible, une conformation a pH acide pour BACE1 due a son activité optimal a un tel
pH,

* Avoir un niveau de solvatation suffisant autour de la protéine (idéalement supérieur a 100

molécules d’eau).

Afin de satisfaire le premier critere, une premiere analyse quantitative a été réalisée afin de déterminer
le nombre de conformations d’états APO, ACT et EXO a la fois pour BACE1 et BACE2. Parallelement a
cette étude, un clustering R/Y¥ par HBDSCAN sur le site actif ~ et un clustering "k-mean" sur l'exosite
ont été réalisés uniquement sur BACE1 d@1 a un nombre élevé de conformations. En effet, a la date de

cette étude, 424 conformations de BACEI1 et 18 conformations de BACE2 ont été résolues.

Sélection des structures basée sur la conformation du site actif par clustering R/Psi par
HDBSCAN pour BACE1

Le site actif de BACE1 est un site particulier caractérisé par la présence d"un flap (Section 1.5.4). De
ce fait, un couple de parameétres, R et ¥, a été défini. Le parametre R correspond a une valeur de
distance entre le carbone CG de l'acide aspartique 32 (CG-Asp32) et le groupement hydroxyle OH
de la tyrosine 71 (OH-Tyr71) située sur le flap. Le parameétre ¥ correspond a un angle pseudo-diédre
défini par C-Trp76, N-Val69, CA-Thr72 et CA-GIn73. Pour obtenir différents clusters, l’algorithme de
clustering basé sur la densité HBDSCAN a été utilisé.
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Sélection des structures basée sur la conformation de ’exosite par clustering k-mean par
MMTSB pour BACE1

Sur le nombre total de conformations de BACE1, nous avons dénombré 108 conformations pour
lesquelles aucune coordonnées ne sont manquantes. Cette pré-sélection a été utilisée dans le cadre

du clustering basée sur le "k-means".

Contrairement au site actif possédant une caractéristique particuliére, I’exosite de BACE1 est une
large surface définie notamment par trois boucles (Section 1.5.4). De ce fait, le clustering appliquée se
base sur I'algorithme "k-means" avec le package Perl MMTSB (http://bluell.bch.msu.edu/mmtsb/
cluster.pl).

Le clustering k-means est réalisé uniquement sur une sélection élargie de résidus (Ile248 a Phe322)
de l'exosite. Le mode de clustering utilisé est basé sur la déviation de la racine de la moyenne
des carrés (RMSD) en prenant en compte uniquement les carbones o de la sélection. Afin d’obtenir

unnombre de clusters égal a 3, le rayon de clustering a été défini a une valeur supérieure ou égale a 0.9.

3.3.3. Préparation des conformations retenues

La préparation des conformations retenues pour le criblage virtuel avec MCSS est réalisée au travers

de différentes étapes :

1. Nettoyage des fichiers PDB : toutes molécules, hors les molécules d’eau et le récepteur, sont

éliminées du fichier PDB

2. Remodélisation des coordonnées manquantes (uniquement appliquée aux conformations de
BACE2)

3. Détermination des états de protonations des histidines, des acides glutamiques et des acides
aspartiques (Section 3.2.2 pour le protocole)

4. Génération de deux états de solvatation pour chaque conformation (Section 3.2.2 pour la
définition)

5. Minimisation des conformations avec CHARMMS36 pour obtenir la conformation de plus basse

énergie localement

Remodélisation des boucles non-résolues

Application de DaReUS-Loop. Toutes les conformations de BACE2 possédent des résidus
manquants, a proximité des sites d’'intéréts ou sur les régions d’intéréts. De ce fait, la remodé-

lisation de cette boucle est réalisée avec le serveur web DaReUS-Loop (https://bioserv.rpbs.
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univ-paris-diderot.fr/services/DaReUS-Loop/) °. Cet outil posséde la particularité de générer
10 modeles pour une conformation, permettant ainsi de sélectionner celle qui nous semble la plus

pertinente.

Pour chaque conformation de BACE2, le mode "ReModelling" est utilisé. Ce mode prend pour don-
nées d’entrée la conformation sous format PDB et la séquence humaine compléte de BACE2 sous
format FASTA issue de UniProt (https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9Y5Z0/entry). En sortie,
on obtient un fichier sous format Multi-PDB avec 10 modeles différents représentant respectivement

une conformation différente de la boucle remodélisée par DaReUS-Loop.

Choix d'un modeéle parmi dix. Pour choisir un modeéle parmi les dix proposés par DaReUS-Loop
pour une conformation donnée de BACE2, nous avons appliqué une méthodologie basée sur la mini-
misation du modéle suivie d"un calcul de RMSD local avant et aprés minimisation. La miminisation

inclut trois étapes, dont :

1. La fixation de la conformation, sauf la boucle a remodéliser (Alal60 a Asn170 selon la numé-
rotation BACE2)

2. Fixation du squelette polypeptidique uniquement
3. Reldchement total du systeme

Pour chaque étape, les algorithmes SD (Steepest Descen) et ABNR (Adopted Basis Newton-Raphson)
ont été appliqués, et les critéres de convergence appliqués pour les algorithmes SD et ABNR sont
respectivement : (1) 10.0 et 1.0, (2) 10.0 et 1.0, et (3) 10.0 et 0.1.

Le RMSD local est défini comme le calcul de la déviation de la racine de la moyenne des carrés d"une
région locale de BACE2. Cette région locale correspond soit aux molécules d’eau a 6.0A de la boucle
manquante (donc a 6.0A de Ala160 a Asn170), soit de tout atome du récepteur a 6.0A des extrémités
de la boucle manquante. Lhypothese admise est que le modéle pour lequel la déviation des molécules

d’eau autour de la boucle est minime correspond au modeéle le plus proche de la réalité.

Définition des états de solvatation

Comme mentionné dans la Section 3.2.2, nous avons défini deux états de solvatations différents
nommés basse solvatation et haute solvatation. Dans la méme logique, le serveur web EDIA a été
utilisé pour générer les scores EDIA associés a chaque molécule d’eau. Nous rappelons les définitions
suivantes :

* un état a basse solvatation est composée de toute molécule d’eau ayant un score EDIA supérieur

ou égal a 0.81 (molécules d’eau fortement liée a la protéine)
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* un état a haute solvatation est composée toute molécule d’eau ayant un score EDIA supérieur
ouégal a 0.73
Néanmoins, une légére différence subsiste dans le protocole de sélection des molécules d’eau en
comparaison a la Section 3.2.2. Cette différence s’explique par 1’absence de ligand dans le site de
liaison. En effet, contrairement au protocole de la section 3.2.2 ot1 les molécules d’eau a proximité du
ligand sont conservées, ces derniéres sont éliminées ici. Le protocole, au travers d'un script PyMol,

est donc le suivant :

1. Elimination de toute molécule d’eau dont la distance tout-atome est supérieure a 4.0A du

récepteur

2. Elimination de toute molécule d’eau dont le score EDIA est inférieur au seuil cible (0.73 ou
0.81)

3. Elimination de toute molécule d’eau dont la distance tout-atome est plus proche du ligand que

la protéine (uniquement pour les conformations ACT et EXO)

Optimisation des conformations par minimisation

La derniére étape est 'optimisation des conformations par minimisation avec CHARMMS36. Elle inclut

deux étapes de minimisation qui sont successivement :
1. une étape de minimisation avec la fixation du squelette polypeptidique,
2. une étape de minimisation avec le systéme entiérement relaché.

Pour chaque étape, les algorithmes SD et ABNR ont été utilisés. Pour la premiere étape, la conver-
gence fixée pour chacun des algorithmes est 10.0 et 1.0 respectivement. Pour la deuxiéme étape, la

convergence fixée pour chacun des algorithmes est 10.0 et 0.1 respectivement.

3.3.4 . Criblage virtuel des nucléotides standards et nucléotides modifiés avec MCSS

Apres la préparation des conformations, le criblage virtuel est exécuté avec la version 36 de MCSS. Trois
données d’entrées sont fournies a MCSS : la bibliotheque de fragments de nucléotides ("groupes"),
les coordonnées de la boite déterminant la zone de criblage, et le fichier sous format CRD des

conformations préparées et minimisées.

Pour la bibliotheque de fragments utilisée, nous renvoyons le lecteur ou la lectrice a la sous-section
1.1.4. Nous mentionnons juste ici que les 444 groupes constituant la bibliothéque de fragments ont

été criblés sur chacune des conformations sélectionnées.
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Détermination des coordonnées de la boite en fonction de la nature du criblage virtuel

Criblage virtuel non-focalisé. Un premier criblage consiste a un criblage non-focalisé (ou "a
I'aveugle"). Cela signifie que le criblage virtuel est réalisé sur toutes les régions de la protéine. Ce type
de criblage permet de donner une vision plus globale sur les régions interagissant avec les différents
nucléotides. Les résultats sont donc principalement utilisés pour une étude de hotspots. Elle est donc

moins précise d'un point de vue de ’échantillonnage au vu de la zone explorée.

Afin de réaliser ce criblage, une boite englobant complétement le récepteur a été définie. A partir
des coordoonnées extréemes du récepteur, une valeur tampon de 7.5A est ajoutée a ces coordonnées.
Cette zone tampon permet de s’assurer que les plus gros fragments puissent interagir avec les régions

extrémes du récepteur.

Criblage virtuel focalisé. Le criblage focalisé est un criblage ot la boite englobe spécifiquement
la région de liaison ciblée. L'échantillonnage ne sera donc que meilleur par rapport a un criblage
non-focalisé. En 'occurrence, nous avons défini deux boites, 'une focalisée au site actif et 'autre

focalisée a I’exosite. Le travail de cette these s’est restreint uniquement sur le site actif.

La boite pour le criblage focalisé au site actif englobe tous les acides aminés qui sont 2 6.0A des deux
aspartates 32 et 228 (selon la numérotation BACE1). Pour déterminer ces coordonnées, le module
Xtractor de NUCLEAR est utilisé.

3.3.5. Etude des hotspots avec NUCLEAR

On définit ici un hotspot comme une sous-région de la protéine interagissant au minimum avec 10

groupes nucléotidiques distincts.

L'analyse des hotspots est réalisé avec NUCLEAR (Section 1.1.4). Les paramétres utilisés sont les
suivants :
* une analyse sur le top 10 des poses pour chaque groupe nucléotidique
e une distance de contacts de 3.5A (inter_dist = 3.5)
* la prise en compte de tous les atomes de la protéine et des poses (prot_sel & frag_sel =
all)
e un pré-clustering avec un seuil de RMSD de 2.0A (rmsd_cut = 2.0)
¢ le parameétre de densité fixé a 0.10 (density_cut = 0.10) pour la sélection des clusters les plus
représentatifs
¢ le parameétre de "fusion" fixé a 0.40 (merge_cut = 0.40), qui permet d’assembler des clusters

(et donc des hotspots) similaires.
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Pour chaque conformation de BACE1 et de BACE2, cette analyse est réalisée avec, d"une part, les 222
groupes (conformations ANTI+SYN) de type PO et, d’autre part, avec les 222 groupes de type PS.

Cette analyse est réalisée a partir de 1’exploration issue du criblage virtuel non-focalisé.

En sortie, NUCLEAR génere, entre autres, un diagramme qui indique le nombre de groupes distincts

contactés par chaque hotspot identifié, comme illustré a la figure 3.7.

Nous avons considéré qu'un hotspot appartient au site actif (ou partiellement au site actif) si 50% des

résidus le constituant appartient a la boite définie pour le criblage focalisée.

Nombre de Groupes Distincts

Identification des Spots

Ficure 3.7 — Exemple de diagramme généré par NUCLEAR (a gauche), avec une représentation 3D
associée (a droite) générée avec PyMoL. Sur le diagramme, en cyan représente le nombre de groupes
dans le top 5, et en orange le nombre de groupes dans le top 10.

3.3.6 . Etude des groupes spécifiques dans le site actif entre BACE1 et BACE2
Afin d’étudier les groupes spécifiques pour chaque sous-site, nous avons utilisé le module Xtractor
de NUCLEAR. Ce module permet, entre autres, d’extraire les groupes (et les poses associées) qui

contactent une région spécifiée de la protéine.

Cette analyse est réalisée avec les parametres suivants :
* une analyse sur le top 50 des poses,
e une distance de contact de 3.0A,

* une sélection de tous les atomes des poses en excluant le patch terminal

106



Cette étude est menée sur 'exploration issue du criblage focalisé au site actif.

3.3.7 . Design d"un in-silico-mer vis-a-vis de BACE1 et BACE2

Une premiére application du design d’in-silico-mer est proposée avec le ColorDocking sur le site actif
de 1SGZ et 3ZKM, a partir des analyses ayant permis l'identification de groupes spécifiques vis-a-vis
de BACE]. Le choix de ces deux conformations se justifie par 1’absence de ligand dans le site actif des
structures RX (Tableau 3.10 et 3.11).

Pour réaliser ce design, nous avons utilisé NUCLEAR pour générer les matrices de connectivité, de
clashes, et de scores; a partir de la distribution MCSS focalisée sur le site actif. Nous avons considéré
100 poses par groupe (50 ANTI/50 SYN), et pour lesquels 20 groupes ont été choisis et indiqués dans le
Tableau 3.12. Le choix de ces groupes est discuté dans la Section 3.3.8. Le critére de distance considéré
pour créer la matrice de connectivité est de 4.5A entre les atomes C5’ et O3’, avec un pre-clustering
basé sur le RMSD de 0.5A.

Auniveau du ColorDocking, nous avons recherché des séquences de longueurs k = 4, 5, 6 nucléotides.
Nous avons considéré une valeur maximale de Amayx = 10kcal.mol™!, et graduellement augmenté
A d’un pas unitaire, afin d’atteindre au maximum 100 solutions sans-clashes par coloration. Nous

avons défini la tolérance a ¢ = 0.01.

3.3.8 . Résultats

Définition de la région de 1’exosite

Bien que des études aient défini ’exosite par les boucles C, D et F de BACE1, nous avons considéré
I'exosite comme une région plus étendue de 51 acides aminés (248-280 et 305-322 selon la numérotation
BACEL1), que nous appellerons respectivement les sous-régions ExoA et ExoB (Figure 3.8). Cette
sélection permet de recouvrir une plus large zone utile pour le criblage virtuel, et rentre en continuité

avec le site actif défini par ses 10 sous-sites.

Nous avons réalisé une comparaison de cette séquence de l’exosite avec celle de BACE2. Les principaux
points relevés sont les suivants :
¢ La séquence de I'exosite de BACE2 est plus courte d’un acide aminé par rapport a celle de
BACE]1, avec une délétion de V309
* Sur la région ExoA, 17 résidus sur 33 sont substitués sur BACE2 (Tableau 3.9)
* Sur la région ExoB, 13 résidus sur 18 sont substitués sur BACE2 (Tableau 3.9)
Ces observations mettent donc en avant le fait que l'exosite est moins conservé entre BACE1 et

BACE2, et peut donc justifier un intérét de cibler cette région en plus de celle du site actif afin d’avoir
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un composé spécifique vis-a-vis de BACEL.

Ficure 3.8 — Représentation en surface des deux sous-régions de 1’exosite (ExoA et ExoB, respective-
ment en rouge et en bleu), avec une représentation en surface des 10 sous-sites du site actif

Sous-régions Résidus spécifiques sur BACE1

de I'exosite

ExoA 1248, K249, A250, S253, T254, E255, K256,
P258, 1263, E265, V268, Q271, A272, G273,
1274, N278, 1279

ExoB L306, R307, V309, E310, D311, V312, A313,

T314, S315, Q316, D317, D318, K321

TaBLE 3.9 — Résidus de I'exosite (ExoA et ExoB) mutés chez BACE2

Sélection des conformations de BACE1 et BACE2

Analyse quantitative des états de complexité Comme mentionné dans la sous-section 3.3.2,
nous avons dénombré 424 conformations de BACE1 et 18 conformations de BACE2 dans la base de
données PDB. Parmi les 424 conformations de BACE1, on releve 4 conformations APO et 3 EX0. Parmi les
18 conformations de BACE2, on reléve 2 conformations APO, 10 conformations ACT et 10 conformations
EX0. Notons ici que certaines des conformations considérées comme ACT ou EXO peuvent étre les deux

a la fois.
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Choix des conformations pour BACE1. Parmi les 4 conformations APO et les 3 conformations
EX0 de BACE], seules deux conformations, respectivement 1SGZ et 5MCQ, ne possedent aucune coor-

données manquantes et satisfont les cing critéres mentionnés dans la section 3.3.2.

Pour s’assurer que ces deux structures PDB aient bien une conformation différente de 1’exosite, un
clustering par RMSD local centré sur I'exosite est réalisé sur les 108 conformations de BACE1 pour
lesquelles aucune coordonnées ne sont manquantes. Trois clusters ont été obtenus : 1) le cluster 1
regroupant 105 conformations, 2) le cluster 2 regroupant 2 conformations et 3) le cluster 3 regroupant
1 conformation. Les conformations 1SGZ et 5MCQ se retrouvent, respectivement, dans les clusters 1
et 3. Ce faisant, le choix dans le cluster 2 se reléve tres limité pour une conformation de type ACT,

contenant les conformations 4GID et 6UVP.

Gonzalez-Aleman '°, dans sa thése, a sélectionné trois conformations différentes de BACE1 basées sur
la conformation du site actif. En effet, ce dernier a sélectionné initialement les conformations 1SGZ,
4GID et 6UVV.

En se basant donc aussi sur ses résultats, nous avons sélectionné quatre conformations de BACE1 qui
différent au niveau du site actif et de 1’exosite et qui respectent les critéres énoncés dans la sous-section
3.3.2: 1SGZ, 4GID, 5MCQ et 6UVV (voir tableau 3.10).

Code Etat conforma- | Résolution | Nombre pH Nb Résidus
PDB tionnel H20 manquants
1SGZ | APO 2.00A 253 65 |0

4GID | ACT 2.00A 350 74 |0

6UVV | ACT 1.63A 625 6.5 0

5MCQ | ACT+EXO 1.82A 586 45 0

TabLE 3.10 — Caractéristiques des conformations de BACE1 retenues. Le nombre de molécules
H>O correspond ici au nombre de molécules d’eau initiale a 6.0A tout-atome du récepteur

Choix des conformations pour BACE2. Parmi les 18 conformations de BACE?2, il ne subsiste
aucune conformation pour laquelle il n'y a pas de coordonnées manquantes. De plus, hormis 3
conformations ayant uniquement qu'une seule boucle manquante a proximité du site actif, la ma-
jorité possede des coordonnées manquantes sur 1’exosite ou le site actif. Par conséquent, les trois
conformations 2EWY, 3ZKM et 3ZKN ont été retenues. Leurs caractéristiques sont résumées dans le
tableau 3.11.
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Code Etat conforma- | Résolution| Nombre pH Nb Résidus
PDB tionnel H20 manquants
2EWY | ACT 3.10A 42 68 |9

3ZKM | EXO 1.85A 198 75 |9

3ZKN ACT+EXO 1.63A 178 7.5 9

TabLE 3.11 — Caractéristiques des conformations de BACE2 retenues. Le nombre de molécules
H,0 correspond ici au nombre de molécules d’eau initiale 4 6.0A tout-atome du récepteur

Choix des seuils EDIA pour les états de solvatation

Justification des seuils EDIA. Comme nous 'avons indiqué dans la sous-section 3.2.2, deux états
de solvatation ont été définis. On parle de "basse solvatation" et de "haute solvatation”, pour lesquels
les seuils EDIA sont respectivement de 0.81 et 0.73. La fixation de ce seuil a été réalisée au travers
d’une analyse quantitative et visuelle initialement sur deux conformations de BACE1 (5MCQ, 4GID).
Les seuils EDIA proviennent respectivement de la valeur médianne des scores EDIA de la totalité des
molécules d’eau présentes dans la structure cristalline, respectivement EDIA 1 ediane(5MCQ) = 0.73
et EDIA mediane(4GID) = 0.81.

Une premiere analyse sur 5MCQ montre une légere tendance entre la distance des molécules d’eau
par rapport au récepteur et leur score EDIA : au plus le score EDIA augmente, au plus la distance
diminue. Néanmoins, nous observons des fluctuations importantes, comme par exemple de fortes
valeurs EDIA pour des molécules d’eau situées a plus de 4A de la surface du récepteur. Cette
observation met probablement en évidence l'existence de réseaux de molécules d’eau, qui pourrait
ainsi stabiliser des molécules d’eau distantes de la protéine. Ainsi, les valeurs EDIA des molécules

d’eau peuvent étre expliquées par le micro-environnemnt auxquelles elles appartiennent (Figure 3.9).

En effet, avec une valeur EDIA de 0.73, nous remarquons visuellement la présence d’un réseau de
molécules d’eau au niveau de l'exosite, qui pourrait hypothétiquement empécher des interactions
directes entre les poses et la protéine, dii a une difficulté de déplacer ces molécules d’eau lors du
docking (Figure 3.10).

A une valeur de 0.81, ce réseau est moins important, ce qui pourrait faciliter le déplacement des
molécules d’eau lors du criblage virtuel. Ce constat a été aussi fait sur le site actif. Une analyse
visuelle sur les autres conformations de BACE1 et BACE2 nous ait paru satisfaisante lorsque les deux
seuils sont appliqués.

Par ailleurs, une augmentation du seuil au-dela de 0.81 n’apporte pas de grand changement au niveau
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Ficure 3.9 — Corrélation entre la distance et le facteur EDIA, analyse réalisée sur la structure 5MCQ. La

droite de régression linéaire (en noire) montre la tendance.

de I'exosite. C’est pourquoi les deux seuils 0.73 et 0.81 ont été considérés pour la suite.

Nous avons néanmoins rencontré deux exceptions avec 1SGZ et 2EWY.

Cas de 1SGZ. Comme il a été décrit dans le protocole EDIA 3.2.2, l'outil prend pour en entrée
une conformation PDB avec sa carte de densité électronique. Dans le cas de 1SGZ, la carte de densité
électronique n’est pas fournie dans la base de données PDB. De ce fait, deux solutions s’offraient a
nous : soit reconstruire la carte de densité au travers d"un protocole informatique, soit appliquer une
corrélation entre le facteur EDIA et le b-facteur. La premiere solution se révélait compromise, puisque
la version OpenSource installable en local est une version plus ancienne que celle du serveur web.
Par conséquent, nous avons appliqué la deuxiéme solution. En effet, le b-facteur peut étre considéré
comme l'inverse du facteur EDIA. Par définition, au plus le b-facteur est élevé, au plus les molécules

d’eau sont flexibles, et correspondent en principe a des molécules d’eau faiblement liées au récepteur.

En sachant que la résolution structurale de 1SGZ et de 4GID sont identiques (Tableau 3.10), nous avons
vérifié sil subsistait une corrélation entre le b-facteur et le facteur EDIA sur 4GID (Figure 3.11). Et en
effet, en tragant la droite de régression linéaire, nous observons une corrélation entre le b-facteur et

le facteur EDIA : au plus le facteur EDIA est élevé, au plus le b-facteur est faible.

Fort de ce constat, les valeurs du b-facteur équivalents aux scores EDIA 0.73 et 0.81 sont respectivement
de 44.17 et 37.81 sur 4GID. Ainsi, pour 1SGZ, toutes les molécules d’eau inférieures a 44.17 ou 37.81

sont retenues.
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(a) EDIA =0.73 (b) EDIA = 0.81

Ficure 3.10 — Représentation 3D de BACE1 (5MCQ) en contacts avec des molécules d’eau selon le facteur
EDIA : (a) 0.73 (en cyan) et (b) 0.81 (en vert). L'exosite est représenté en bleu.

Cas de 2EWY. Dans le cas de 2EWY, le nombre de molécules d’eau entourant le récepteur est tres
faible avec 42 molécules d’eau. Une application du protocole EDIA conduirait une élimination totale
de la solvatation autour de 2EWY. Ce phénomeéne s’explique par la résolution structurale mauvaise de

2EWY, qui est de 3.10A. Par conséquent, aucun filtre n’a été appliqué sur les molécules d’eau de 2EWY.

Le criblage virtuel a été réalisé sur ces deux états de solvatation pour BACE1 et BACE2, que ce soit

pour un criblage non-focalisé ou un criblage focalisé.

Analyse des hotspots a partir du criblage non-focalisé

Comme nous en avons brievement parlé dans la sous-section 3.3.4, le criblage non-focalisé consiste
a un criblage de la bibliotheque de mononucléotides sur toutes les régions du récepteur. Ce criblage
permet ainsi de faire une étude de hotspots.

Vérification des régions de liaisons préférentielles des nucléotides. BACEI n’est pas biolo-
giquement une enzyme de liaison a des acides nucléiques. Bien que la bibliographie ait montré que
des aptameres pouvaient inhiber 'activité de BACE1, aucune donnée structurale n’existe a ce jour
pour connaitre les régions de liaison de ces aptameres. De ce fait, une question subsiste : "Est-ce que
les nucléotides, et de surcroit les nucléotides modifiés, interagissent principalement avec les régions
modulatrices de l'activité catalytique de BACE1; ou peuvent-ils aussi interagir préférentiellement
avec d’autres régions?". La réponse a cette question permettrait a la fois de s’assurer que la concep-
tion d’in-silico-mers, interagissant avec le site actif et/ou l'exosite, est possible; mais également de

proposer de potentielles optimisations avec des régions de liaison insoupgonnées.
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Correlation between the b-factors and the EDIA values
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Ficure 3.11 — Corrélation entre le b-facteur et le facteur EDIA, analyse réalisée sur la structure 4GID

Nous rappelons qu'un hotspot, appliqué dans le cadre de cette these, est défini comme une région de
la protéine interagissant au minimum avec 10 groupes nucléotidiques différents. Pour plus de clarté,
nous définissons la nomenclature suivante : PO pour les hotspots identifiés a partir des groupes
ayant un groupe phosphate et PS, pour les hotspots identifiés a partir des groupes ayant un groupe

phosphorothiate.

D’un point de vue des données quantitatives, nous avons compté une dizaine de hotspots. En général,
les hotspots sont localisés au niveau de la région du site actif et de I'exosite (Figure 3.12). Cette
observation est positive car elle signifie que ces régions modulant I’activité catalytique sont favorables

a des interactions avec des acides nucléiques.

Etude 'impact de facteurs sur les hotspots. Trois facteurs peuvent avoir un impact sur la

présence et la localisation d’un hotspot :
1. la conformation,
2. la solvatation,

3. la modification (PO et PS,)

D’apres une étude visuelle des hotspots entre différentes conformations de BACE1, nous observons

que des hotspots peuvent différer (absence/présence). C’est par exemple le cas entre la conformation
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1SGZ et 5MCQ (Figure 3.12). De ce fait, la conformation et donc la flexibilité joue un réle dans les
régions de liaisons aux nucléotides. Cette observation conforte doncl'idée de sélectionner différentes

conformations pour BACE1 et BACE2, et de prédire des solutions conformations dépendantes.

Ficure 3.12 — [llustration de hotspots en fonction des 4 conformations de BACEL. Les hotspots ont été
obtenus a haute solvatation, a partir des groupes PO.

Le deuxiéme facteur est la solvatation. Bien qu’une analyse visuelle nous permette d’avoir une idée,
nous avons réalisé une analyse quantitative. En effet, pour une conformation donnée entre deux états
de solvatation, nous avons comparé chaque hotspot en mesurant le taux de recouvrement (défini
comme le taux de résidus similaire entre deux hotspots). Un taux de recouvrement de 0 signifie que
deux hotspots ne sont pas localisés dans la méme région, tandis qu'un taux de recouvrement de 1
indique que deux hotspots sont identiques. Un exemple sur 1SGZ est donné a la figure 3.13. Sur le site
actif, 2 hotspots ont été identifiés & haute solvatation, contre 4 hotspots a basse solvatation :

¢ Deux hotspots sont présents a haute solvatation, mais absent a basse solvatation

¢ Un hotspot est partiellement conservé entre les deux états (50%)

¢ Un hotspot est fortement conservé avec un chevauchement de 79%

Nous observons un phénomeéne similaire quelle que soit la conformation de BACE1, sur I'exosite ou le
site actif. Ainsi, au vu de ces résultats, nous avons émis I’hypothése que la solvatation peut impacter

I'interaction des nucléotides avec la protéine de deux manieéres :

1. Soit les molécules d’eau bloquent une interaction directe entre des poses et une sous-région de

la protéine;

2. Soit les molécules d’eau jouent le role d’intermédiaire pour une interaction indirecte entre les

poses et une sous-région de protéine.

Une analyse similaire est réalisée pour étudier I'impact des groupes PO et PS,. Le soufre étant un

atome plus volumineux que 1’'oxygeéne, nous pouvons nous attendre a un phénomene équivalent a ce
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Ficure 3.13 — Représentation des hotspots sur le site actif de 1SGZ en fonction de la solvatation : haute
solvatation et basse solvatation. (A) Représentation 3D des spots entre les deux états de solvatation,
(B) Heatmap représentant le chevauchement des hotspots au site actif : la couleur rouge foncé indique
une conservation du hotspot; la couleur blanche indique une non-conservation du hotspot.

qui est observé avec la solvatation. C’est le cas par exemple de 4GID (Figure 3.14), a haute solvatation.
5 hotspots ont été identifiés sur le site actif a partir du groupe PO, contre 6 hotspots a partir du groupe
PS,. Comme montré par la heatmap, nous faisons les observations suivantes :
® Les résidus du hotspot "4gid-4" contactent préférentiellement les nucléotides avec un groupe
PO,
¢ les résidus des hotspots "4gid-21" et "4gid-22" interagissent préférentiellement avec les nucléo-
tides incorporant la modification PS,,
¢ Certains hotspots sont partiellement conservés, avec des taux de conservations supérieurs a
60%.

Ainsi, la modification sur I'acide phosphorique peut aussi jouer un réle pour moduler 1’affinité des
molécules, en plus de sa propriété de résistance vis-a-vis des nucléases. Ces phénomenes observés sur
le site actif sont également observables sur 1’exosite de BACE1, comme en témoignent les visualisations

3D des Figures 3.12 et 3.13 par exemple.
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FiGure 3.14 — Heatmap représentant le chevauchement des hotspots au site actif sur 4GID : la couleur
rouge foncé indique une conservation du hotspot; la couleur blanche indique une non-conservation
du hotspot. Le rectangle jaune met en évidence des résidus (deux hotspots : 4gid-21 et 4gid-22)
contactés uniquement par les groupes de type PS». Le rectangle bleu met en évidence des résidus (un
hotspot : 4gid-4) contactés uniquement par les groupes de type PO.
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En conclusion de cette partie, la prise en compte de la flexibilité et de I’état de solvatation est nécessaire
dans le processus de design d’in-silico-mers. Autrement dit, nous préconisons de prédire différents in-
silico-mers pour chaque conformation et chaque état de solvatation. Cette prise en compte permettra
d’obtenir des solutions plus diverses, avec potentiellement des caractéristiques physico-chimiques et

mode de liaison différents.

Détermination des groupes spécifiques vis-a-vis de BACE1 et BACE2

Le design d’in-silico-mers spécifiques peut reposer sur la stratégie suivante : sélectionner les groupes
considérés spécifiques vis-a-vis de BACEL], et écarter les groupes considérés comme spécifiques vis-a-
vis de BACE2. On définit ici un groupe "spécifique" comme étant un groupe interagissant uniquement
avec I'une des deux structures, soit globalement, soit restreint a un sous-site/hotspot donné. Autre-
ment dit, est exclu de la définition tout groupe interagissant a la fois avec au moins une conformation
de BACEI1 et une conformation de BACE2.

Ainsi, nous avons étudié les différents groupes spécifiques de BACE1 et BACE2 associés a chaque
sous-site, a partir de 1’exploration a haute solvatation. Les résultats sont présentés dans les tableaux
3.14.

Pour presque la totalité des sous-sites du site catalytique, nous remarquons globalement un nombre
de groupes spécifiques plus élevés vis-a-vis de BACE2 que BACEL. Par exemple, les sous-sites 6 et
9 en sont les parfaits exemples oli nous retrouvons respectivement 40 et 66 groupes a backbone
PO spécifiques vis-a-vis de BACE2, contre 11 et 1 groupes spécifiques vis-a-vis de BACE1. Cette

observation est similaire avec les groupes a backbone PS; (Figure 3.15).

En revanche, nous pouvons également observer la tendance inverse, par exemple pour le sous-site
7 ol nous retrouvons 25 groupes a backbone PS, spécifiques vis-a-vis de BACE1 contre 2 groupes
spécifiques vis-a-vis de BACE2. Cette observation est équivalente pour les groupes a backbone PO

interagissant avec le sous-site 7. (Figure 3.15)

Par ailleurs, nous notons également deux autres observations :
¢ Certains sous-sites n’accueillent pas de groupes spécifiques vis-a-vis de BACE1 et de BACE2,
comme c’est le cas de SS8 et SS3 respectivement,
* Des groupes peuvent interagir avec au moins une conformation de BACE1 et au moins une
conformation de BACE2,
* Quelques rares groupes ne contactent aucune des conformations de BACE2 tout sous-site

confondu.
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(a) Sous-site 7 (b) Sous-site 9

Ficure 3.15 — Diagramme de Venn représentant la proportion de groupes spécifiques vis-a-vis de
BACEL1 (en rouge) et vis-a-vis de BACE2 (en vert), pour les sous-sites (a) SS7 et (b) SS9. Le rond
marron indique la proportion de groupes contactant a la fois BACE1 et BACE2 sur ces deux sous-
sites.

Ainsi, en conclusion, nous observons des groupes qui peuvent étre spécifiques d’une conformation
de BACE1 et de BACE2. Afin de s’affranchir de la dépendance vis-a-vis de la conformation, nous
avons établi une liste de groupes spécifiques vis-a-vis de quatre conformations de BACE1 par rapport
au trois conformations de BACE2, et inversement. Cette liste donne une indication sur les groupes
a éviter potentiellement ou a choisir préférentiellement pour concevoir un in-silico-mer spécifique
de BACEL. Néanmoins, l'origine de ces observations n’a pas fait l'objet d'une étude approfondie, et
différentes hypotheses peuvent étre envisagées :
* Rappelons que ces études sont réalisées sur des conformations fixes. L'accessibilité a des sous-
sites de BACE1/BACE2 est favorable ou moins favorable en fonction du volume des groupes
et de la conformation. Ainsi, une étude de la surface accessible a chaque sous-site associée a
la détermination du volume des groupes permettrait d’obtenir une réponse pour expliquer
pourquoi certains groupes ont tendance a contacter certains sous-sites d’'une conformation
donnée de BACEL1 et/ou de BACE2,
* Bien que nous puissions observer des groupes contactant a la fois un sous-site donné de BACE1
et BACE2, il est nécessaire d’analyser les contacts établis. En effet, la définition de spécificité

peut étre élargie au-dela de la simple présence/absence du groupe dans un sous-site donné.
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Analyse des scores des groupes spécifiques vis-a-vis de BACE1 en fonction de la confor-
mation

Bien que nous ayons déterminé une liste de groupes spécifiques de BACE1, nous nous attendons a ce
que la plage de scores d’énergie du top 50 des poses, associée a chaque groupe, différe en fonction de
la conformation. Ainsi, deux hypotheses sont envisagées :
¢ Pour un sous-site donné, le meilleur groupe est conservé entre au moins deux conformations
de BACE1.
* Pour un sous-site donné, le meilleur groupe différe entre au moins deux conformations de
BACEL.

Ces deux hypotheses ont été vérifiées, en comparant par exemple les sous-sites SS2 et SS7 entre les
conformations 1SGZ et 4GID. En effet, nous observons que le meilleur groupe contactant le sous-site
SS1 de 1SGZ et 4GID est le groupe R2C (Figure 3.16) ; tandis que pour le sous-site SS57, nous avons relevé
les groupes MOU et DAG, respectivement pour les conformations 1SGZ et 4GID (Figure 3.17).

Cette observation indique que la conformation du site actif impacte donc I'énergie de liaison des
groupes avec les résidus du site actif. La nature des contacts ou les résidus contactés peuvent étre
deux hypothéses pour expliquer cette différence. Ainsi, une analyse plus fine est nécessaire afin de

vérifier ces hypotheses.

Exemple de Design sur 1SGZ

Design sur 1SGZ. Nous proposons ici un exemple de conception d'un in-silico-mer, spécifique de
BACEI, reposant sur le rationnel suivant, pour chaque sous-site :
e Identifier les groupes spécifiques vis-a-vis de BACE1 (Tableau 3.3.9),
¢ Parmi ces groupes, sélectionner le meilleur groupe de type PO et de type PSy vis-a-vis de
BACET1 : le meilleur groupe est considéré comme celui ayant les poses de meilleurs scores (ce

qui correspond aux "outlier" dans la Figure 3.16 par exemple).

Cela revient ainsi a sélectionner 2 groupes par sous-site si possible, et donc a un maximum de 20

groupes distincts.

Une analyse des scores (sur le TOP50) sur 1SGZ des différents groupes pour chaque sous-site a permis
de considérer les groupes suivants pour le design (voir Tableau 3.12) :
* 6 dérivés de I'Uracile et 2 dérivés de la Cytosine pour les groupes PO;

* 3 dérivés de '’Adénine, 2 dérivés de la Cytosine, 3 dérivés de 1'Uracile et 2 dérivés de la Guanine
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Ficure 3.16 — Plage de scores pour chaque groupe spécifique de BACE1 pour le sous-site SS1 sur
1SZG et 4GID. L'axe des abscisses correspond aux différents groupes spécifiques, tandis que 'axe
des ordonnées correspond aux scores énergétiques pour ces groupes en kcal.mol™!. La fleche rouge
indique le meilleur groupe par la présence de poses de meilleurs scores représentées par les outliers.
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(b) Plage de scores pour chaque groupe spécifique de BACE1 pour le sous-site SS7 sur
4GID

Ficure 3.17 — Plage de scores pour chaque groupe spécifique de BACE1 pour le sous-site SS1 sur
1SZG et 4GID. L'axe des abscisses correspond aux différents groupes spécifiques, tandis que 'axe
des ordonnées correspond aux scores énergétiques pour ces groupes en kcal.mol™!. La fléche rouge
indique le meilleur groupe par la présence de polsss,1 de meilleurs scores représentées par les outliers.



TaBLE 3.12 — Sélection des meilleurs groupes spécifiques PO et PSy pour un exemple de

design

Backbone

Groupes sélectionnés

PO

e SS1:R2C (C)

e SS2:GCU (U)

e SS3: -

e 554 :R2C (C)

e SS5: 0OAU (U)

e SS6:5HU/USU (U)
e 557 :MOU (U)

e SS8: -

e 559:CMU (U)

e SS10:SEU (U)

PSy

e SS1:12A (A)

e 552:6GA (A)

e SS3:CYTP (C)

e S54:GCU (U)

e SS5:GAU (U)

e 556 : DAG (G)

e SS57:6GA/R2C (A/C)
e SS8: -

e 559 :EQG (G)

e 5510 :SAU (U)
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pour les groupes PSy

Nous avons réalisé 3 design sur BACE1 (conformation 1SGZ) pour lesquels la taille de la chaine est res-
pectivement : k = 4, k = 5 et k = 6. Respectivement, nous avons pu générer 401 4-mers, 325 5-mers et
255 6-mers; parmi lesquels nous dénombrons respectivement 10 séquences uniques dans chaque cas,
et pour lesquels les scores énergétiques sont présentés dans le Tableau 3.13. Dans les trois cas, nous
remarquons que la différence énergétique des MFE associées aux séquences est non-significative,
n‘excédant pas 3 kcal.mol™!. Autrement dit, cela signifie que chacune de ces solutions pourraient
étre envisageables. Rappelons néanmoins que le score d’énergie associée a chacune de ces solutions
correspond a un score avant minimisation. Ainsi, une étape de minimisation devrait étre envisagée
avec un re-calcul du score énergétique.

Par ailleurs, nous observons que certaines séquences passent deux fois par le méme groupe nucléo-
tidique, pour des séquences de taille k = 5 et k = 6 (R2C-CYT-SAU-SAU-OAU ou SAU-OAU-U8BU-OAU-
5HU-SAU) en particulier. Ceci semble signifier qu'il subsiste la possibilité de créer des solutions avec

deux groupes tout au plus pouvant interagir avec un méme sous-site.

Design et Docking sur 3ZKM.  Afin de faire une comparaison avec BACE2, nous avons sélectionné
la conformation 3ZKM, qui partage la particularité de ne pas avoir de ligands interagissant initialement
avec son site actif. Nous avons utilisé la distribution focalisée sur le site actif générée sur 3ZKM.

Nous avons commencé par une étude de docking (contrainte de séquence), en criblant les 4-mer,
5-mer et 6-mer générés vis-a-vis de BACE1. Pour cette étude, en maintenant strictement les mémes
parameétres du ColorDocking que ceux utilisés pour BACE1, aucune solution n’a pu étre générée.
Des lors, nous avons utilisé une distribution de 1 000 poses par groupe (500 ANTI/500 SYN), en
maintenant les mémes parametres du ColorDocking. Nous avons généré des solutions, pour lesquels
le score de la MFE pour chaque séquence est supérieur de plus de 30 kcal.mol ™! environ. Ces résultats
indiquent donc que les solutions générées sur BACE1 interagiront plus favorablement avec cette

enzyme qu’avec BACE2.

Nous avons complété notre étude avec un design sur BACE2. Les parametres utilisés sont strictement
identiques que ceux utilisés pour le design sur BACE1. Les résultats ont été les suivants :

* Pour k = 4, la meilleure solution générée est SEU-SAU-DAG-OAU avec un score de -113.0
kcal.mol™?, soit un score énergétique plus élevé de 19 a 23 kcal.mol—1 par rapport aux solutions
de BACEI1.

¢ Pour k = 5, la meilleure solution générée est OAU-R2C-1MG-R2C-R2C avec un score de -138.8

kcal.mol™, soit un score énergétique plus élevé de 14 a 18 kcal.mol—1 par rapport aux solutions
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Taille k in- | MFE Séquence Energie Energie
silico-mer (kcal.mol-1) (kcal.mol-1)
(BACE1) (BACE2)
4 OAU-SAU-6GA-U8U -136.7 -97.2
4 OAU-SAU-OAU-U8U -134.8 -108.4
4 OAU-SAU-GAU-U8U -134.1 -98.6
4 OAU-SAU-GCU-U8sU -134.1 -100.2
4 OAU-SAU-OAU-SEU -132.6 -104.9
4 MDU-OAU-SEU-GCU -132.5 -103.4
4 OAU-SAU-12A-SEU -132.5 -99.6
4 SAU-OAU-SEU-GCU -132.4 -96.8
4 MDU-OAU-U8U-6GA -132.2 -98.2
4 MDU-OAU-U8U-GCU -132.2 -103.5
5 MDU-OAU-SEU-SAU-GCU -156.7 -124.8
5 SAU-OAU-SEU-SAU-GCU -156.6 -109.1
5 MDU-OAU-U8U-OAU-MOU -155.9 -121.8
5 SAu-OAU-U8U-OAU-MOU -155.8 -115.7
5 R2C-CYT-SAU-SAU-OAU -155.1 -112.3
5 MDU-12A-SAU-GCU-SEU -153.9 -96.9
5 OAU-U8U-OAU-MOU-SAU -153.9 -121.5
5 MDU-OAU-U8U-OAU-5HU -153.8 -123.6
5 MDU-OAU-SEU-OAU-MOU -153.7 -122.7
5 SAU-OAU-U8U-OAU-5HU -153.7 -123.4
6 MDU-OAU-U8U-OAU-MOU-SAU | -180.6 -141.7
6 SAU-OAU-U8U-OAU-MOU-SAU -180.5 -126.0
6 GCU-U8U-CYT-SAU-SAU-OAU -179.1 -
6 OAU-SEU-OAU-MOU-DAG-1MG | -178.7 -129.1
6 MDU-OAU-U8U-OAU-5HU-SAU -178.5 -136.3
6 MDU-OAU-SEU-OAU-MOU-SAU | -178.4 -141.6
6 SAU-OAU-U8U-OAU-5HU-SAU -178.4 -
6 SAU-OAU-SEU-OAU-MOU-SAU | -178.3 -137.1
6 OAU-SEU-OAU-MOU-SAU-1MG | -178.1 -134.1
6 GAU-U8U-CYT-SAU-SAU-OAH -177.2 -

TasLE 3.13 —- MFE de in-silico-mers prédites a partir de la distribution focalisée sur le site actif
de 1SGZ pour générer des 4-mer, 5-mer et 6-mer, avec un docking de ces solutions sur 3ZKM.

Le "-" indique qu’aucune solution n’a été trouvée pour la séquence donnée.
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de BACE1.
* Pour k = 6, la meilleure solution générée est R2C-R2C-12A-OAU-SEU-OAU avec un score de

-173.0 kcal.mol ™!, soit un score énergétique plus élevé de 4 a 8 kcal.mol-1.

Ainsi, les solutions incorporant des nucléotides considérés comme spécifiques vis-a-vis de BACE1

auront tendance a avoir un meilleur score énergétique vis-a-vis de BACE1 que BACE2.

3.3.9. Conclusions

En conclusion, nous avons montré que les régions modulant 1’activité de BACE1 (site actif et exosite)
sont des régions favorables a des interactions avec des acides nucléiques. En effet, nous avons mis en
évidence la présence de hotspots principalement au niveau de ces régions. Ces hotspots permettront,
en plus des sous-sites du site actif, de concevoir une molécule qui peut interagir a la fois avec le
site actif et 1’exosite. En effet, le "rationnel drug design" consisterait a avoir différents hotspots se

chevauchant les uns avec les autres, de la région du site actif a I'exosite.

De plus, une étude plus approfondie sur le site actif a permis de mettre en évidence des groupes
spécifiques vis-a-vis des différents sous-sites de BACE1 et de BACE2. Ainsi, cette liste de groupes
peut servir de bases afin de sélectionner ou exclure des groupes pour la conception d’in-silico-mers.
Nous proposons néanmoins qu'une analyse d’interactions entre les différentes poses et le site actif
puisse étre réalisée afin de comprendre les raisons de cette spécificité. Parmi les hypotheéses, nous
pouvons citer (i) I'impact du volume de la cavité du site actif, et (ii) la présence de résidus différents
entre BACE1 et BACE2 pour certains sous-sites. Cette deuxiéme hypothese est d’autant plus forte que
I'étude de Relation-Structure Activité confirme une corrélation possible entre 'activité d"un composé

et des interactions avec de tels résidus du site actif, comme ce fut le cas pour le composé B11.

Par ailleurs, nous avons montré I'impact des groupes PO et PSy, a la fois sur la présence de hotspots
que sur sa capacité a avoir un role dans la spécificité. En effet, nous pouvons observer que certains
groupes contactent un sous-site donné, uniquement avec la présence d’'un groupement PO ou PS,.
Par exemple, pour le SS1, nous observons que les groupes PBG, DAG et SEU sont spécifiques de BACE1
uniquement avec le groupement PO, tandis que leur pendant avec le groupement PS; interagit avec
le SS1 de BACEL1 et de BACE2.

Sur la base de ces résultats, nous avons réalisé une application de design avec le ColorDocking, en
générant des solutions spécifiques vis-a-vis du site actif de BACE1. Néanmoins, des analyses devront
étre réalisées plus loin, telles que : une analyse d’interactions entre ces composés et le site actif, une

étude statistique qui puisse apporter des informations supplémentaires pour le design (par exemple,
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les groupes et poses hautement favorables).

Enfin, uniquement avec un nombre total de 1500 poses environ et de 15 000 poses environ, nous
avons pu réaliser nos études de docking et de design avec des temps de calculs d'une durée de
quelques secondes a quelques minutes, pour des tailles k = 4, 5, 6. Ainsi, ces résultats laisse suggérer

la possibilité de réaliser un design avec un nombre de groupes plus important. Un protocole peut

donc étre le suivant :

1. Générer un ligand de taille k < 7 focalisé sur le site actif

2. Générer un ligand de taille k < 7 focalisé sur 1'exosite

3. Lier les deux parties en une seule molécule.

Enfin, nous suggérons de réaliser des tests avec des longueurs de k compris entre 7 et 10, afin de tester

la possibilité d'un design d’un in-silico-mer interagissant a la fois avec le site actif et ’exosite.

Sous-site Backbone BACE1 BACE2
c‘?) PO SIA PBG R2C DAG SEU 3MC RCG 6GA IWG HCU
n MMC 6MA THY DWG M6A
13P 7MG SCU CMU
PS, 5AU SIA 12A CYTP R2C 6AA OMU IWG HCU MMA 1MP
ISU 5FC HWG 6MA DWG M6A 7MG
MFC 3AU
cfj\l) PO T6A 4MC GAU BUG 5MU MMG MWG OMA 40C BCU
N HIA TAU SIA 5HU GCU 2SC M2G IWG ADE MMA HWG
5MCP R2C 3MU PSU H2U OMT THY 2MG 52U 2MU
TMC 3AU
PS, T6A4MCBUG6GA GCU12A 5MU OMP 1IMG MMA URA
PBG MMI 3MU PSU 1IMP 6MA THY 1MA H2U
TMC
% PO DAG -
wn
PS, RCG CYTP R2C 5AU -
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SS4

PO

PSs

3MC MOU URA 2SC 5MCP
PSU M2A MMI 6MA MCU
6IA HMC 5HU SEU 4MC
5MU IMG MDU R2C TMC

4MC U8U 5HU MOU 1MG
GCU CYU PBG 5MCP R2C
4SU

T6A 70U MWG OMA HWG
OMT 27G SMA OMP MAC
5CU INO 6AA 52U MEU
M7G 5AU MMG YYG OEU
M2G GCU DCG OMI 2MG
13P 7MG MAU CMU N2G
SAU BCU 4AC 5TU

T6A MWG MMC CYT OMP
5CU OMC ADE IWG MAC
MTA 2MU MCU 6IA OMU
OEU MMA M3U OAU 2SU
3MP GAU 40C 5MU MTG
4AC MDU SCU

SS5

PO

PS,

M2G CYT 6AA 52U SEU OAU

GAU CYTP R2C PSU 5MC
SMA

3MC PBG 5MCP DAG M2A
27G BUG K2C DWG MEU
M7G 5AU HMC 5DU RCG
GCU STU OMI M3U MAU
N2G U8U MTG ADEP 12A
SCU TMC

HCU MMC DAG 27G BUG
OMP OMC 6MA INO MIA
MCU M7G TAU M2G STU
OMI 7MG 1IMA CMU N2G
3MP ADEP BCU EQG SCU
T™MC
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N PO 4MC 70U USU 5HU IWG T6A MSU MWG OMA SIA
N MTA CYT 1IMP 4AC DWG OMT M2A H2U 27G HIA
MCU OMP 5CU CYU 6AA 2MU
MEU M7G 6IA QUG MMG
HMC M2G GCU MMA DCG
THY OMI 7MG MAU CMU
N2G 3MP 40C MTG SAU
BCU 12A 5TU SCU TMC
PS, N2G 5HU 1IMG OCU DWG T6A MSU 70U OMA 3MC
DAG MIA SIA MMC PBG CYT 2SC PSU
M2A H2U HNA SMA HIA
MAC OMC ADE CYU MMI
MTA 6MA 52U ISU 2MU
M7G 6IA M1G OEU RCG
M2G MMA GUA THY 3MU
M6A 2MG 13P OMI CMU
OAU 4MC 2SU 3MP BCU
IMG 1MP 4AC 4SU 5MC SCU
TMC 5FC 3AU
B PO QUG 3MC RCG MOU IWG 1MA MMG GUA
52 EQG CYTP DAG M2A SEU
3AU
PS, 5AU RCG MOU 5HU HCU MIA GUA
OCU 2SC OMT 5MCP M2A
7MG 1IMA MFC SEU N2G
USU SAU ADEP 6GA ADE
CYTP R2C INO 2MU M7G
*® PO - ADEP 3MC 5MCP M6A M2A
wn

PSs

27G M7G
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PO CMU T6A MSU 70U OMA HCU
OCU SIA 1IMG 25C 5MCP
PSU DAG 27G BUG HIA
OMP 6GA IWG ADE CYU
K2C MMI MAC MTA DWG
INO 6AA 2MU OMG MCU
M7G 6IA 5DU MMG OMU
QUG MI1G YYG RCG 5HU
M2G MMA STU 3MU M3U
13P 7MG 1MA MFC MAU
N2G 2SU 4MC 40C MTG
5MU IMG 12A 1IMP 4AC 5TU
4SU 5MC SCU TMC 3AU

SS9

PS, EQG T6A MSU MWG OMA MOU
SIA IMG MMC CYT 2SC
PSU M2A DAG H2U 27G
SMA BUG HIA 6GA OMP
IWG ADE CYU K2C OMC
MAC MTA DWG INO 6AA
52U 2MU OMG MCU MEU
MIA M7G 5DU QUG OMU
MMG OEU RCG 5HU M2G
MMA DCG STU 3MU M6A
OMI 13P M3U MFC SEU
MAU N2G 25U U8U 4MC
40C 5MU MTG SAU IMG

12A IMP 4AC MDU 5TU 45U
TMC 5FC 3AU
S PO CYTP SEU SAU URA IWG 5MCP 4SU DAG 27G
A
PS, 40C SAU OMP 5HU M2G MIA

TasLE 3.14 — Groupes spécifiques vis-a-vis de BACE1 et de BACE2, conformation indépen-
dante, a haute solvatation
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4.1 . Conclusions et Perspectives

Au travers de cette thése, nous avons montré la capacité d’approcher le design d’ARNsb par la

méthode par fragments et la méthode computationnelle au travers du ColorDocking.

4.1.1. Conclusions et Perspectives sur le ColorDocking

Conclusions. Le ColorDocking est un logiciel pour le design d’ARNSsb, écrit par une collection de
scripts Python a l'interface avec du code C. Nous avons implémenté deux algorithmes, que sont le
MFEpock et I’Estimateur statistique.

Nous avons tout d’abord montré que 1'un des points forts de notre algorithme exact réside dans sa
complexité linéaire sur le nombre de poses connectées par paires, n’étant exponentielle que sur la
longueur k de ’ARNsb. En tant que tel, il peut étre considéré comme un algorithme de complexité
paramétré, montrant que le probleme MFEpock est FPT pour la longueur k de ’ARNsb. Par ailleurs,
nous avons démontré la capacité de notre approche a s’adapter a différentes définitions de fragments,

apportant ainsi une caractéristique plus universelle.

D’un point de vue pratique, nous avons montré l'intérét de notre approche pour le design au travers
de trois extensions pouvant étre complémentaire :
¢ L'extension "Design" (sans contrainte de séquence) afin de concevoir des solutions liant favo-
rablement la protéine;
* L'extension "Docking" qui consiste a prédire une conformation a partir d'une séquence donnée.
Ce module permettrait de comparer les énergies de liaison pour un ARNsb spécifique entre
deux structures homologues (ou plus);
¢ l'extension "Estimateur Statistique" qui permet d’obtenir des informations non-triviales utiles

pour guider le design d’ARNsb.

Perspectives. Comme nous!’avons mentionné, le ColorDocking est actuellement implémenté pour
le design d’ARNsb interagissant avec une cible biologique, en supposant l'inexistence de motifs de
structures secondaires. Ce non-repliement est notamment facilité par I'incorporation de nucléotides
modifiés pouvant empécher des appariements entre bases nucléiques. Pour cette implémentation,
une perspective est d’appliquer le ColorDocking au travers de différentes réelles études de cas, afin
de mieux comprendre I'impact des parametres sur la qualité des résultats. Notamment, cette étude
peut étre réalisée sur I'enzyme BACEI, pour lequel une premiere application du ColorDocking a été

proposée.

Parmi les autres points de perspectives, le ColorDocking pourrait inclure une implémentation pour

tenir compte des structures secondaires pour le design d’ARN. Ces motifs peuvent étre par exemple

132



des doubles hélices ou des tiges-boucles. Ainsi, deux aspects peuvent étre envisagés :

1. Soit la structure 2D de I’ARN est connue, auquel cas, on peut utiliser une bibliotheque de motif
2D criblée sur la protéine. L'adaptation du ColorDocking serait faisable afin de reconstruire et
prédire I’ARN natif (Docking);

2. Soit la structure 2D de 'ARN n’est pas connue, auquel cas cela demanderait un effort intellec-

tuel pour mieux comprendre et intégrer le phénomene de coopération ARN /Protéine.

Enfin, le ColorDocking constitue avec NUCLEAR les seuls logiciels a des fins de design d’ARNsb
thérapeutique a partir de ’approche par Fragments, en intégrant la connaissance de la structure 3D de
la cible biologique. Une étude comparative entre les deux logiciels permettrait de mieux comprendre

les similitudes et différences en termes de qualité de résultats.

4.1.2 . Conclusions et Perspectives sur BACE1

Conclusions. Nous avons mis en évidence des résultats montrant 'intérét de concevoir un ARNsb
vis-a-vis de cette enzyme. Les principaux résultats peuvent étre résumés en ces différents points :

* le site catalytique et 1’exosite de BACE1 sont des régions favorables a l'interaction avec des
nucléotides standards et des nucléotides modifiés;

* la prise en compte de différentes conformations (au niveau du site actif et de I'exosite) simu-
lant la flexibilité de la protéine est nécessaire et peut impacter les régions favorables liant la
bibliotheque de nucléotides;

¢ la prise en compte de la solvatation est aussi importante : nous avons émis I’hypothése que les
molécules d’eau peuvent jouer le role d'intermédiaire entre les nucléotides et la protéine, ou
empécher des contacts directs entre des nucléotides et la protéine;

* la prise en compte de différents types de la liaison phosphodiester (PO ou PSy) est pertinente
et peut jouer un role sur la spécificité des composés générés,

* la mise en évidence de groupes spécifiques associés a chaque sous-site de BACE1 et BACE2;

* la mise en évidence de contacts pouvant jouer un role dans la spécificité des composés.

Au travers de cette étude de cas, nous proposons ainsi un protocole de design basé sur I'approche
par Fragments. Une premiére application du ColorDocking a été appliquée, avec la démonstration de

notre capacité a proposer des in-silico-mers favorables au site actif de BACE1 par rapport a BACE2.

Perspectives. Notre analyse s’est restreinte sur quatre conformations de BACE1 et trois conforma-
tions de BACE2. Bien que le choix de différentes conformations tend a simuler la flexibilité, il n’est

pas impossible que des in-silico-mers proposés ne puissent ne pas stabiliser une autre conformation
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de BACE2. C’est pourquoi nous proposons a ce que des études de Dynamique Moléculaire soient

réalisées comme validation in-silico, en amont ou en parallele des études expérimentales.

Une étude statistique, avec le ColorDocking, pourrait également étre réalisée afin de déterminer les
poses hautement probables ou le profil de séquence, appliquée a la fois sur BACE1 et BACE2. Ceci

apporterait des informations complémentaires utiles pour le design.

Par ailleurs, notre analyse sur la spécificité s’est restreinte au site actif. Nous proposons de réaliser
une étude équivalente sur I'exosite afin de générer des in-silico-mers au niveau de cette région. Nous
proposons qu'un criblage focalisée sur I'exosite soit réalisé, avec une boite englobant la région de

I'exosite telle que nous 1’avons définie.
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