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Introduction

Ceci est une thése sur la complexité du vivant !

Cette complexité apparait déja a I’échelle moléculaire, pour laquelle la détermi-
nation de la forme tridimensionnelle des molécules est encore un challenge majeur
pour la biochimie. C’est pourquoi une grande partie de la thése est dédiée a I’étude
de méthodes computationnelles permettant d’accélérer et/ou de compléter les ap-
proches expérimentales destinées a mieux comprendre la fonction des molécules et
leurs interactions.

Car la fonction d’une molécule repose sur ses interactions. Par ailleurs, tout le
fonctionnement de la cellule, brique de base des organismes vivants, repose sur ces
interactions. La complexité, déja présente au niveau de la molécule unique, explose
alors lorsqu’il s’agit d’intégrer plusieurs molécules (quels sites de fixation? quels
modes d’interactions 7 quelles affinités ? combien d’acteurs? lesquels 7). En ce sens,
le sujet principal de cette thése aurait pu étre : comment aborder in silico I'étude de
I"interactome, c’est-a-dire de I'ensemble des interactions qui se jouent sur la scéne

cellulaire.

Entre les interactions moléculaires et 'organisation générale de la cellule, il existe
(au moins) un niveau fonctionnel de hiérarchisation intermédiaire : celui des modules
fonctionnels. Depuis 1’ére de la génomique ou de nombreux génomes ont été entie-
rement séquenceés, on sait en effet que le graphe des interactions moléculaires n’est
pas purement aléatoire avec des interactions tous azimuts, mais qu’au contraire, les
molécules travaillent par familles & I’accomplissement de taches spécifiques qui leurs
sont dédiées; c’est ce que nous avons appelé les modules fonctionnels. Inutile de
souligner encore une fois le niveau de complexité qui caractérise ces modules et leurs
interfacages. . .

Pour modéliser de tels réseaux, extrémement complexes, on s’expose immédiate-
ment a la difficulté de la mesure des quantités au sein d’organismes vivants, étant
donnés, d'une part, leur aspect microscopique et, d’autre part, leur fragilité. L.’arme
de choix est alors la biologie, qui attaque les modules fonctionnels par une approche
descendante de type boite blanche. Cependant, I'avénement de la génomique, de pair
avec la bioinformatique, a permis de réaliser des avancées remarquables. De plus,
les développements, depuis un siécle, de la physique et de la biochimie ont donné le
jour a de nouveaux outils permettant d’accéder a une masse de plus en plus consi-
dérable de données, qui inonde dorénavant la communauté scientifique. Le traite-

ment et 'interprétation de ces données, issues d’expériences bruitées et pas toujours
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reproductibles, posent maintenant de nouveaux dilemmes. C’est pourquoi on voit
apparaitre sur la scéne, des scientifiques issus des mathématiques, de I'informatique
(calcul scientifique et calcul formel), de la physique théorique, de I'automatique des

systémes, etc.

Le but de cette thése fut de tirer sur ce voile des modules fonctionnels.

La difficulté de I'interdisciplinarité de ce travail s’est aussi ressentie dans I’exer-
cice de rédaction, pour lequel les coutumes et exigences différent parfois. Ce ma-
nuscrit peut paraitre long. .. il a été rédigé dans le but de pouvoir étre repris par
une autre personne dans le méme contexte interdisciplinaire. Par ailleurs, certains
chapitres — voire certaines sections — sont plus adressés a tel ou tel corps de spé-

cialistes. C’est pourquoi la structure est maintenant détaillée.

Afin de pouvoir se rattacher a des éléments connus, nous avons entamé la ques-
tion par 'approche ascendante, c’est-a-dire par la modélisation des molécules qui
obéissent toujours aux lois de la mécanique (quantique et/ou newtonienne). Une
grande partie de notre travail a alors été d’intégrer les bases de chimie nécessaires
a la problématique; pour que ce travail puisse étre accessible par d’autres « non-
spécialistes », nous avons donc souhaité consacrer le premier chapitre a un mini-
exposé de ces quelques rudiments. Certainement, ce chapitre paraitra superficiel
aux chimistes, cependant, il fonde le modéle mathématique permettant de reformu-
ler le probléme physique en une question d’optimisation. Y sont rapidement décrits :
ce qu’est une molécule, les principaux termes de vocabulaire utilisés ultérieurement
et quelques principes du repliement des molécules. En particulier, nous avons insisté
sur le fait que, contrairement aux problémes classiques de recherche opérationnelle,
nous ne cherchons pas une solution satisfaisante a un probléme, mais bien toutes les

solutions minimisant le critére énergétique.

Aprés cette premiére présentation, purement chimique, de la molécule, le
deuxiéme chapitre présente les différentes étapes d’intégration de la molécule dans
I'ordinateur : il faut encoder I'information sur les atomes, la géométrie de la mo-
lécule, il faut pouvoir décrire sa flexibilité; et puisque cette flexibilité dépend de
la forme du « paysage énergétique », il faut pouvoir estimer cette énergie interne.
Ce chapitre permet de donner un apercu des approches utilisées dans la littérature
et de justifier nos choix. Il s’achéve sur la définition du cadre précis des recherches

menées. Ces derniéres font I'objet des chapitres 3 et 4.

Pour traiter les interactions entre plusieurs molécules, il a fallu s’attacher au
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cas particulier ot « plusieurs = 1 », c’est-a-dire prédire in silico la géométrie
des molécules d’intérét, véritable base de leurs fonctions. Cette étape est appelée
« d’échantillonnage conformationnel ». La phase de docking (ancrage d’une petite
molécule dans le site actif d’une plus grande) apparait alors comme une généralisa-
tion naturelle o, a la flexibilité des deux molécules, on ajoute les degrés de liberté
correspondant au positionnement de chacun des partenaires.

Le troisiéme chapitre est exclusivement consacré a notre travail concernant I'opti-
misation de I’échantillonnage conformationnel d’une seule molécule. Il détaille I'en-
semble des algorithmes développés, les résultats et les avancées, la parallélisation
de la stratégie et deux applications. Le quatriéme chapitre présente nos premiers
développements en vue de la prédiction des affinités entre plusieurs molécules. 11
concerne essentiellement la gestion des degrés de liberté du positionnement relatif
des molécules et s’achéve sur les développements envisagés pour le futur.

Ainsi, bien que les chapitres 1 et 2 fassent partie intégrante de notre travail,
dans le sens o ils traduisent une formation & un nouveau domaine, ils ne sont pas
indispensables a la compréhension des stratégies développées. Ces derniéres ont été
volontairement rassemblées dans les chapitres 3 et 4.

Dans une deuxiéme partie (chapitre 5), nous nous sommes attachés & une mo-
délisation plus abstraite des modules fonctionnels (approche descendante) et avons
montré en particulier comment les dynamiques d’interactions moléculaires peuvent
entrainer différents comportements a 1’échelle du module fonctionnel. Il existe plu-
sieurs exemples typiques de comportements : bistabilité (mémoire, commutateur),
multi-stabilité (différentiation cellulaire), oscillations (horloges internes), arythmie,
hystérése, voire parfois phénomeénes chaotiques. Pour notre part, nous nous sommes
concentrés sur la modélisation d’'un module d’horloge qui permet aux organismes
de synchroniser leur métabolisme sur le rythme du jour et, ainsi, d’anticiper les
périodes de lumiére et celles de pénombre.

NB : pour faciliter la lecture (éventuellement non linéaire) de ce manuscrit, nous

avons ajouté en annexe une liste des abréviations employées, page 237.
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Liste des symboles utilisés

symbole signification
= égal, par définition
1A cardinal de 'ensemble A
B(a,r) boule de centre a et de rayon r
AlB A est orthogonal a B pour le produit scalaire considéré
(Z) coefficient binomial de Newton égal a I#!_p)

Re(z), Im(z) | respectivement, parties réelle et imaginaire du complexe ou
du quaternion z

(u]v) produit scalaire dans I’espace vectoriel considéré
d(z = xy) | mesure ou distribution (selon le contexte) de Dirac en x

L2(R™) espace des fonctions de carré intégrable sur R"

d(A, B) distance entre les points A et B dans l'espace considéré et
selon la distance considérée. Parfois, la notation d; o est utili-
sée pour dénoter la distance euclidienne entre les centres des
atomes numéros 1 et 2.

WV, TX transposé du vecteur V ou de la matrice X

tr(X) trace de la matrice X

det(X) déterminant de la matrice X
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Chapitre 1

Introduction a la chimie et biochimie

1.1 Introduction

La compréhension des mécanismes du repliement tridimensionnel et des interac-
tions des molécules est, d’une part, particuliérement prometteuse, car ceux-ci inter-
viennent dans de nombreux processus biologiques et leurs dysfonctionnements sont
incriminés directement dans le développement de certaines maladies (Alzheimer,
vache folle, etc.). D’autre part, elle continue de défier les scientifiques depuis plus de
cinq décénnies.

En cherchant a modéliser I'arrimage entre molécules, nous avons développé une
suite de programmes qui se distinguent par deux points trés importants. Tout
d’abord, contrairement a de nombreuses autres approches', nous considérons toutes
les molécules, sans restriction, de maniére générique. Nous pensons que, s’il existe
un champ de force pour décrire les interactions a I’échelle atomique, il doit pouvoir
s’appliquer aussi bien aux protéines qu’aux petites molécules organiques, ou qu’aux
bases d’ADN. Aussi nous rappelons, dans ce premier chapitre, les quelques notions
élémentaires de chimie dont nous avons besoin.

Notre travail se différencie aussi par 'approche multimodale et ’envie de carac-
tériser, méme de facon sommaire, tous les états probables. Ainsi, nous ne cherchons
pas la structure la plus stable, mais tentons de décrire la molécule en solution avec
sa flexibilité, tout en restant dans une description statique. Nous présentons donc

succinctement les bases théoriques qui dictent la conformation des molécules.

Cette présentation a I'usage du lecteur étranger a la chimie peut étre omise par

Lcertains ne considérent qu’un seul type de molécules, d’autres, qu’une seule molécule (Jin et al.,
1999).

21
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le chimiste qui trouvera, au besoin, des références aux paragraphes correspondants
dans la suite des chapitres.

Cette partie s’articule autour de la section principale 1.3 qui, aprés un rapide
apercu de ce qu’est une molécule dans la section 1.2, présente la ou les structures
des molécules (1.3.1 et 1.3.2), le pourquoi (1.3.3) et le comment (1.3.4) physiques

de cette structuration.

1.2 Qu’est-ce qu’une molécule ?

1.2.1 Cas général

La molécule se présente comme un systéme d’atomes reliés entre eux par des

liaisons dites de covalence (figure 1.1).

F1G. 1.1: premier exemple de molécule : I'éthanol qui succédera peut-étre aux car-
burants actuels.

Ces liaisons sont le fait de la mise en commun d’orbitales électroniques : les
noyaux atomiques sont en effet entourés de un ou plusieurs nuages électroniques qui
occupent des orbitales dites liantes ou non-liantes, selon qu’elles sont respectivement
partiellement remplies (un seul électron cherchant a se lier) ou entiérement remplies
(par un doublet d’électrons complémentaires). Ces liaisons covalentes peuvent se

rompre et se former, c’est le cas des réactions chimiques (figure 1.2).

™ .

F1G. 1.2: formation et dissociation du dihydrogéne.

Une molécule peut donc étre interprétée, d'un point de vue topologique, comme
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un graphe ot les atomes sont les sommets et les liaisons covalentes, les arétes. Ce

graphe peut comporter des cycles (figures 1.3).

F1G. 1.3: exemples de molécules cycliques : la caféine et la molécule de fullerene.

Dans cette représentation, chaque type atomique se distingue par certaines ca-
ractéristiques (voir tableau 1.1) comme son nombre de voisins — appelés substi-
tuants son rayon de covalence, son électronégativité, etc. Conventionnellement,

on attribue une couleur aux principaux types atomiques.

Atome | symbole nl?;ls}?;:(:)e rayon é(ilcg\)/alence couleur
Carbone C 4 0,77 vert ou noir
Azote N 3 0,75 bleu
Phosphate P 3 1,06 marron
Oxygéne O 2 0,73 rouge
Soufre S 2 1,02 jaune
Hydrogene H 1 0,37 blanc
Fluor F 1 0,71 bleu ciel
Chlore Cl 1 1,00 vert
Brome Br 1 1,14 bordeau
lode | 1 1,33 violet

TAB. 1.1: caractéristiques des principaux atomes rencontrés.

Cependant la molécule reste un objet tri-dimensionnel et tous les voisins d’un
atome donné ne sont pas forcément équivalents. Ainsi, par exemple, si les quatre sub-
stituants d’un carbone tétrahédrique sont différents, la molécule et son image dans
un miroir ne seront pas superposables et auront des propriétés physico-chimiques
différentes. [L’atome responsable est alors dit asymétrique, la molécule chirale et les
deux molécules images 'une de 'autre sont des stéréoisomeéres. C'est le cas, par
exemple, de la carvone, dont une molécule est a l'origine de 'odeur de fenouil de
I’aneth, tandis que son stéréoisomére donne une odeur de menthe. La chiralité peut
aussi apparaitre lorsqu’il n’y a que trois substituants, mais qu’il existe un nuage
électronique forcant une géométrie tétrahédrique; un exemple de telles molécules

est donné figure 1.4.
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Carbone R1
asymétrique

N

)" " ?I
| Y

~—p,

Fi1G. 1.4: (gauche) le carbone indiqué par une fleche, est asymétrique, les deux
stéréoisoméres sont chimiquement différents. (droite) De méme, 1’azote, qui a une

structure tétraédrique due & ses trois substituants et son doublet électronique non-
liant, est asymétrique.

1.2.2 Exemples biologiques

En chimie, on partitionne généralement 1’étude des molécules en deux grandes
sections que sont la chimie organique et la chimie inorganique ou minérale. La
premiére concerne l'é¢tude des composés dits organiques ou carbonés, car ils sont
principalement constitués de carbone et d’hydrogéne. La deuxiéme étudie tous les
composés non-organiques (minéraux, métaux, complexes métalliques, etc.).

Enfin, la biochimie  en intersection non nulle avec ces deux domaines  s’inté-
resse aux réactions qui ont lieu dans et au voisinage des cellules (et éventuellement
au niveau de leurs parois). Si la biochimie est en grande partie organique, on compte
toutefois de nombreux éléments métalliques intervenant dans des processus biolo-
giques.

Il faut également noter un élément qui distingue la chimie classique de la biochi-
mie : dans la premiére, les « réactions » sous-entendent des modifications covalentes
de la molécule, tandis que la deuxiéme répertorie également des interactions beau-
coup plus faibles et réversibles (repliement, arrimage de molécules, etc.).

Parmi les molécules du vivant, on peut répertorier les suivantes (liste non-

exhaustive) :

L’ADN ou acide désoxyribonucléique constitue le support du génome il est, non
pas une, mais deux molécules enroulées en forme de double hélice (premiére struc-
ture proposée par Watson et Crick en 1953). Chacune des deux molécules est une
succession de motifs appelés nucléotides. 11 en existe quatre (figure 1.5) :
— G ou Guanine
C ou Cytosine
A ou Adénine



la chimie et biochimie 25

— T ou Thymine
Ces nucléotides s’apparient avec les nucléotides du deuxiéme brin selon le schéma

A---T et G---C, formant ainsi une sorte de négatif.

ﬁ Acide phosphorique
@ Désoxyribose

Un nucléotide

. Guanine

. Cytosine Bases
) azotées
2t . Adenine complé-

== =7 D mentaires
| Il I | . Thymine

montant barreau montant

34 nm

10 paires de bases

1 tour

F1G. 1.5: structure de ADN : répétition des paires appariées de nucléotides en
double hélice.

Les études théoriques concernant la modélisation de la structure tridimension-
nelle de ’ADN (Ruscio et Onufriev, 2006; Sun et al., 2005; Lauria et al., 2004; Cui
et Simmerling, 2002; Packer et Hunter, 2001; Hobza et al., 1998) sont assez com-
plétes, prenant en compte de nombreux paramétres, mais rencontrent la difficulté
des grandes longueurs de brins d’ADN (de 50 & 250 millions de bases pour les chro-
mosomes humains) ainsi que celle de 'enroulement de la double hélice sur d’autres
structures (comme les protéines histones). En revanche, les divers niveaux de com-
pactage permettent d’aborder la question a différentes échelles : pour un apercu des
références, voir Lavelle et Benecke (2006).

Par ailleurs, la grande quantité de données disponibles dans ce domaine, grace
essentiellement aux travaux de la génomique, a donné lieu a des études statistiques
sur des chromosomes entiers qui ont mis en évidence des autocorrélations a longues
distances entre les séquences ainsi que l'existence de structures particuliéres et qui

ont permis d’expliquer leurs implications (Audit et al., 2002; Vaillant et al., 2005).

L’ARN ou acide ribonucléique est semblable a 'ADN (succession de nucléotides,
excepté la thymine qui est remplacée par de 'uracile de symbole U), mais différe par

sa stabilité beaucoup plus faible, sa structure généralement simple-brin et sa taille
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moindre (de 50 a 5000 nucléotides).

L’ARN différe aussi de 'ADN par ses fonctions étendues; on le retrouve ainsi
dans le cytoplasme. Par sa stabilité limitée, ’ARN a plutot un roéle temporaire de
transport d’information tandis que 'ADN « stocke » le matériel génétique. Mais il
peut également remplir certaines fonctions effectives des biomolécules au méme titre
que les protéines et les enzymes.

En guise d’exemple, citons

I'ARN messager, qui est une copie (on parle de transcription) d'un géne de
I’ADN : son role est d’acheminer l'information génétique du noyau vers les
ribosomes du cytoplasme ;

au niveau des ribosomes (eux-méme constitués d’ARN et de protéines) qui
permettent de « traduire » 'ARN messager en protéine, chaque triplet de nu-
cléotides (appelé codon) est lu; un autre ARN — ARNt ou ARN de trans-
fert  est alors recruté, effectue la conversion nucléotide vers acide aminé et
déclenche la polymérisation du nouvel acide aminé sur la protéine en cours de
fabrication.

I'ARN de transfert est lui-méme un ARN trés court (70 a 100 nucléotides)
comportant un acide aminé.

L’exercice de prédiction des géométries de 'ARN (Mathews et Turner, 2006)

bénéficie de la tendance des nucléotides a s’apparier : A avec U et G avec C.

Les protéines sont des assemblages séquentiels? d’acides aminés, formant une
chaine et reliés entre eux par des liaisons dites peptidiques®. Il existe vingt acides
aminés trés courants (et d’autres plus exotiques) tous bétis sur le méme modéle
schématisé sur la figure 1.6 (exception faite de la proline, figure 1.7) et représentés
par une lettre majuscule de I'alphabet latin.

La partie qui varie d’un acide aminé a 'autre est appelée chaine latérale de
I'acide aminé (side chain), tandis que ’enchainement des motifs répétés « NH-CH-
cO » forme le squelette (backbone). De plus, le carbone au point d’embranchement
de la chaine latérale est généralement dénommé « carbone alpha » ou C, ; les autres
carbones de la chaine sont ensuite comptabilisés Cg, C, (ou C,lyv2 s'il y en a plusieurs),

etc. Notons aussi que la chaine principale des acides aminés n’est pas symétrique,

2excepté le cas des liaisons cystéine-cystéine

3ce sont les liaisons entre azote et carbone d’un groupement 0=C N-H; lors de la mise en
commun des orbitales électroniques, des électrons se délocalisent, stabilisant par résonance la liaison
qui acquiert un caractére de double liaison et qui ne peut plus subir de libre rotation autour de
son axe.
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F1G. 1.6: structure d’un acide aminé; la chaine principale est représentée avec les
couleurs habituelles des atomes, la chaine latérale est en magenta (ici, une isoleucine),
en beige : les acides aminés suivant et précédent.

N\

F1G. 1.7: 1a proline différe des dix-neuf autres acides aminés.

de sorte que la séquence L-I-V-E, par exemple, n’a pas le méme sens (biologique)
que E-V-I-L : il y a un sens de lecture. L’extrémité initiale?, dans la biosynthése
de la séquence, est dite N-terminal (par opposition au brin C-terminal®) et dénote
le début de la chaine d’acides aminés (respectivement la fin). C’est aussi le sens
conventionnel pour I'écriture de la séquence.

Enfin, la proline est construite sur le méme principe que les dix-neuf autres acides
aminés, mais son azote est covalemment lié¢ au dernier carbone de sa chaine latérale,
ce qui en fait un acide aminé cyclique et donc beaucoup plus rigide (figure 1.7).
De plus, les deux états stables de la liaison peptidique sont moins déséquilibrés
énergétiquement que dans le cas des autres acides aminés, de sorte que la proline
existe sous deux formes dites cis et trans (figure 1.8).

Par définition, un peptide est une chaine d’acides aminés reliés par des liaisons
peptidiques; toute protéine est donc un peptide. Cependant, les chimistes réservent
habituellement le terme « peptide » pour les courtes séquences de moins de 50 a
100 résidus n’ayant — en général — pas de fonction biologique (figure 1.9), par
opposition aux plus grandes protéines (figure 1.10, extraite de (Dobson et al., 1998)).

Encore une fois, la simulation de la conformation des protéines est tres large-

4avec le groupement NHy libre
Savec le groupement CO-0H libre
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cis trans
w=0° w = 180°

F1G. 1.8: 1a proline posséde deux états stables dits cis et trans.

FI1G. 1.9: deux représentations d’un peptide d’une longueur de 20 acides aminés ;
dans la deuxiéme représentation, le squelette, formant deux hélices et un brin recou-

vrant I’ensemble, est mis en évidence.

F1G. 1.10: différentes représentations du lysozyme : a) mise en évidence des éléments
de structure sous forme de rubans (hélices en rouge, feuillets en bleu), les liaisons entre
résidus cystéines sont représentées en jaune. b) Schématisation en boules et batonnets,
les résidus participant au site actif sont en jaune. c) Représentation par des sphéres
pour souligner 'occupation spatiale de la molécule.
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ment étudiée et tire profit de cette apparente séparation entre les degrés de liberté

appartenant a la chaine principale et ceux des chaines latérales (voir chapitre 2,
§ 2.2.5).

Les enzymes sont des molécules (protéines ou ARN) qui catalysent, ¢’est-a-dire
qui accélérent, (jusqu’'a des millions de fois), certaines réactions chimiques.

Chaque enzyme est extrémement spécifique a sa cible (appelée substrat) grace a
son site actif. Celui-ci peut étre présent de maniére statique a la surface de I’enzyme,
ou bien apparaitre dynamiquement lors de 'assemblage des acteurs (complexes mo-
léculaires ou activation par un ligand).

L’activité des enzymes et leur dépendance aux conditions environnementales en
font des outils clefs dans les boucles de régulation génique, comme nous le verrons
au chapitre 5.

Les kinases sont un exemple d’enzymes qui catalysent la phosphorylation (ajout
d’un groupement phosphate) de certains acides aminés, elles appartiennent a la fa-
mille des transférases qui servent a lier des groupements fonctionnels sur certaines
molécules de transport. Il existe également des polymérases, qui catalysent la syn-
thése des séquences d’ADN ou d’ARN, des protéases qui facilitent la dégradation
des protéines, des isomérases qui accélérent la transition des molécules entre leurs

différents stéréoisomeéres, etc.

1.3 La structure des molécules

1.3.1 La flexibilité des molécules. .. un fait

Contrairement a ce que suggérent les différentes figures en amont, il est faux de
concevoir une molécule comme un solide indéformable, avec une structure figée. En

réalité, une certaine flexibilité apparait a différents niveaux :

La molécule oscille autour de sa conformation d’équilibre sous 'effet des chocs
subis par son environnement (principalement des molécules d’eau, mais également
des autres molécules). La force et la fréquence de ces chocs stochastiques entrent
dans la notion de température, c’est pourquoi notre corps fonctionne différemment a
35°C, a 37°C et 4 39°C . La température détermine les vitesses de réactions (nous
en reparlerons lors de 1'étude des rythmes circadiens, chapitre 5), mais, lorsqu’elle

est trop importante, elle est aussi responsable de la déstructuration des protéines
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(on parle de dénaturation). Les oscillations autour du point d’équilibre sont trop

importantes pour que la protéine garde sa fonction physiologique.

La molécule interagit avec son environnement (sinon elle ne sert a rien...) et
ces interactions reposent sur sa flexibilité (Karplus et Kuriyan, 2005), il y a alors
déformation des structures pour obtenir le complexe final. C’est le cas lorsque les
deux acteurs s’adaptent géométriquement 'un a 'autre, ou quand les mouvements
de la molécule mettent a jour un site actif (Hornak et Simmerling, 2007), mais
cela peut aussi survenir quand un ligand force 'ouverture du site dans lequel il
vient se lier. Enfin, il faut également citer le cas de 1'allostérie ou 'interaction de
deux partenaires moléculaires au niveau d’un site de fixation change la structure
en d’autres sites, modifiant ainsi I'activité du complexe (la figure 1.11 fournit un

exemple avec I’Aspartate TransCarbamylase ou ATCase).

/\ Désensibilisée
CC \_\

ATCase native

+CTP

—=

0] [Aspartate|

F1G. 1.11: exemple de modification allostérique de ’ATCase : la vitesse de réaction,
qui est fonction de la concentration en aspartate, est modifiée par la présence des
différents ligands, tous en compétition pour se fixer dans le site actif (figure extraite
de http ://www.unine.ch/bota/bioch/cours/enzyme2.html, consulté en aott 2007).

La molécule se dénature et agrége. Ci-dessus, a été introduite la notion de
conformation d’équilibre; cependant, le processus de repliement des molécules est
complexe (démarrage immédiat pendant la synthése, modifications ultérieures pos-
sibles, existence de chaperones qui encapsulent la molécule le temps de son replie-
ment). La balance entre les différentes conformations stables d’une molécule est trés
dépendante de la température et de I’environnement chimique. Ainsi, ’albumine du
blanc d’ceuf change complétement d’aspect aprés cuisson (coagulation) parce que

sont rassemblées des conditions environnementales trés différentes des conditions
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natives (la température dénature les structures et la concentration induit 'agréga-
tion). La figure 1.12 ci-dessous présente un autre exemple qui est 'agrégation de
la protéine humaine Tau en longs filaments, découverts dans le cerveau de patients
décédés des suites de la maladie d’Alzheimer. Les récentes études laissent présu-
mer une structuration pathologique en agrégats alors que la protéine native n’a pas
de structure; cependant, ni les mécanismes, ni les causes et conséquences de tels

comportements moléculaires ne sont encore bien compris.
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FI1G. 1.12: filaments de protéines tau agrégée.

1.3.2 Les niveaux de structuration

Le degré de détail adopté pour décrire la structure d’une molécule permet diffé-
rents niveaux de caractérisation.

On entend par structure primaire, la donnée de la formule brute de la molécule,
c’est-a-dire, uniquement ce qui concerne les types atomiques entrant dans la com-
position et leur graphe de liaison. Ainsi, pour une protéine (ou un brin d’ARN ou
d’ADN), toute la structure primaire est contenue dans la séquence de ses acides
aminés (respectivement de ses nucléotides), sans aucune autre forme d’information.
Attention, la structure primaire précise également les éventuelles asymétries que
comporte la molécule.

La forme géométrique globale d’'une molécule, qu’on appelle également conforma-
tion définit sa structure tertiaire, alors que, pour les protéines, on définit également
la structure secondaire qui désigne seulement des sous-unités de structures qui la
composent (figure 1.13). C’est le cas par exemple des hélices ou des feuillets que 'on
trouve dans les protéines et dont la géométrie est stabilisée par des interactions a
moyennes ou longues distances. La structure tertiaire correspond donc a l’arrange-
ment des sous-structures secondaires entre-elles.

Lorsqu’il s’agit de complexes ou de trés grandes molécules partitionnées en do-
maines, la structure quaternaire fait référence a 1’organisation de tous ces domaines

et partenaires dans l'espace (figures 1.14).
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F1G. 1.13: structures primaire (séquence des acides aminés) et secondaire (éléments
de structuration indiqués en rouge) de la protéine humaine « PIN1 ». Les fléches
indiquent les feuillets 3, les « ressorts » représentent les hélices et les créneaux sché-
matisent les tournants.

F1G. 1.14: structures tertiaire et/ou quaternaire; (gauche) PIN1, la partie bleue
correspond au domaine « WW » dit de liaison, le reste étant le domaine catalytique
(effectif). (droite) Cyclophiline B, intervenant dans le systéme immunitaire.
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1.3.3 L’interprétation énergétique
Y getlq
Physics is mathematical not because we know so much

about the physical world, but because we know so little; it

is only its mathematical properties that we can discover.

Bertrand Russell

Formellement, la structure tridimensionnelle de la molécule, lorsqu’elle est au
repos, devrait pouvoir se déduire des états propres de I'hamiltonien quantique dans
I’équation de Schrédinger. Cependant, méme sous I'hypothése simplificatrice de Born
et Oppenheimer qui tirent parti du trés grand rapport de masse entre noyaux et
électrons (> 10%) pour supposer ces derniers infiniment plus rapides, 1'équation
de Schrédinger ne reste numériquement envisageable que pour quelques centaines
d’atomes.

Pourtant, un ensemble de régles établies plus ou moins empiriquement fait un peu
de lumiére sur les mécanismes sous-jacents et un certain nombre d’approximations
et de modeéles vont nous permettre de formaliser toutes les interactions; c’est ce
qui fait de la modélisation moléculaire un pont entre les disciplines de la physique
statistique, de la mécanique quantique et newtonienne.

Plutot que de raisonner en termes de forces, qui est un modéle typiquement
newtonien, on parle plus généralement d’interactions et on considére dorénavant les

potentiels desquels dérivent les forces® (équation (1.1)).

AV = —F.dL,

F = —grad(V), (L1)

ou F' est la force, d¢ un déplacement élémentaire et V' le potentiel.
La somme de toutes les contributions (forces électromagnétiques, effets quan-
tiques et modéles empiriques des phénoménes supplémentaires) constitue 1'énergie

potentielle du systéme. A cette énergie s’ajoute la partie cinétique :

1 2
(newtonien) FE, = E imivf:' 21:;%’
i€P ieP
h2
ti E.= Y —o—A,
(quantique) 2 "o,

6Pour que de tels potentiels existent, il faut des forces conservatives, c’est-a-dire de rotationnel
nul.
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ou P est I’ensemble des particules de la molécule, m; est la masse de la particule 7,
V;, sa vitesse et p; son impulsion’.

Cependant, il est illusoire de vouloir décrire individuellement toutes les parti-
cules d’'une solution (une mole d’un composé chimique — c’est-a-dire le nombre
d’atomes dans 12 grammes de 2C' — contient N4 = 6 x 10?® molécules, ott N4 est le
nombre d’Avogadro. ..), de plus, les innombrables chocs stochastiques que subissent
les molécules rendent les études dynamiques difficiles : seuls des résultats statistiques
sur de multiples et longues trajectoires peuvent étre extraits de telles simulations.
C’est pourquoi nous allons voir que nous pouvons nous restreindre a la seule partie

potentielle de 1'énergie interne (Bryngelson et al., 2004).

1.3.3.1 Une description statique

Mathematics are well and good but nature keeps dragging

us around by the nose.

Albert Einstein

Ce nombre astronomique de 600 mille milliards de milliards de molécules par mole
a permis le développement d’outils spécifiques, apanage de la physique statistique.
En particulier, L. Boltzmann a proposé une interprétation probabiliste de ’énergie

interne résumée dans ’équation (1.2).

1 E
Pr(état d’énergie F) = - &XP (——) . (1.2)

Le préfacteur % étant un facteur de normalisation, calculé de sorte a avoir une
densité de probabilité qui s’intégre a 1 sur I’ensemble des états accessibles €2; T
est la température absolue en Kelvins, E est ’énergie exprimée en Joules et kg
est la constante de Boltzmann (= 1,38 x 1072%). Cette équation est fondamentale
pour la suite de cet exposé et constitue la base de la compréhension actuelle de la
stéréochimie.

Remarque : on note parfois § la température inverse égale & 1/RT on R =
kN4 ~ 8,3 J.mol 1. K~! est la constante des gaz parfaits. Si on utilise une énergie
exprimée en kcal.mol™!, on obtient 3 ~ %.

Ainsi, certains états sont plus souvent visités que d’autres ils sont dits pré-
férentiels et la prépondérance de ces états est quantifiee par I’équation (1.2).

Eventuellement, seule une fraction des molécules peut se trouver dans 'état actif,

"h est la constante de Planck réduite (= 1,05.10734].s) et A I'opérateur laplacien.
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ce qui réduirait son activité. Un systéme qui ne posséderait que deux états A et B
(configurations cis et trans d’une double liaison par exemple, ou bien conformations
repliée et dépliée d'une molécule) d’énergies respectives E4 et Ep serait représenté

par des sous-populations de chacun des deux états, proportionnelles aux ratios sui-

vants :
e_ﬁEA
Pr(d) = ——5; FRpTo
1
T 1+t e BEE-Ea)’ (1.3)
e_ﬁ(EB_EA)
Pr(B) = 1-—Pr(A) (1.4)

T 14 e BEs-Ea)

Remarque : on voit sur cet exemple, que les niveaux de population de chaque état
ne dépendent que de la différence énergétique, ce qui était prévisible, puisque tout

potentiel est défini & une constante additionnelle® prés : équation (1.1).

Dans un espace de phase continu, §2, décrit par des degrés de liberté continus
O, on interpréte 1’équation de Boltzmann en terme de densité de probabilité (équa-
tions (1.5) et (1.6)) :

Pr(© e [0;0+df]) = p(0)do

= %exp[—ﬁE(@)]d@, (1.5)
Pr(©@cD) = %/e‘ﬁed& (1.6)

1.3.3.2 L’énergie libre

En principe, I’énergie qui apparait dans 1’équation de Boltzmann (1.2) et (1.6)
n’est pas I'énergie potentielle, mais plutot 1’énergie libre. Reprenons 'exemple pré-
cédent, d’'une molécule qui peut étre soit dans son état replié natif N, soit dans un
état dénaturé D (paysage d’énergie en une dimension, figure 1.15) ; I’état natif replié
sera généralement d’énergie inférieure & n'importe quel état déplié, mais il n’y a pas
un seul état déplié, de sorte que ce qu’on a appelé « état déplié D » est en fait un

ensemble (souvent énorme) d’états Dp C Q) (figure 1.16).

8TLe choix de cette constante est bien souvent dicté par la précision de 'ordinateur afin d’éviter
tout probléme dans le calcul numérique de I’exponentielle.
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A Energie potentielle

RN ~
N /
N /

N
N,
N

N

degré de liberté

F1G. 1.15: un systéme & deux états, 1’état natif N (puits de gauche) est énergéti-
quement favorable par rapport a I’état dénaturé D (puits de droite).

densité de
A\probabilité

F1G. 1.16: bien que I’état natif soit meilleur en énergie, la largeur du puits de poten-
tiel peut favoriser d’autres états sous-optimaux (dépendamment de la température).
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La véritable probabilité de '« état déplié » est donc

1
Pr(D) = / — e BEO) g, (1.7)
pp &
on 7 = /e—ﬁE“’)de. (1.8)
Q

Bien que I'état natif soit énergétiquement favorable, la largeur du puits de poten-
tiel peut favoriser 1’état dénaturé et ce d’autant plus que la température sera élevée
(paramétre 3 des équations). C’est ce que représente ’entropie d’un état (mesure

du désordre, généralement noté ).

Si on souhaite rassembler tous les états dénaturés en un superétat, on ne peut

plus utiliser I'énergie interne, mais on définit I’énergie libre d’'un domaine D par :

G(D) & —%m ( /D e—ﬁE<@>d@), (1.9)

1
de sorte que Pr(D) = Ze_ﬁG(D). (1.10)
Dans notre exemple, si on note Vy et Vp les volumes respectifs des domaines Dy
et Dp, alors, les probabilités des états N et D sont données par I’équation (1.11) et

(1.12) :

Pr(N) = / L e-pE0)49
oy 4
Pr(N) %VNe_BEN, (1.11)
1
de méme Pr(D) « EVDe_ﬁED, (1.12)
et 7 o Vye PEN 4 Vpe PED, (1.13)

ou le coefficient de proportionnalité (que 'on notera «) est le méme dans les trois
équations (1.11), (1.12) et (1.13).

Il vient alors les énergies libres suivantes :

G(Dy) = —4Wn[Z.Pr(N)| = Ey — Tkpln(Vy) — §In(a),
1
G(DD) = ED —T x ]{IB IH(VD) _B 111(0&) . (114)
—— ~ ~ — S
énergie interne entropie constante

Remarque : de méme que pour I'énergie interne, 1’énergie libre est définie a
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une constante pres, de sorte que le facteur en In(a) peut étre retranché des deux
équations (1.14).
On retrouve alors la formule, plus courante, de I’énergie libre, ou S désigne

I’entropie du domaine :
G=F-T.5. (1.15)

A titre d’exemple, dans son cours?, Levitt propose I'étude du taux de confor-
mations hélicoidales d’'une protéine lors de simulations de dynamiques moléculaires
a différentes températures. Plus celle-ci est élevée, plus les géométries dénaturées

prennent le pas sur les conformations natives (figure 1.17).

8

:

-

% hélicoidal —»
8

g

0 — T
200 300 400 500

—— Température (K) —»

Fig. 1.17: taux de conformations hélicoidales en fonction de la tempéra-
ture lors de dynamiques moléculaires (extrait du cours en ligne de Levitt :
http ://csb.stanford.edu/levitt/, consulté en juillet 2007).

Notons également un autre facteur important, qui est la dimension Nyq de 1'es-
pace de phase, puisque le volume V évolue en LY44' ot L est la taille du puits dans

chacune des dimensions.

Voici 'exemple d'un systéme a deux états ayant les caractéristiques suivantes :

AE = 10 kcal.mol™!,

Lg/Ll - 10,
T = 300K,
PNy = Pr(Etat Ey)/Pr(Etat Ey).

http ://csb.stanford.edu/levitt/, consulté en juillet 2007.
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Naai PNaar
1 50 x 1076
5 | 5x1073
10 500
20 5 x 10*2

Enfin, pour illustrer I'effet de 'entropie, la figure 1.18 présente, pour différentes
températures, la position moyenne de la molécule dans son espace de phase (espé-
rance mathématique). A mesure que la température augmente, tous les états de-

viennent équiprobables dans la formule de Boltzmann (1.2).

E (kcallmol)
S$=25
callmol/K
Si=20
callmol/K \ i
E=10
E=0
0 4 8 10
PS T=10 K
[1] 4 8 10
PS T=40 K
0 4 8 10
® T= 800 K
0 4 6 8 10

F1G. 1.18: paysage énergétique et position moyenne pour différentes températures.
Plus la température est élevée, plus les solutions sous-optimales sont favorisées.

1.3.3.3 L’hypothése thermodynamique

Les lois de la Nature ne sont que les pensées mathématiques
de Dieu.

Euclide

Les expériences de dénaturation et de repliement de molécules ont conduit la
communauté scientifique a accepter I’hypothese thermodynamique mise en avant par
Anfinsen (1973) (voir également Govindarajan, 1998) et initialement énoncée de la

maniére suivante :
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les molécules adoptent, dans leur milieu physiologique normal, la struc-
ture tridimensionnelle qui minimise leur énergie libre. |...| Autrement
dit, la géométrie d'une molécule est entiérement déterminée par les in-

teractions qu’elle abrite.

Cette reformulation succinte de ce qui a été présenté au paragraphe précédent
(sous réserve que les notions d’énergie libre et d’entropie soient correctement assi-
milées, voir équations (1.9) et (1.14)) souléve cependant un nouveau probléme.

L’interprétation de Anfinsen oblige en effet a redéfinir la notion d’« état ». Alors
qu'un état représentait précédemment une géométrie possible ou un point (sans
dimension) dans l'espace de phase, il s’agit maintenant d’'un sous-domaine carac-
téristique de 'espace de phase (voir figure 1.19). Cependant, la fagon dont sont
réunies les conformations — ou, équivalemment, la partition de 'espace de phase en

domaines caractéristiques — est laissée au libre arbitre du chimiste.

autres
état 1 état 2 états

1HE it ¥

FI1G. 1.19: un « état »représente maintenant un ensemble de conformations possibles.

D’un point de vue chimique, deux conformations correspondant a des caractéris-
tiques chimiques similaires doivent clairement étre rassemblées en un seul état. Mais
en chimie structurale, deux géométries qui divergent nettement, méme si les carac-
téristiques chimiques sont conservées, seront différentiées par deux états distincts.

Ce probléme n’est pas minime et pése sur la modélisation ; de plus, on ne peut
pas le contourner & moindre frais par une définition mathématique du type parti-
tionnement en classes d’équivalence ou la relation d’équivalence serait par exemple

donnée par une des équations (1.16) et (1.17).

0 ~0, <+— 1 FE(0) = 1 E(0 1.16
1~ 6, arg _min (0) arg, _min (0), (1.16)

0, ~0, <= 0 et b, sont dans le méme bassin d’attraction. (1.17)
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B(6;, R) étant la boule de centre 6; et de rayon R.

Dans le premier cas (1.16), la définition de R reste le point sensible : un minimum
trés étroit peut « étre ou ne pas étre » physiquement pertinent. Néanmoins, I'idée
a été réutilisée dans certains algorithmes qui n’utilisent plus I'énergie potentielle de
chaque conformation, mais calculent celle de I'optimum local le plus proche (dans
un domaine permis, voir Schug et al., 2005a). Dans le deuxiéme cas, I’hypersurface
d’énergie potentielle extrémement accidentée multiplie le nombre de minima locaux ;
méme au fond des puits les plus profonds, de nombreux minima restent, présents (voir
figures 1.20 et 1.21 tirée du chapitre de Karplus et Shakhnovitch 1992). Gfeller et al.
définissent un état comme un « bassin » tel qu’il peut étre mis en évidence par une

dynamique moléculaire.

Diagram of a hierarchically-structured energy surface.
At low resolution, there is only one energy well. Closer examina-
tion shows that this is subdivided into three shallower energy
wells, each of which is further subdivided.

Fia. 1.20: figure tirée de Given et Gilson (1998) présentant un profil hiérarchisé
d’énergie potentielle (voir légende).

1.3.4 Le processus de repliement

Aprés avoir rappelé les quelques résultats importants de 'approche statique, o
le systéme est supposé avoir atteint un certain équilibre statistique (i.e. thermody-
namique), nous présentons briévement les contraintes mécaniques dues a 'aspect

dynamique des molécules.

1.3.4.1 Le paradoxe de Lévinthal

Dieu a écrit 'Univers dans un langage mathématique.

Galilée
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F1G. 1.21: a chaque échelle apparaissent de nouveaux minima.

En mars 1969 a eu lieu une conférence a 'université de I'lllinois ayant comme

sujet « Mdssbauer Spectroscopy in Biological Systems ». A cette époque, il était

communément accepté que les protéines se repliaient progressivement, formant peu

a peu les motifs structuraux de leurs géométries finales & mesure qu’elles échan-

tillonnaient leurs espaces de phase comme une bille qui roulerait sur une nappe (la

figure 1.22 est d’origine).

F1G. 1.22: le systéme (bille ou protéine) évolue sur I'hypersurface, explorant diffé-

rentes vallées et tombant éventuellement dans un minimum qui peut étre le minimum
global.

La métaphore est esthétique, mais une recherche aléatoire du minimum absolu

n’est pas concevable. C’est 'objet du séminaire de Levinthal (Levinthal, 1969) qui

présente I'analyse grossiére suivante :

si une petite protéine comporte une centaine

d’acides aminés ol chacun posséde trois états stables, alors, la protéine compléte

doit avoir 3% ~ 10*® minima! Méme si la protéine évolue trés rapidement d’un état

a un autre (au moins supérieur a la femtoseconde), il faut plus de 10%° années pour
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tout explorer (par comparaison, l'univers a seulement 15 milliards d’années. . .).
Cet événement reste toutefois plus probable que de voir un des singes de Borel
taper une piéce de Shakespeare sur une machine a écrire (Borel, 1913)... méme en

15 milliards d’années.

F1G. 1.23: un million de singes dactylographes tapant sur un million de machines &
écrire peuvent-ils réinventer Hamlet, par hasard ?

En réalité, il n’y a pas de paradoze dans le sens ou l'expérience s’accorde avec
ces probabilités trés faibles, mais a trés trés hautes températures. A température
ambiante, la moindre AF bouleverse les niveaux de population. Le paysage d’énergie
est donc nécessairement « concu » de maniére a attirer rapidement la molécule vers

sa géométrie native (Zwanzig et al., 1992).

1.3.4.2 Représentations du paysage

L’article de Dill (1997) propose un certain nombre de figures (voir figures 1.24 a
1.27) faisant coller I'interprétation en termes de paysages d’énergie aux phénoménes

expérimentalement connus.

N

N

F1G. 1.24: (gauche) le paysage d’énergie vu par Levinthal : N représente la confor-
mation native que la protéine recherche aléatoirement. (droite) L’existence de chemin
de repliement permet de guider les molécules d’une conformation dénaturée (A) vers
leur état natif.

Bien entendu, ces figures ne sont que des schématisations du véritable paysage

d’énergie : il faut imaginer ces mémes hypersurfaces dans des espaces de dimensions
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F1G. 1.25: un paysage en forme d’entonnoir permet d’accélérer le repliement des
molécule ; tous les degrés de liberté évoluent de maniére concertée vers I’état natif.

F1G. 1.26: des modéles d’entonnoirs non-parfaits permettent d’expliquer les dif-
férentes dynamiques observées (relaxations multi-exponentielles, dynamiques lentes
ou rapides), ainsi que l'existence de structures métastables intermédiaires (globules

fondus).

F1G. 1.27: ce paysage d’énergie présente un état natif énergétiquement favorable en
compétition avec un ensemble d’états entropiquement favorisés.
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bien supérieures (10, 100, 1000, 10000). Pour aborder le probléme de la représenta-
tion et tenter de reproduire fidélement un paysage réel, plusieurs auteurs ont proposé
des solutions.

Sauf & choisir un nombre restreint (une ou deux) de variables représentatives
(Schug et al., 2005b), la solution retenue consiste a rassembler les états afin d’obte-
nir un ensemble discret (§ 1.3.3 page 37) permettant une représentation ou les états
sont reliés selon les barriéres énergétiques qui les séparent (figure 1.28 reprises de
Frauenfelder et Leeson, 1998). Les figures 1.29 et 1.30 (extraites de Krivov et Kar-
plus, 2004) exposent le principe avec trois bassins principaux (A, B et (') eux-méme
composés de clusters de conformations préférentielles (points noirs), puis un cas réel

avec une protéine formant deux feuillets 5 en épingle.

a gentle funnel with high barriers steep funnel with low barriers rough landscape

F1G. 1.28: principe de représentation des états les plus échantillonnés.

-

n

FS

F1G. 1.29: exemple avec trois états, présentant chacun plusieurs minima.

Ce type de graphes a été amélioré afin de prendre en compte I'importance de
chacun des puits (énergie et entropie), ce qui permet une compréhension accrue des
chemins de repliement et met en évidence les points d’embranchement des différents
minima (Rylance et al., 2006).

Enfin, Gfeller et al. (2007) proposent d’illustrer le paysage par un graphe pondéré
des états (les poids correspondant aux probabilités de Boltzmann), clusterisés selon
un critére de similarité et dont les arcs sont établis en fonction des transitions qui

s’opérent au cours de simulations de dynamique moléculaire (figure 1.32).
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F1G. 1.30: cas réel avec I'épingle 8 de la protéine G (I’abscisse n’a pas sens physique),
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figure extraite de Krivov et Karplus (2004).
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F1G. 1.31: chemins de repliement et largeur des bassins d’attraction d’une protéine ;
en rouge, violet, bleu et vert sont respectivement représentés les quatre premiers
minima (tirée de Rylance et al., 2006).
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F1G. 1.32: représentation des états visités et des transitions par un graphe pondéré
(extrait de Gfeller et al., 2007).

1.3.4.3 Dans quelles conditions la molécule se replie-t-elle ?

La santé est un état d’équilibre instable, qui comporte bien

des oscillations.

Maurice Halbwachs, Les causes du suicide

Tout d’abord, comme nous 'avons évoqué a la section 1.3.1, I'environnement
chimique est déterminant pour le repliement des structures. Ainsi, in vivo, les mo-
lécules sont généralement dans 1’eau, mais se replient au cours de leur synhése et
sont parfois aidées par des chaperones. In vitro, la molécule peut étre étudiée dans
différents solvants et a différentes températures, afin d’observer sa dénaturation. En-
fin, lorsqu’elles sont en trés forte concentration, nous avons vu que la dénaturation

n’était pas toujours réversible.

Autrement dit, les molécules biologiquement actives sont dans un état d’équilibre
qui n’est en général que localement stable; ce qui nous fait adhérer a I'affirmation
de Halbwachs.

Cependant, méme si certaines protéines ne se replient pas dans le méme état
selon I’environnement, on continue a croire que les petits sous-éléments de structures
(secondaires) restent, eux, relativement bien conservés malgré les conditions parce
que relativement stables. De méme, jusqu'a une certaine taille (plusieurs milliers

d’atomes), la dénaturation des petites molécules reste réversible.

De plus, méme si, d’aprés Boltzmann (équation (1.2)), tous les puits de potentiel
seront peuplés selon leurs énergies et entropies, les temps de commutation d’un état

a un autre peuvent étre d’'un ordre de grandeur supérieur aux temps biologiques.
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mécanique classique :
franchir les barriéres

http:llwww.fomnl

physique quantique :
eﬂ’et tunnel

F1G. 1.33: certains phénomeénes quantiques, comme les franchissements de barriéres
de potentiel, se différencient complétement des comportements prédits par la méca-
nique classique.

1.3.4.4 Interconversions et temps d’attente

Méme si le temps nécessaire a la transition entre deux états est en réalité extré-
mement court (quelques femtosecondes), c’est le temps moyen d’attente dans chacun
des états qui affecte la dynamique (voir figure 1.34).

Alors que la formule de Boltzmann (équation (1.2), page 34) détermine les ni-
veaux de population asymptotiques de chacun des puits selon leurs énergies libres,
il existe des estimateurs pour les temps moyens de transition d'un état A & un état

B (T4—p), basés sur des modéles probabilistes (équation (1.18)).

Ta—p = [Ph X exp (BAG), (1.18)

o AG est la hauteur de la barriere : AG = Gunax — Ga et h est la constante de
Planck (Bh ~ 16 fs a T' = 300 K).

10a 100 fs

— éta t A. UAUAWM\_L/

;A\m \;JW)\;» f\ état B -

temps—

X —

-

-énergie +

FI1G. 1.34: exemple de trajectoire d’un systéme échantillonnant deux états avec son
paysage d’énergie correspondant.
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Enfin, notons que, dans les cas plus complexes, la rugosité du paysage d’énergie

influence les temps de repliement des molécules (Chavez et al., 2004).

1.3.4.5 Un repliement hiérarchisé

Dans ce paragraphe, nous tentons de donner des éléments de réponse a la ques-
tion : « Qu’est-ce qui casse I'apparente complexité (§ 1.3.4.1) du repliement des
molécules ? ». Cette question est primordiale, autant pour la compréhension du pro-
cessus de repliement lui-méme que pour pouvoir anticiper ou répondre aux difficultés

que posera ’étape de modélisation.

1) Les chemins préférentiels. La notion de « chemins préférentiels » (figure 1.24
droite) subodore I'existence, non seulement d’un état prépondérant, mais également
d’itinéraires énergétiquement favorables qui permettent de drainer efficacement
tel un entonnoir — la molécule vers sa conformation native. Toutefois, étant donné
le nombre de degrés de liberté, il faut réinterpréter la figure 1.25 : certaines grappes
de variables évoluent rapidement et de maniére concertée vers des sous-éléments
structuraux.

Une idée qui a été introduite derniérement et qui étaye cette hypothése, est
celle des contacts non-natifs  c’est-a-dire non-définitifs et absents de la structure
finale qui apparaissent au cours du repliement et qui pourraient accélérer la
convergence vers la géométrie native. Dans le principe, la molécule (ou bien un
motif) ne diffuse plus dans son espace de phase en dimension Nyq;, mais évolue dans
un sous-espace (ou une sous-variété) de dimension inférieure.

Cependant, la faiblesse des interactions entrant en jeu dans les processus de
repliement fait qu’il existe de multiples chemins menant d’une géométrie quelconque
a la géométrie native (Zhou et Karplus, 1999). Notons également que la présence de
ces « faux-contacts » accroit la difficulté de la prédiction in silico des conformations

moléculaires (Paci et al., 2002).

2) La hiérarchie des structures (primaire jusque quaternaire) refléte peut-étre
une hiérarchie du repliement qui permet cette fois une réduction drastique de la
complexité. Les éléments de structure secondaire (hélices, tournants) se forment
relativement rapidement et simultanément, tandis que, sur une échelle de temps
plus longue, se forme la structure tertiaire ot les éléments locaux se positionnent les
uns par rapport aux autres. Enfin, I’ensemble achéve son repliement pour former les

complexes finaux. En d’autres termes, on imagine que les degrés de liberté sont plus
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ou moins indépendants lorsqu’ils sont topologiquement éloignés (au moins dans les
premiéres phases du repliement).

Supputons cela par un calcul innocent : §'il faut un temps 7(/N) pour replier une
petite molécule de taille N, il est possible qu'il ne faille pas un temps 7(/N) pour une
grande molécule de taille N, mais plutot un temps qui évoluerait en ar (M) + 7 (%)
ou M est la taille moyenne d'un motif et %, le nombre attendu de ces motifs; le
facteur «v traduit 'écart autour de la valeur moyenne (o < M) et [ représente un
facteur d’échelle traduisant le rapport des temps caractéristiques entre les échelles
au niveau des atomes et au niveau des structures secondaires (évoluant comme M
ou M7 avec 1 < v < 2). Le repliement des motifs se faisant en paralléle, on peut
donc s’attendre a des repliements encore plus courts.

La figure 1.35 donne I’évolution du temps de repliement en fonction du nombre N
de degrés de liberté (7, supposée exponentielle, est en rouge). Le cas vert correspond
a des motifs d'une dizaine de degrés de liberté, le cas bleu correspond a un niveau
hiérarchique supplémentaire ot les motifs s’arrangent en super-motifs de taille 10x 10
avant de se compacter dans la géométrie finale.

A

1e+300

1erl00

temps de repliement

Le+g0

0 2000 4000 G000 8000 L0000

Nombre de degrés de liberté

F1G. 1.35: en hiérarchisant le processus de repliement, on peut réduire drastiquement
la complexité.

Les approches dites « divide and conquer » exploitent clairement cette idée afin
de concevoir de nouvelles stratégies de recherche opérationnelle. Citons Takahashi
(1999) dans le domaine de I’échantillonnage conformationnel, ot un premier algo-
rithme est en charge de détecter les régions prometteuses de ’espace de phase, tandis
qu'un second algorithme optimise localement les géométries ainsi proposées.

Remarque : ces deux premiéres approches sont antagonistes (Zhou et Karplus,
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1999) puisque I'une préconise I'existence d’interactions non-natives qui disparaissent
par la suite tandis que 'autre suppose la formation immeédiate des motifs structu-
raux présents dans la conformation finale. La question n’est pas vraiment résolue a
I'heure actuelle (Baldwin et Rose, 1999) et des expériences sur des molécules diffe-
rentes montrent des résultats différents. Ainsi, il a souvent été fait référence dans la
littérature sur le repliement des protéines, a un « collapsus hydrophobe » au cours
duquel les résidus hydrophobes s’effondreraient sur eux-méme, formant un noyau
compact (Mok et al., 2007). Dans cette conception, la structure tertiaire devance
la formation des structures secondaires, qui n’apparaissent qu’ultérieurement au
collapsus. Au contraire, de nombreuses expériences et simulations ont pu montrer
lexistence d’intermédiaires de repliement et d’états de transition (globules fondus)
qui étayent plutot la thése du repliement hiérarchique (Honeycutt et Thirumalai,
1990; Mu et al., 2006).

3) Des séquences pas tout a fait aléatoires... FEnfin, notons que I'élaboration
d’une séquence protéique (ou d’ARN ou d’ADN), qui est le fruit d’une évolution
darwinienne comptant des milliers d’essais et d’échecs, a subi une double pression
de sélection, puisque d’une part, la fonction chimique est importante pour assurer
la pérennité, mais d’autre part, que le temps de repliement peut aussi devenir un
facteur pénalisant (Dobson, 2003). Ainsi, les séquences de la Nature ne sont pas
complétement aléatoires, mais vérifient le critére de posséder une fonction et de
pouvoir I'acquérir dans un temps biologiquement acceptable (milliseconde - seconde).

Parfois, la fonction prime sur le temps de repliement. Ainsi, il a été fait référence
a une protéine dont les temps de repliement et la stabilité auraient été accrus en
mutant certains acides aminés, mais qui, dans ce cas, perdent leur fonction biologique
(Jager et al., 2006).

1.4 Quelles méthodes existe-t-il pour ’observer ?

The human observer, whom we have been at pains to keep

out of the picture, seems irresistibly to intrude into it
Rosenfeld, 1965

La variété des méthodes expérimentales ne couvre pas encore l'ensemble des

questions que l'on se pose sur la structure et la dynamique des molécules. Pour
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aborder physiquement une molécule, les obstacles sont nombreux et, pour entrer
dans son intimité, les scientifiques ont di
gérer des échelles de taille de ordre de 1'angstrom (107%m),
— gérer un nombre de 1 (de plus en plus d’expériences sur molécules uniques) a
N4 = 6 x 10% molécules,
gérer des échelles de temps allant de la femtoseconde (1071%s) a la seconde, en
particulier, le rapport entre les temps de mesure et les temps caractéristiques
des phénomeénes est particuliérement important pour l'interprétation,
gérer l'aspect dynamique : vibrations, mouvements, chemins de repliement
souvent multiples, diffusion. ..

Nous terminons ce chapitre en citant deux articles : le premier, d’o la figure 1.36
est extraite, provient de Dobson et al. (1998); il illustre schématiquement les dif-
férents éléments pouvant étre observés dans la molécule. Le deuxiéme, plus récent,
est di a Sali et al. (2003); il présente les différentes approches expérimentales et

computationnelles envisageables pour extraire des informations des molécules.
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stable hydrogen bonding
(protection against
hydrogen exchange)

active site
(catalysis)

\ NH3;

HO,

solvent/ion exclusion
(fluorescence quenching)

mobility
(near-UV CD)

distance
(transfer of
tertiary contacts gﬁg:g)cence
(nuclear Overhauser

effect)

/

secondary structure
(far-Uv CD)

CHg

~

side-chain energetics
(protein engineering)

molecular dimensions
(small-angle X-ray scattering)

F1G. 1.36: différents éléments observables dans la molécule et méthodes expérimen-

tales utilisées.
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Chapitre 2

La modélisation moléculaire

2.1 Introduction

In a peculiar way that scientists are still trying to unders-
tand, nature can easily solve a problem how to fold
proteins into the proper configuration — that eludes the

most powerful computers and the most powerful minds.

George Johnson, Designing Life : Proteins 1, Computer 0,
The New York Times

Aprés avoir rappelé les aspects purement chimiques qui vont nous intéresser a
propos des molécules, nous nous plagons maintenant dans une approche computa-
tionnelle de ces molécules et considérons les descriptions possibles, tant en ce qui
concerne les données chimiques, que 'encodage de la flexibilité et que I'estimation

de I'énergie.

Ainsi, nous verrons comment importer une molécule générique dans 'ordinateur,
quelles solutions ont été proposées afin de saisir I'essentiel de la flexibilité tout en
limitant la complexité et verrons enfin les principes généraux des champs de forces
qui permettent d’estimer I'énergie potentielle interne a la facon des approches new-
toniennes. Enfin, nous définirons et cernerons la problématique étudiée et donnerons
les principales hypothéses de travail ; ces précisions nous permettent de donner un

cadre formel a la modélisation moléculaire.

%)
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2.2 Comment intégrer la molécule in silico ?

Afin d’encoder la structure primaire de la molécule dans un format informatique,
il faut tout d’abord sauvegarder la liste des atomes et leurs types, ainsi que le graphe
des liaisons et les ordres correspondants. Cela correspond a la structre primaire de
la molécule. Certains auteurs se sont arrétés a cette description, notamment pour la
conception d’algorithmes trés rapides, traitant des bases de données trés fournies :
c’est 'objet du § 2.2.1.

Si 'on désire élever le niveau de description aux aspects géométriques, il faut
compléter ces données topologiques par les coordonnées cartésiennes. Plusieurs mé-
thodes sont possibles pour stocker cette information : codage absolu (§ 2.2.2), relatif
(§ 2.2.3) ou codage des distances interatomiques (§ 2.2.4), selon 'approche de Crip-
pen et Havel (1988).

Certains auteurs simplifient le probléme dans le cas particulier des protéines et
réduisent la description des acides aminés a une seule entité unifiée (§ 2.2.5). Enfin,
la derniére simplification possible aprés cela est de négliger les types particuliers
de ces acides aminés-boules, pour ne garder que l'information sur leurs natures

hydrophobes ou polaires (§ 2.2.6).

2.2.1 Les approches topologiques

Devant la forte complexité que représente la reconstruction de la géométrie d’une
molécule, certains chercheurs ont tenté de court-circuiter cette étape en élaborant
des prédicteurs de 'activité chimique des molécules sur la base de leurs structures
topologiques. Bien entendu, ces predicteurs n’ont pas la fiabilité des approches tridi-
mensionnelles, cependant, la nécessité de cribler trés rapidement d’'immenses bases
de données de composés pharmaceutiques exclut immeédiatement 'approche géomé-
trique. En réalité, comme nous le verrons, ces deux approches sont complémentaires.

Ce point de vue topologique a donné naissance a une nouvelle matiére de la
chémoinformatique, appelée QSAR (pour Quantitative Structure-Activity Relation-
ship). Elle repose sur une hypothése simple, mais pas toujours vérifiée, qui veut que
des structures proches aient des activités similaires. Si cette forme de « continuité »
est généralement vérifiée pour les structures 3D, I'affirmation est plus délicate pour
les structures topologiques dont la similarité n’entraine pas toujours la similarité
géomeétrique.

Néanmoins, si les approches QSAR ne permettent qu’une sensibilité médiocre
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(voir table 2.1), leur force est dans le nombre restreint de faux positifs (bonne spéci-
ficité : C' = O et A::;C ~ 1). Ceci permet d’écarter rapidement de nombreux composés,
qui auraient di étre synthétisés et testés sur paillasse sans ce premier filtrage. Le
temps gagné en laboratoire s’est traduit par un appui important des entreprises
pharmaceutiques, cependant, la dissémination des méthodes et la mutualisation des

moyens (informatique et bases de données) sont plus que restreintes.

Prédite active Prédite inactive Validité

A

Active vrai positif (A) | faux négatif (B) | sensibilité = ;75

Inactive || faux positif (C) | vrai négatif (D) -

Validité || spécificité = ﬁ -

TAB. 2.1: types d’erreurs de prédiction.

2.2.2 Les coordonnées cartésiennes

Ayant vu rapidement les approches topologiques QSAR, nous présentons main-
tenant les descriptions géométriques.

La plus simple facon de coder la conformation d’une molécule consiste & mé-
moriser toutes les coordonnées cartésiennes de ses atomes. C’est I'approche la plus

communément adoptée.

2.2.3 La description vectorielle

Toutefois, il peut s’avérer utile de faire un codage relatif des atomes, ce qui rend
la description indépendante du référentiel qu'on se donne. C’est par exemple le cas
de la description vectorielle, utilisée pour démontrer certains résultats théoriques sur
le cyclohexane (Gathen et Gerhard, 2003) : on montre en effet que le cyclohexane
posséde deux conformations rigides dites « chaises » et une sous-variété de dimension

1 de conformations « bateau », voir figure 2.1.

2.2.4 L’analyse en distance ou Distance Geometry

L’approche par distance geometry développée par Blumenthal et Menger (1970)

et formalisée par Crippen et Havel (1988) permet de coder différemment le pro-
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F1G. 2.1: étude du cyclohexane : (en z) distance entre atomes correspondants (s’an-
nulant quand le cycle est fermé), tracée en fonction de différents degrés de liberté;
figure réalisée avec Matlab.

F1G. 2.2: “My goodness, Toto, I don’t think we’re in R anymore!”, tirée de (Crippen
et Havel, 1988).
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bléme afin de I’'aborder sous un angle différent. Elle propose la reconstruction de la
géométrie 3D a partir des distances interatomiques.

Ce type d’algorithmes a été trés utilisé afin de remonter des données expérimen-
tales indirectes aux véritables structures moléculaires. Il permet de ne retenir, des
coordonnées atomiques, que les Nyiomes(Natomes — 1)/2 distances interatomiques, ce
qui a donné lieu a certaines heuristiques de recherche originales.

Cette approche géométrique, ainsi que celle de Gathen (2003) permettent, au
moins théoriquement, certaines résolutions exactes, comme celle du cyclohexane
(figure 2.3).

LT

Fi1G. 2.3: le cyclohexane, vu comme un robot & six degrés de liberté (extrait de
Nikitopoulos 2001).

2.2.5 La description « résidus unifiés »

D’autres méthodes existent, afin d’« alléger » le probléme, qui consistent a fu-
sionner chaque acide aminé en une seule entité indivisible. C’est le cas des approches
dites par résidus unifiés dans le cas des protéines (Huang et al., 1995; Hoffmann et
Knapp, 1996; Liwo et al., 1999; Pillardy et al., 2001). Elles substituent les acides
aminés par des billes ou des ellipsoides (voir figure 2.4) et utilisent alors un champ
de forces adapté! et /ou moyenné sur les degrés de liberté omis.

Pourtant, cette approche n’est pas adaptée au niveau de précision que nous
recherchons, mais concerne plutot les études de repliement global de grandes pro-

téines dont elle implémente en quelque sorte, le concept de repliement hiérarchique

Ipar exemple comme les champs de forces ff (anciennement parm) implémentés dans CHARMM
(Brooks et al., 1983).
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(voir 1.3.4.5) ; de plus, elle est nécessairement restreinte au cas des protéines.
Remarquons également que, si les atomes unifiés sont « latéraux », ils ne sont
pas subsidiaires et les réarrangements des chaines latérales sont primordiaux dans
le repliement global de la protéine et dans ses interactions avec d’autres acteurs
(Najmanovich et al., 2000). Ainsi, une étude récente du laboratoire a démontré que
des différences minimes dans la chaine latérale d’une valine, entre les ligands cyclo-
sporine A et son homologue pharmaceutique Debio-025, déterminaient l'interaction

ou non, de la cyclophilline B avec la calcineurine?.

résidu i+2

FI1G. 2.4: unification de chaque résidu en un seul solide, représenté par un ellipsoide.

2.2.6 Le modéle « hydrophobe-polaire » sur grilles 2D et 3D

Cherchant toujours a simplifier, certains auteurs ont méme proposé de concevoir
la protéine comme un collier de perles (chaque perle représentant un acide aminé)
s’inscrivant dans une grille (en deux ou trois dimensions selon les études). Chaque
perle est localisée sur une intersection de la grille et est séparée d’'un pas de la
perle qui la précéde et de celle qui la suit. Derniére hypothése : 1'effet hydrophobe?
domine tous les autres effets et dicte seul le repliement des protéines. Le but est
alors d’incruster le collier sur la grille de sorte a maximiser le nombre de contacts
hydrophobes entre les résidus, tout en évitant de positionner deux résidus sur le
méme noeud.

Il existe des résultats sur le bien fondé d’une telle restriction aux caractéristiques
d’hydrophobie et d’hydrophilie (Huang et al., 1995), cependant, ce type de simplifi-

cations engendre une forte perte d'information et nécessite des approfondissements.

2article soumis
3les résidus polaires sont plus stables au contact du solvant, contrairement aux résidus hydro-
phobes, voir § 2.4.2.4.
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Il peut toutefois constituer une premiére étape d’exploration des conformations du
squelette protéique tandis qu'une deuxiéme étape devrait raffiner la structure en
prenant en compte les chaines latérales. Notons surtout qu’il transforme le pro-
bléme initial en un cas scolaire de combinatoire, ce qui permet d’avancer quelques
conclusions théoriques sur la complexité (Hart et Istrail, 1995; Crescenzi et al., 1998)
et sur la caractérisation du paysage d’énergie (Baldwin et Rose, 1999; Bryngelson
et al., 2004) qui offre également un exercice générique palpitant pour les méthodes
d’optimisation classiques : Monte Carlo et algorithmes génétiques (Unger et Moult,
1993b; Khimasia et Coveney, 1997), Monte Carlo séquentiel i.e. couplé aux chaines
de Markov (Grassberger, 2004), paradigme des fourmis (Shmygelska et Hoos, 2003,
et 2005), etc.

2.3 Comment décrire la flexibilité des molécules ?

Ayant explicité le codage des informations topologiques et géométriques, nous
passons maintenant a une étape de compréhension de la molécule en décrivant les
diverses facons de saisir sa flexibilité, autrement dit, quels sont les degrés de liberté
qui permettent de modeler sa géométrie.

La plus évidente est d’autoriser chacun des N,iomes atomes a bouger indépendam-
ment des autres, dans toutes les directions (§ 2.3.1). Toutefois, un certain nombre
de propriétés géométriques sont relativement bien conservées au cours du temps

telles que les longueurs et les angles de valence  de sorte qu’il est possible de
restreindre les degrés de liberté au seules angles de torsions des liaisons interato-
miques (§ 2.3.2). Nous montrerons que cette description allége considérablement la
complexité, tout en captant ’essentiel de la flexibilité moléculaire.

Enfin, notons que la description « hydrophobe-polaire » sur grille 2D et 3D,
donne lieu a un codage particuliérement simple des conformations moléculaires : la
géométrie de la protéine est encodée par une chaine de caractéres qui indique, a
chaque acide aminé, si le squelette « tourne » a gauche, a droite, en haut, en bas,

ou continue dans la méme direction?.

2.3.1 Codage absolu et relatif des coordonnées cartésiennes

On peut coder en absolu les 3Nyiomes cOOrdonnées cartésiennes atomiques, c¢’est

ce que font la majorité des auteurs : citons par exemple Goto et Osawa (1989, 92,

4pour une grille 2D, trois cas subsistent : gauche, droite, tout droit
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93) et Braden (2002), ainsi que la majorité des logiciels de modélisation moléculaire :
CHARMM (MacKerell et al., 1998), Accelerys (Accelerys, 2005), etc.

Cette description offre une approche au plus prés de la réalité ou chaque atome
subit de ses voisins des tensions et des répulsions. C’est aussi la plus simple, qui
permette de coder indifféremment une ou plusieurs molécules et, en particulier, de

simuler explicitement le solvant.

F1G. 2.5: tous les atomes peuvent se mouvoir indépendamment dans les trois dimen-
sions.

Remarque : un codage relatif des positions atomiques permet d’accélérer I'inté-
gration de certaines équations de la dynamique ou l'optimisation de conformations
moléculaires de la fagon suivante : lorsqu’une force est appliquée sur un atome, clas-
siquement elle se propage dans la chaine des atomes comme le long d’un ressort au
fil des pas d’'intégration. Un positionnement relatif des atomes offre un cadre idéal
pour propager les contraintes de longueurs et d’angles de valence et ainsi d’accélérer

le calcul.

2.3.2 Les degrés de liberté torsionnels

Par ailleurs, nous savons que les longueurs de liaisons, de méme que les angles
de valence, adoptent des valeurs plus ou moins standard en fonction des atomes
et de 'environnement chimique (voir tableau 2.2, en aval, page 69). En utilisant
ces tables de valeurs, on peut donc commencer a reconstruire la géométrie de la
molécule, cependant, il manque encore une information : celle des valeurs d’angles
de torsion.

Bien que l'on puisse encore trouver des statistiques®, voir figure 2.6, il n’existe
plus de tables de valeurs standards pour la raison que ces torsions sont relativement
flexibles en comparaison des autres degrés de liberté. On voit ici que la flexibilité
d’une molécule peut étre, en grande partie, saisie par la description de ses angles de

torsion. Ainsi, certains auteurs ont limité le nombre de degrés de liberté en adoptant

5dans le cas des protéines, on dispose des densités de probabilité empiriques des couples d’angles
(¢, 1) (torsions du squelette) par résidu : ce sont les statistiques de Ramachandran (1968)
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une description torsionnelle ; parmi ceux-ci, nous pouvons par exemple citer Schulze-
Kremer et Tiedemann (1994), Vieth et al. (1998a), Jin (1999), Day et al. (2002),
Vengadesan et Gautham (2003), Schug et al. (2004 a et b).
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F1G. 2.6: répartitions a postériori des angles (¢,1) pour la conformation des sque-
lettes protéiques.

Pour adopter une telle démarche, il faut stocker la liste des torsions actives et,
pour chacune d’elles, connaitre la liste des atomes mis en mouvement. De plus,
certains degrés de liberté ont une période plus petite que 2m, il est donc utile de

détecter les éventuelles symétries de la molécule (voir § 3.4.2.1).

Enfin, notons que dans le cas des cycles, la description torsionnelle pose un pro-
bléme, puisque chaque degré de liberté est sensé mettre en rotation un ensemble
d’atomes soit a droite, soit a gauche de la liaison | alors que dans un cycle,
il n’est plus possible de faire cette distinction... La solution proposée est alors la
suivante : soit le cycle est considéré comme un bloc rigide (aucun degré de liberté),
soit l'utilisateur précise une liaison particuliére qui sera formellement coupée (fi-
gure 2.7). Comme cette liaison existe toujours physiquement, il y a une pénalisation
énergétique forte qui favorise les configurations telles que les distances et les angles
de valence soient proches des valeurs standards. Cet artéfact permet d’aborder 1'op-

timisation de la géométrie des cycles de la méme maniére que le reste de la molécule.

Nous pouvons, par un rapide calcul, estimer le gain en complexité, apporté par

une telle démarche : dénombrons les liaisons utiles. .. Sur 'ensemble des molécules
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FIG. 2.7: 1a coupure formelle d’une liaison permet d’échantillonner les conformations
du cycle.

étudiées, la valence moyenne des atomes est environ® < V >~ 2.33; une molécule
ayant Nagomes atomes compte donc a priori NaomesX < V> /2 liaisons. Parmi
celles-ci, 6,7% participent a une liaison multiple, et 49,5% impliquent un atome
d’hydrogéne (insensible aux rotations autour de son unique liaison de valence). Fi-

nalement, le nombre de degrés de liberté Ngq; escompté sera au maximum égal a :

<V>
Naa < (1 — 0, 7% — 49, 5%) X TNatomew

< 0,51 X Natomes, (2.1)

a comparer aux 3Naiomes degrés de liberté en coordonnées cartésiennes, soit un gain
d’un facteur 6 environ.
Remarque : I'inéquation (2.1) constitue une majoration; cette borne est at-

teinte dans le cas de la « cyclodextrine » qui est une des molécules que nous avons

traitées (NACA = 0,49), cependant, dans le cas général, on a plutot I'encadrement
atomes
0,23 < fad < (0,30 (voir graphique 2.8).
atomes
+ acycliques = cycligues — acycliques (régression linéaire) — cycliques (régression linéaire)

90

80 y =0,2934x + 8,647
@ R°=0,8313
570 e
T 60
£ 50 o
g 40 y = 0,2445x - 1,3716
g R? = 0,9993
3 30 /
=}
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c
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F1G. 2.8: évolution du nombre de degrés de liberté en fonction du nombre d’atomes.

Les méthodes par résidus unifiés, qui rejettent les degrés de liberté des chaines

latérales jugés peu influents, simplifie nettement le probléme et offre un gain d'un

6comptée avec les ordres de multiplicité
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facteur” 2,3 environ. Elles permettent donc d’aborder des protéines de plus grandes

tailles.

Les hybridations. Nous avons présenté succintement les outils possibles pour
décrire la flexibilité des molécules mais les solutions envisageables ne sont ni figées
ni cloisonnées. Ainsi, certains auteurs ont utilisé les avantages de plusieurs approches
en les hybridant entre elles.

Nous avons maintenant achevé les deux premiéres étapes : celle de codage des
informations topologiques et géométriques des molécules, puis celle de compréhen-
sion chimique de la molécule avec la mise en évidence de ses degrés de liberté. Nous
allons voir maintenant comment cette géométrie, modelée par ces degrés de liberté,

définit différents niveaux d’énergie.

2.4 Le hamiltonien moléculaire

L’approximation de Born et Oppenheimer permet de découpler I'équation de
Schrodinger électronique de I'équation atomique. Le calcul quantique ab initio per-
met de reconstruire la fonction d’onde électronique sur la base des coordonnées
atomiques et ainsi d’estimer précisément ’énergie interne de la conformation (Mil-
ler, 2005). A l'inverse, certains chercheurs ont développé des méthodes de champ de
forces utilisant des fonctions simplifiées et paramétrées a posteriori afin de repro-
duire certaines données empiriques®. Ces méthodes donnent accés a des estimateurs
— moins précis mais plus legers a manier — de ’énergie en fonction des coordonnées
atomiques (Jorgensen et Tirado-Rives, 2005).

Enfin, certaines méthodes” sont purement empiriques et proposent d’utiliser un
score de fitness défini sur la base de connaissances expérimentales sur un ensemble de
petits peptides (typiquement, des bases de rotameéres, voir Shetty et al., 2003). Les
géomeétries conformes aux densités de probabilités a posteriori des angles de torsion
sont alors favorisées (Dill et al., 1996; Canutescu et al., 2003). Cette hypothése de
travail repose sur I’'observation que les nombreuses analogies de séquences entre les
différentes protéines connues sont (beaucoup) plus fréquentes que ne 'auraient été

les similarités dans un ensemble purement aléatoire de séquences'’.

“en pondérant par les fréquences de chacun des acides aminés.

8les méthodes semi-empiriques offre un intermédiaire oti certaines intégrales du calcul ab initio
sont estimées par des fonctions paramétrées expérimentalement.

9concernant principalement les protéines

10En effet, il n’existe pas moins de 20 séquences possibles de peptides d’une quinzaine d’acides
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Nous avons adopté une approche d’estimation par un champ de forces qui permet
des temps de calculs nettement réduits.

Parmi les différents éléments constituant la molécule, nécessaires au calcul de
son énergie interne, on distingue les liaisons et angles de valence, les torsions et les

paires d’atomes non liés (figure 2.9).

olis 2 Angles de torsion :

»
) & 4 atomes

Liaison:
2 atomes

Angles de
valence : Paire non-liée

3 atomes

FIG. 2.9: éléments nécessaires au calcul de 1'énergie interne de la molécule.

2.4.1 Contributions dominantes

L’approche de modélisation des interactions par un champ de forces semi-
empirique tel que le CVFF (Hagler et al., 1974; Hagler et Lifson, 1974), permet
d’interpréter toutes les contraintes physico-chimiques en termes de contributions
énergétiques dont les niveaux définissent la stabilité des conformations.

Les différents champs de forces fournis dans la littérature (ou vendus) reprennent
plus ou moins la méme philosophie (Jorgensen et Tirado-Rives, 2005); nous dé-
taillons ci-apres, a titre d’apercu, les modéles des contributions qui constituent le
champ de forces que nous avons utilisé : le Consistent Valence Force Field (CVFF).

Chaque contribution du champ de forces intervient avec des paramétres internes
et des coefficients de pondération dépendant des atomes impliqués et de leur en-
vironnement. Ces paramétres sont estimés sur la base de données expérimentales
concernant un jeu de molécules limité, aussi, chaque champ de forces se distingue
par des contributions décrites par des fonctions particuliéres et un ensemble de pa-

rameétres qui lui est propre.

aminés, pris parmi les 20 acides aminés naturels
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2.4.1.1 Les énergies de valence

Les liaisons de covalence résultent de, ou plus exactement formalisent, la mise
en commun d’orbitales électroniques de deux atomes. Elles peuvent étre de différents
ordres (simples, doubles ou triples) selon le nombre d’orbitales mises en commun.
Le cas le plus courant, celui des liaisons simples, offre en particulier une assez bonne
flexibilité de rotation autour de I’axe portant les deux atomes (figure 2.10), tandis
que les liaisons multiples ne présentent que deux états de torsion stables dits cis et
trans (lorsque les quatre atomes voisins sont dans un méme plan), séparés par des

barriéres de potentiel trés prononcées (figures 2.12 et 2.13).

T T e T Tr W0

F1G. 2.10: les liaisons simples offrent un degré de liberté torsionnel permettant de
modeler localement la géométrie de la molécule.

F1G. 2.11: en jouant sur les degrés de liberté torsionnel, on peut modeler la géométrie
moléculaire.

R H R H
4 j[
R H H R
cis trans

F1G. 2.12: conformations c¢is et trans d’une double liaison, les boules vertes repré-
sentant, des groupements quelconques.

Comme nous 'avons fait remarquer (§ 2.3), les longueurs de ces liaisons, d; 2
(entre I'atome 1 et I'atome 2), sont relativement bien conservées et ne dépendent
que du contexte chimique des atomes impliqués. Les tables des valeurs standards
font partie du bagage des connaissances empiriques des chimistes, qui assimilent

généralement ces liaisons a I'image intuitive d’un ressort mécanique entre les deux
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F1aG. 2.13: la rigidité des liaisons multiples est issue de la présence d’orbitales sup-
plémentaires.

atomes. Ce modéle est repris dans la méthodologie des champs de forces, en in-
troduisant un potentiel harmonique décrivant la déformation des liaisons selon un

modéle de type masse/ressort (figure 2.14 et équation (2.2)).

;“ Approximation
i harmonique

Potentiel de Morse
==

énergie (unité arbitraire)

0 |. 2 4 [ ) 10
Position distance

d'équilibre en angstroms

F1G. 2.14: modélisation des interactions de liaisons : potentiel de Morse (rouge) et
potentiel harmonique (vert).

FEiaison = Ky (d1,2 - €0)2 . (22)

En pratique, les trés faibles déviations autour de ¢° justifient le modéle harmo-
nique et I'estimation des deux constantes est faite de maniére a reproduire au mieux
les données expérimentales, cependant, il existe d’autres modéles prenant en compte
le profil complet des énergies de déformation (potentiel de Morse, figure 2.14, po-
tentiel de Hook, etc.). Ky et £° sont fonctions des atomes 1 et 2 et de l'ordre de la

liaison (voir tableau 2.2 pour des exemples).

Les angles de valence. Les orbitales libres ou liantes tendent & occuper 'espace
autour des atomes, de sorte a étre les plus éloignées possibles les unes des autres

(régle de Gillespie, voir figure 2.15). Les angles entre les liaisons covalentes 6,23
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Type de longueur de la liaison | énergie de dissociation
liaison en A en kcal.mol ™!
C—N 1,47 73,6
Cc-0 1,43 86,0
C—H 1,09 98,7
C-C 1,54 83,2
C=C 1,33 146,7
Cc=C 1,20 200,5

TAB. 2.2: longueurs de liaisons de covalence pour différents types atomiques

définis par trois atomes  oscillent également autour de valeurs nominales dé-
terminées expérimentalement et sont, encore une fois, modélisées par un potentiel

harmonique (équation (2.3)).

F1G. 2.15: La régle de Gillespie impose la valeur des angles de valence.

Eangle = Ka(f12,3 — 6°)°. (2.3)

Remarquons que ces constantes dépendent maintenant des trois types atomiques
intervenant dans ’angle de valence. De plus, les constantes de raideurs sont plus
faibles que dans le cas des liaisons, ce qui signifie que des déformations locales sont

envisageables si elles permettent un réarrangement globalement favorable.

Les constantes de raideurs de ces ressorts (liaisons et angles de valence) sont telles
que les forces et les fréquences de vibration dominent toutes celles des autres contri-
butions. Ainsi, les algorithmes de simulation de dynamiques moléculaires doivent
nécessairement adopter un pas d’intégration de I'ordre de la femtoseconde pour étre
plus rapides que la période de vibration des liaisons. A moins que le simulateur ne
permette de propager des contraintes et ainsi conserver fixes les longueurs de liaison
et les angles de valence : voir par exemple les algorithmes de dynamiques molécu-
laires SHAKE (Van-Gunsteren et Berendsen, 1977) et RATTLE (Andersen, 1983).
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2.4.1.2 Les énergies non covalentes

Les contributions que nous avons vues jusqu’ici mettent en scéne des atomes
voisins dans la topologie de la molécule, elles définissent donc une premiére catégorie
d’interactions, par opposition aux interactions entre atomes non voisins, que nous

abordons maintenant.

Interactions coulombiennes. D’une part, certains atomes de la molécule
peuvent étre chargés électriquement, d’autre part, les différences de charges et de
masses entre les noyaux atomiques entrainent différents niveaux d’électronégativité
(capacité a attirer a soi les électrons d’une liaison) ; ceci fait apparaitre une polari-

sation de la liaison et donc des charges partielles dans la molécule (figure 2.16).

électrons - +

O0—+0 5(>¥é‘ 05

F1G. 2.16: polarisation des liaisons : (gauche) électronégativités égales, liaison apo-
laire, (doite) différents niveaux d’électronégativité impliquent un déplacement du dou-
blet liant.

La présence de ces charges se traduit par des interactions coulombiennes, attrac-
tives ou répulsives selon le signe des charges et dont I'énergie potentielle s’exprime

sous la forme :

0109

 — 2.4
47T82‘d1’2’ ( )

ECoulomb -

ou d; o est la distance entre les deux sites interagissant, ¢; est la constante diélectrique

du solvant!!

et 012 les valeurs de charges.

En réalité, une évolution du terme Eogyiomb €1 1/di2 a été utilisée afin de prendre
en compte I'hypothése d'une dépendance linéaire de g; en fonction de la distance
entre les atomes impliqués. Cette approximation permet essentiellement de s’affran-
chir de la racine carrée dans le calcul de d; .

Par exemple, I'eau, HyO, est une molécule polaire, la charge partielle négative
étant placée sur 'atome d’oxygeéne et la charge partielle positive répartie sur les deux
atomes d’hydrogéne, ce qui leur permet de se lier entre elles par des liaisons dites
ponts hydrogéne. Alors qu’une liaison covalente nécessite une centaine de kcal.mol !
pour étre rompue, de telles ponts ne requiérent que quelques kcal.mol™! (voir ta-
bleau 2.3 pour des ordres de grandeur). Les ponts hydrogéne expliquent que 1'eau

soit liquide & la température ambiante, alors que le méthane (molécule apolaire la

"Dans le vide, ¢; =9 ~ 8,85 C2J " Im~!
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plus simple) est gazeux. La formation des ponts hydrogéne, natifs ou non, est donc

un élément important dans I’étude des structures moléculaires.

‘ Type de pont hydrogéne | énergie en kcal.mol™* ‘

O-HewwN 6,9
O-Hev0 9,0
N-HewN 3,1
N-HeO 1,9
HO-Ho~OHY 4,3

TAB. 2.3: énergies impliquées dans les ponts hydrogéne

F1G. 2.17: les ponts hydrogéne jouent un roéle important dans la dynamique et la
stabilité des molécules (ici en pointillés).

Les termes de Van der Waals. Cette contribution comporte deux effets
(figure 2.18) : l'un, attractif, peut s’interpréter grace aux inductions électro-
magnétiques entre les dipoles, qui apparaissent suite aux faibles fluctuations au
sein des nuages électroniques. L’autre est répulsif et modélise la trés grande énergie
qu’il est nécessaire de fournir pour tenter d’'interpénétrer deux nuages électroniques
(équation (2.5)).

F1G. 2.18: (gauche) recouvrement d’orbitales électroniques impossible : fusion nu-
cléaire a froid. (droite) induction des moments magnétiques.
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A B
EVdW = —5 — . (25)
diy  di,

Ce terme en 1/d' joue essentiellement un role de « garde-fou » pour prévenir
et interdire les recouvrements d’orbitales qui n’ont lieu que dans des conditions ex-
trémes'? et ne découle pas de principes clairement formalisés, de sorte que I'exposant
12 est parfois remplacé par une autre valeur :

— 14 dans le champ de forces MMFF94 (Halgren, 1996),

— 9 dans le CFF (Maple et al., 1994).

Les constantes A et B dépendent spécifiquement des types atomiques mis en jeu
et ont été paramétrées sur la base de données expérimentales disponibles pour un
ensemble représentatif de petites molécules (Hagler et al., 1974; Hagler et Lifson,
1974). Le profil des contributions de Van der Waals est représenté figure 2.19 ot 'on

voit que les deux effets antagonistes définissent une distance optimale.

énergie

‘ répulsion

distance
interatomique

atiraction

®

Energie minimale

Fi1G. 2.19: évolution de la contribution Van der Waals en fonction de la distance
interatomique

2.4.2 Modélisation, approximations et corrections : les autres

contributions

Les différentes contributions que nous venons de voir définissent un premier esti-
mateur de I'énergie interne de la molécule en fonction de ses coordonnées atomiques.
Pour décrire entiérement le champ de forces CVFF, il faut néanmoins ajouter un

dernier terme : le terme correctif de torsion, concernant les quadruplets d’atomes

129u coeur des étoiles et dans certains accélérateurs de particules.
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consécutifs (§ 2.4.2.1). Ce terme est a part car il n’est pas issu de lois électroma-
gnétiques ni de principes fondamentaux, il est simplement justifié par les meilleurs
résultats empiriques qu’il permet d’obtenir. ..

Par ailleurs, la frontiére entre énergies de valence et non covalente n’est pas aussi
nette que ne le laisse sous-entendre la séparation en paragraphes précédente. En
effet, les termes énergétiques non covalents ont des paramétres spécifiques lorsque
les atomes impliqués sont en position dite « 1-4 », c’est-a-dire, lorsque les atomes
sont séparés par exactement 3 liaisons.

Enfin, I'interaction de la molécule avec le solvant est déterminante mais trés
cotiteuse a simuler explicitement. Aussi, verrons-nous (au § 2.4.2.2) qu’il existe des

modeéles continus permettant d’estimer une sorte d’effet moyen.

2.4.2.1 Les termes de torsion

Cette contribution traduit la modification de ’énergie lors de la rotation d’un
fragment d'une molécule autour d'une liaison. Il s’agit d’un terme correctif, qui n’a
pas d’interprétation théorique directe, mais qui se justifie par les résultats empiriques
plus cohérents qu’il permet d’obtenir.

Chaque quadruplet d’atomes topologiquement consécutifs et non coplanaires dé-
finissent deux plans entre lesquels apparait un angle dit de torsion (figure 2.20). Une
liaison comporte donc plusieurs torsions. Le potentiel énergétique est alors donné

par une formule empirique (équation (2.6)) :
Eiors = Kt (1 + COS(TL¢ - ¢0)) ) (26)

ol ¢ est angle de torsion, ¢°, n et K, sont des constantes. ¢° prend les valeurs 0 ou 7,

n vaut 2, 3 ou 4 et K; prend des valeurs relativement modestes : | K;| < 20kcal.mol~".

2.4.2.2 Modéliser le solvant

[’environnement de la molécule est déterminant pour son repliement. La présence
de solvant modifie les interactions au moins de deux maniéres (hydrophobie et ponts
hydrogéne) et, bien qu’il puisse étre modélisé explicitement en simulant toutes les
molécules, certains modéles existent qui permettent une prise en compte implicite

113

et beaucoup moins cotiteuse en temps de calcul™” : ce sont les modéles de solvant

continu. L’obtention d'un tel modéle se fait en moyennant sur toutes les positions

Bremarquons que certains auteurs omettent simplement le solvant afin d’économiser le temps

de calcul (Takahashi et al., 1999)
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F1G. 2.20: Tout quadruplet d’atomes consécutifs : (A4, B,C, D) forme un angle de
torsion entre les plans (A, B,C') et (B,C, D)

possibles des molécules d’eau, ¢’est pourquoi on parle parfois de « potentiel de champ
moyen » ou PMF (Potential of Mean Force).

F1G. 2.21: simulation des molécules d’eau et de la formation des ponts d’hydrogeéne.

Parmi les modeéles de solvants continus, le plus répandu dans les simulations de
repliements des protéines est certainement le modéle de Born généralisé (ou GB, voir
Still et al., 1990). 1l est moins coiiteux en temps de calcul, mais moins précis que des
solveurs de type Poisson-Boltzmann (Honig et Nicholls, 1995). Cependant nécessite
malgré tout le calcul d’intégrales telles que les surfaces accessibles au solvant. Enfin,
nous avons opté pour un modéle encore plus simple, précédemment développé et
implémenté par Horvath (1997) que nous détaillons ci-aprés.

Il existe des études comparatives des approches par solvant explicite et implicite,
notamment celles de Zhou et al. de 2002 et 2003. Celle de 2003 met en évidence les
défauts pouvant apparaitre lors du couplage d’'un champ de forces avec un modéle
de solvant implicite et en particulier, I'apparition de minima non pertinents dans le
paysage d’énergie potentielle. On continue a croire toutefois que les modeéles impli-
cites, en limitant les frictions, ont plutot tendance a lisser le paysage. Ainsi, citons
les travaux de Tsui et al. (2000), o le solvant implicite a permis d’accélérer grande-
ment la convergence (facteur 20) et ceux de Millar (1997) et Williams (1999) dans
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lesquels les simulations explicites ont échoué a prédire le repliement vers un état
correct alors que le modéle implicite y est parvenu.

L’impact de 'approximation continue n’est donc pas clair. Ni tout a fait néfaste,
ni tout a fait bénéfique sur les résultats, elle permet néanmoins de réduire consi-
dérablement les temps de calculs et offre des simulations plus reproductibles. Nous

adoptons ce modéle, mais garderons a I'esprit les éléments discutés ici.

2.4.2.3 La désolvatation

[’eau est un solvant particuliérement polaire ; de fait, les molécules d’eau tendent
a s’organiser autour des groupements polarisés. L’avantage énergétique di au replie-
ment de la molécule doit donc contrebalancer 1’énergie nécessaire a ’exclusion des
molécules d’eau enfouies au coeur de la molécule. Le terme de désolvatation, basé
sur un modéle de solvant continu développé par Horvath (1997), pénalise I'arrivée
d’un atome de volume V5 au voisinage (distance d; ) d'un atome de charge @y, par

un terme évoluant en )

Q1Va
T

d1,2

EDesolv = KD (27)

Ainsi le solvant tend a limiter la portée des effets électromagnétiques, c’est ce
qu’illustre la figure 2.22. Alors que dans le vide, il existe toujours une force attractive
entre les charges de signes opposés, dans l'eau, le scénario est différent : en écar-
tant les deux charges, on franchit une barriére énergétique lorsqu’il devient possible

d’introduire des molécules de solvant.
X w

FIG. 2.22: contribution énergétique de la solvatation des groupements polaires

dans le
vide

Energie libre, U ——yp

dans l'eau

— dizstance, d —

Enfin, 'eau, en s’intercalant entre les groupements polaires de la molécule, sta-
bilise les états intermédiaires et ainsi catalyse la rupture des ponts hydrogéne (fi-
gure 2.23).
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;!

>
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‘ Réduction de
la barriére
énergétique

FIG. 2.23: Les molécules d’eau catalysent la rupture des ponts hydrogéne

(LT,

2.4.2.4 Les contacts hydrophobes

L’effet hydrophobe est d’une toute autre nature. Lorsqu’on simule explicitement
toutes les molécules d’eau autour de la molécule d’intérét, cet effet est occulté, mais
dans la mesure ot I'on cherche a approximer ces molécules discrétes et polarisées
par un milieu continu, il faut tenir compte d’artéfacts notamment dus aux aspects
dynamiques. Ainsi, les molécules d’eau, polarisées, sont beaucoup plus contraintes
lorsqu’elles sont au voisinage de groupements apolaires qu’au voisinage de sites po-
larisés — elles sont en quelque sorte gelées. Or ce manque de liberté (on parle de
frustration) traduit un rétrécissement dans 'espace de phase qui engendre une pé-
nalisation entropique. Cet effet tend a rassembler les sites apolaires de la (ou des)
molécule(s) pour former des clusters hydrophobes; ¢’est aussi le phénoméne qui ex-
plique pourquoi I'huile (hydrophobe) qui minimise la surface de contact avec I'eau,

tend & ne former qu’une seule tache circulaire a la surface de I'eau (figure 2.24).

(@ (b)

F1G. 2.24: ’effet hydrophobe tend a rassembler les éléments apolaires.

Cet effet apparait comme une force uniquement parce qu’on cherche a moyenner
sur toutes les positions du solvant.
Certains champs de forces prévoient un terme énergétique binaire selon que le

contact est établi ou non, mais, pour éviter les effets indésirables des fonctions
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discontinues, nous avons modélisé I'effet hydrophobe par une fonction continue de

la distance interatomique d de la forme :
Ethob = KH IIlil’l(O, d— 5), (28)

qui est également un terme que nous avons ajouté aux termes classiques du CVFF.

2.4.2.5 Le lissage des singularités

La présence de singularités dans le paysage énergétique peut représenter un in-
convénient majeur lors de I'implémentation et surtout lors de I'optimisation (instabi-
lités). Or ces singularités apparaissent lorsque deux atomes se retrouvent exactement
au méme endroit (dy o = 0), ce qui n’est, finalement, pas plus aberrant que 'inter-
pénétration des orbitales (di o < 1). De plus, les atomes sont ici modélisés par des

« billes », ce qui n’a plus de sens lorsque d; 5 est petit car les particules sont délo-
14

calisées. Ceci a motivé la définition d'une nouvelle fonction « distance’® » : 919 ne
s’annulant plus en 0 (équation (2.9) et figure 2.25).
K.
01,2 = max |id172; Ksmooth -+ (1 — %Oth) d12:| . (29)
A 012
Ksmooth | dlﬁ

F1G. 2.25: écréetage des singularités par redéfinition de la fonction distance.

Par ce biais, nous assurons la continuité de la fonction énergie sur le paysage
)
global ; ce dernier étant compact'® (au sens mathématique), nous sommes sirs de

I’existence d’au moins un minimum global dans le domaine.

il ne s’agit plus d'une distance au sens mathématique
5ensemble borné et topologiquement fermé
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2.4.2.6 La troncature des interactions a longues distances

Contrairement au nombre de liaisons de covalence, le nombre de paires d’atomes

non liés évolue en o N2 ), ce qui fait des énergies non covalentes les plus gour-

atomes
mandes en temps de calcul. Aussi est-il courant de négliger les contributions impli-
quant des atomes plus éloignés qu’'une certaine distance (ici IOA).

Loncharich et Brooks (1989) ont comparé plusieurs méthodes de cutoff et montré
que cette méthode donnait des résultats acceptables sur des simulations de dyna-

mique moléculaire (voir également (Vieth et al., 1998b)).

2.4.3 Résumé des contributions et exemple

Les différentes contributions a I’énergie totale passées en revue ci-dessus inter-
viennent toutes avec des coefficients de pondération et des paramétres internes.
Comme signalé plus haut, I’estimation de ces constantes est réalisé¢ de sorte a repro-
duire au mieux les données expérimentales observées sur un jeu de petites molécules
a I'équilibre :

— la cristallographie par rayons-X donne la position moyenne des atomes de la

molécule quand elle est sous forme solide,

la RMN permet aussi d’avoir indirectement de telles informations en solution,
mais l'effet de moyenne sur I’ensemble de Boltzman peut introduire des erreurs
de part 'anharmonicité du potentiel,

le calcul quantique ab initio donne accés a de (trés) bonnes approximations
de I'énergie, de son gradient et de son Hessienne, en tout point de 1’espace de
phase,

les spectres de vibrations fournissent les valeurs propres de 1’'Hessienne aux
voisinages des points d’équilibre,

— l’analyse thermodynamique de données macroscopiques permet d’extraire des
informations sur le paysage d’énergie telles que les températures de mixture,
la stabilité des minima, les niveaux d’entropie, etc.

De fait, ce champ de force n’est pas exact — il n’est qu’une somme de modéles
des véritables phénomeénes quantiques  et, comme nous allons voir au chapitre 3,
il devra étre remis en question lorsque les molécules traitées seront plus grandes
et/ou hors de leur point d’équilibre. En particulier, il repose essentiellement sur des
paires atomiques et ne prend qu’implicitement en compte les dipoles ou multipoles

d’ordres supérieurs.
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Pour I'instant, cette fonction énergie peut étre considérée comme une boite noire,
renvoyant pour toute conformation d’entrée une valeur de sortie que 1’on cherche a
minimiser.

La figure 2.26 récapitule les différentes contributions intervenant dans le calcul
de I'énergie. La figure 2.27 présente le profil énergétique du butane en fonction de
son angle de torsion central. Les conformations « décalées'® » sont moins énergé-
tiques que les conformations dites « eclipsées », mais la conformation opposant les
deux groupements méthyles apparait encore plus stable. A droite, représentation en

batonnets et en sphéres de la conformation la plus stable.

torsions

longueur
de liaison

angles de valence

! 7

interactions non covalentes

F1Gg. 2.26: résumé des différentes contributions intervenant dans estimation de
I’énergie interne.

Considérons l'exemple du propane (figure 2.28) de dimension deux, qui nous
permet de représenter son paysage énergétique comme une surface de R? : le paysage

d’énergie (figure de droite) présente un minimum local et un minimum global.

2.4.4 Les champs de forces

La forme des fonctions utilisées dans le champ de forces varie en fonction du
niveau de détail adopté. Ainsi, les champs de forces pour les petites molécules orga-
niques différent de ceux qui sont uniquement dédiés aux protéines, qui, eux-méme,
n’ont pas la méme expression lorsqu’ils sont en all-atom ou en résidus unifiés. Comme
nous l'avons dit, la détermination des parameétres de champs de forces est faite afin
de reproduire différentes données expérimentales (Kosinsky et al., 2004) ; 1a encore,
différents jeux de paramétres sont obtenus selon I’ensemble de molécules utilisé.

Parmi ces champs de forces, nous pouvons citer

6]orsque les substituants ne sont pas en vis-a-vis.
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Conformations du butane

W chy H CHy p e, CHy CHy o H CHy o wH s
) L. L\ R4 X, L o—d .
e —— Kog = Pty =i o=t e T PR, T O
o/ K BwEE WY o Wl g i Y cH; H ol fMH
conformation conformation conformation conformation nformatle conformatl
antl eclipsée gauche éclipsée gauche éclipsée anti
(alternee) (aliernée) (alterne)

(alternée)

CH
CHy CHH /“ CHy CHicH 1\ CHy CHH 3
H H CH; H \ CHy H
% — — — ) S g -
H
H  CHy H H H H H . CHz H
N H -/ CHz

H

Energie
potentielld

3.8 keal/mol 3.8 keal/mel
] ¥

4,5 keal/mol
0.9 keal/mol ) 0,9 keal/mol

0 60 120 180 240 300 360
Angle de rotation entre carbone 2 et carbone 3

F1G. 2.27: (gauche) profil énergétique du butane. (droite) conformation la plus
stable.

FI1G. 2.28: la molécule de propane et son paysage d’énergie correspondant en fonction
des deux degrés de liberté 6, et 6, (figures réalisées avec PyMol et Matlab).
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— CVFF (Hagler et al., 1974; Hagler et Lifson, 1974), que nous avons utilisé, et
CFF (Maple et al., 1994),

PFFO01 (Herges et Wenzel, 2004),

- MMFF (Halgren, 1996),

~ MM2/3/4,

GROMOS (Kutzner et al., 2007),
OPLS (Jorgensen et Tirado-Rives, 2005),

— CHARMM (Brooks et al., 1983), paramétrisation, voir MacKerell et al. (1998),
AMBER (Cornell et al., 1995), délivrent ff94 (parm94), ff99 (parm99),
ECEPP : atomique mais réservé aux protéines (Momany et al., 1975),

— EEF1 (Lazaridis et Karplus, 1999; Krivov et Karplus, 2004),

— UNRES (Pillardy et al., 2001), pour résidus unifiés.

La littérature fournit en outre un certain nombre de revues (Jorgensen et Tirado-
Rives, 2005; Mackerell, 2004) dont certaines réalisent des comparatifs : (Hobza et al.,
1998; Varma, 2001). D’autres sont consacrées a la définition de fonctions de score
pour le docking (Vieth et al., 1998b).

2.5 La problématique et les hypothéses

Ayant codé les données du probléme et décrit ses degrés de liberté, nous venons de
présenter ’outil pour traduire le probléme chimique en une question mathématique :
une estimation de I'énergie. Nous précisons maintenant le cadre des études menées

et décrites aux chapitres 3 et 4.

2.5.1 Quel algorithme cherche-t-on ?

Nous sommes intéressés par la modélisation des molécules dans un cas général
(pas de restriction aux protéines ou autres cas particuliers) en vue de la prédiction
des interactions et des affinités et, plus généralement, de I'estimation des propriétés
macroscopiques. Pour cela, nous avons adopté une description statique (voir discus-
sion § 2.5.3), a l'échelle atomique — soit une précision de l'ordre du picométre —
et n’avons donc pas considéré de simplifications de type « résidus unifiés » inadap-
tées aux échelles de taille des interactions et au traitement du cas général. Afin de
pouvoir aborder des exemples réels de docking moléculaires, il a semblé judicieux a
priori de considérer les seules hypothéses simplificatrices suivantes, qui optimisent

le rapport précision/coit de calcul :
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— remplacer le hamiltonien quantique des approches ab initio par un hamiltonien
moléculaire de type champ de force : ici, le CVFF;
éluder la simulation explicite du solvant en approximant ses principaux effets
par un modeéle continu implicite ;
— décrire la flexibilité de la molécule par ses seuls degrés de liberté torsionnels.
Par ailleurs, I'ordre de taille des problémes considérés correspond a celui de
'interaction d’un ligand organique (tout au plus quelques centaines d’atomes) avec
un site actif de protéine (quelques milliers d’atomes), soient environ de 1 & 200 degrés
de liberté.
Le logiciel est destiné aux biochimistes, souhaitant prédire, expérimenter ou va-
lider des hypothéses et complémenter et interpréter leurs données expérimentales,
tout autant qu’aux chimistes de I'industrie pharmaceutique désireux d’estimer les

affinités et les activités potentielles de leurs ligands.

2.5.2 Une ou plusieurs molécules ?

La littérature différencie les études selon que sont traitées une ou plusieurs molé-
cules. Pourtant, la premiére étape pour une simulation de docking est 1’échantillon-
nage conformationnel ; et inversement, le docking peut étre vu comme une généralisa-
tion des études de repliement ot les degrés de liberté regroupent ceux des partenaires
en scéne et ceux de leurs positionnements relatifs. Toutefois, la complexité de chaque
question spécifique a motivé le partitionnement en plusieurs domaines. Par ordre de
complexité croissante, voici donc les prédictions possibles :

— I’échantillonnage conformationnel,

— les interactions de type site-ligand ot une petite molécule (le ligand de quelques
centaines d’atomes) se fixe telle une clef dans une serrure, dans un site actif
d’une protéine ou d’un complexe,

— les mouvements plus amples de parties de protéines mettant a jour des sites
actifs (voir figure 2.29),

I’allostérie, ou I’arrimage dans un site modifie la géométrie et 'activité globale
de la molécule,

les dimérisations ou les deux acteurs et leurs surfaces d’interaction peuvent
étre de tailles plus importantes (Jin et Harrison, 2002, complexe calcineurine -
cyclophiline),

les multimérisations,

les assemblages extrémement complexes, tels les moteurs moléculaires (Elston
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et al., 1998; Aksimentiev et al., 2004), voir figure 2.30.
Bien entendu, la limite entre ces domaines est artificielle et dénote les différences
d’approches computationnelles. En réalité, tout le continuum de complexité existe

entre les extrémes.

closed

F1G. 2.29: la flexibilité de la protéase HIV-1 rend les simulations in silico difficiles
(tirée de Hornak et Simmerling, 2007).

Ainsi, dans notre cas, le docking est vu comme une généralisation de I’échantillon-
nage conformationnel, ce qui justifie I’étude, dans une premiére phase (chapitre 3),

d’une molécule unique.

2.5.3 Approches dynamiques VS statiques

Comme nous l'avons vu au chapitre précédent, la description statique, avec
I’équation de Boltzmann (1.2) permet une caractérisation compléte des niveaux de
peuplement asymptotiques de chacun des états. Toutefois, 'approche dynamique est
plus riche d’informations car elle donne accés aux « hauteurs des barriéres énergé-
tiques » et donc aux temps d’attente espérés dans chaque état, de méme que les
chemins de repliement (Snow et al., 2005). Le lecteur peut consulter Karplus et Ku-
riyan (2005) pour une présentation des principaux concepts et des idées actuelles
dans ce domaine et Iftimie et al. (2005) pour les dynamiques quantiques.

L’inconvénient de ’approche dynamique réside dans sa complexité accrue : en
effet, les simulateurs, méme s’ils reposent sur I'ergodicité des trajectoires (Tupper,
2005), ne peuvent espérer simuler plus qu'une centaine de microsecondes (Pande
et al., 2003) et souffrent de I'hétérogénéité des chemins de repliement.

Hornak et Simmerling (2003) ont adopté une démarche intermédiaire, appelée
« low barrier molecular dynamics », combinant dynamique moléculaire et approche

statique afin de situer et caractériser les états de transition. Ces états de transi-
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F1G. 2.30: moteur moléculaire : le potentiel hydrogéne (pH) est converti en force
motrice de rotation, entrainant le rotor central (douze hélices bleues) dans son stator
(complexe F; et partie orange). Cette force génére des changements conformationnels
cycliques et entraine la synthése d’ATP. Ce moteur fonctionne également dans le sens
inverse, pompant les protons et consommant de ’ATP (figure extraite de Elston et al.,
1998, site : http ://www.soe.ucsc.edu/~hongwang/ATP synthase.html, consulté en
aout 2007).
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tion sont particuliérement importants (Onuchic et al., 1996; Shoemaker et al., 1999;
Baldwin et Rose, 1999) et peuvent permettre de localiser, méme dans une approche

statique, de nouveaux minima (Kolossvary et Guida, 1996).

Pour notre part, nous nous sommes restreints a une approche statique, mais avons
cherché a caractériser la globalité de I'espace de phase en décrivant les principaux

minima du paysage énergétique.

2.5.4 Que serait ’algorithme idéal ?

Afin de mieux comprendre la visée du présent travail, illustrons ce que serait
un algorithme idéal... Car contrairement a I'idée souvent véhiculée, 1’échantillon-
nage conformationnel et le docking ne doivent pas se limiter & déterminer in silico
une structure tridimensionnelle des édifices moléculaires : comme nous ’avons vu
au chapitre précédent, tous les minima peuplés du paysage d’énergie sont utiles
a la compréhension de la fonction moléculaire. Le but de la modélisation molécu-
laire est donc de caractériser tous ces minima, en termes d’énergie, de volume et
de forme des puits (on peut méme chercher a caractériser les états de transition,
Baldwin et Rose, 1999, Shoemaker et al., 1999b). En un mot, le but ultime est de
reconstruire la densité de probabilité sur tout 'espace de phase. Une caractéristique
chimique macroscopique, C, s’obtient alors comme la moyenne pondérée ('espérance
mathématique) des caractéristiques de toutes les géométries possibles C'() (équa-
tion (2.10)).

caractéristique C = E,[C(O)] = C(0)p(0)do. (2.10)
0eQ

Il existe plusieurs barriéres a cela dont la premiére est celle de la taille extraor-
dinaire de I'espace de phase €. Les trés nombreuses évaluations de ’énergie sur cet
espace nous forcent a utiliser un modéle de champ de forces dont les approximations
sont également un facteur limitant pour une bonne estimation. Comme cela ne peut
donc étre fait directement, on repense la densité de probabilité en s’inspirant de la

méthode d’approximation des intégrales de Monte Carlo (équation (2.11)).

1

S Fla), (2.11)

miegp

Afumquw

éch

ou &, représente un échantillonnage de 2 selon la loi de probabilité de densité p et
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N¢en son cardinal. Autrement dit, on approxime la densité par :

p(x) = > (e =), (2.12)

ot §(z = a) est la mesure de dirac en a.

Cette approximation est d’autant plus précise que I’échantillonnage £, est im-
portant (Ng, — +00). Et ¢’est sur cette base que reposent implicitement tous les
algorithmes de modélisation moléculaire (d’ou l'origine controlée de I'appellation :

échantillonnage conformationnel).

2.5.5 Formalisation de I’échantillonnage conformationnel

Pour aller plus avant dans cette formalisation, remarquons qu’il n’est pas forcé-
ment possible d’obtenir un échantillonnage &,, représentatif de I’espace, selon une
densité p connue a posteriori, ¢’est pourquoi on utilise une astuce de calcul afin
d’utiliser d’autres lois de distribution 7, dont la plus courante est la distribution
uniforme sur tout €.

En posant g la fonction telle que g(x) = %f(a:) et en lui appliquant le théoréme

T

de I'équation (2.11), il vient :

> gw) 2= [ gy
Q
Néch—>+oo
N, | papla)ds,
Q
Autrement dit, cela revient a échantillonner I'espace selon une densité = que 1’on

maitrise mieux et a pondérer les échantillons f(x;) par des poids w; définis de la

maniére suivante :

, _ p(x;)
“ B ()’ (2.13)
1 Ngcp—+00
N 2wl (1) ——— ) fa)p(z)da. (2.14)

r;€ER

Pour pouvoir appliquer une telle astuce, il faut s’assurer, dans les poids w;, que

7 ne s’annule pas 1a ou p est non nulle. .. Autrement dit, le support de p doit étre
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inclus dans celui de 7, ce qui nécessite un échantillonnage plus vaste!'”.

L’approximation (2.12) devient alors :
(@)~ 5 Y wile =2 215
T) N —— wid(x = xy). :
g NéCh ri€EL

Ainsi, la prédominance des minima pertinents du paysage énergétique est main-
tenant explicitement mise en évidence par la pondération par ces facteurs de Boltz-
mann, alors qu’elle est implicitement prise en compte lors de dynamiques molécu-

laires qui revisitent de nombreuses fois les états peuplés.

Enfin, remarquons que dans le cas d'une distribution uniforme,

1

= 2.16
o (216)

m(x)
o Vg est le volume total de 'espace. Dans I’équation (2.14), le facteur w; / Ngen peut

alors s’exprimer
D (e
- (2 Y
Néch Néch

et Vo/Nean représente le volume élémentaire de ’échantillon, qu’il faut rapprocher

(2.17)

du volume élémentaire dxr dans les intégrales (équation (2.11)). L’échantillon z;
représentant un puits de potentiel est donc caractérisé par son facteur de Boltzmann
p(x;) = e‘ﬁEi/Z, mais pondéré par le volume de ce puits, ce qui permet de faire le

lien avec I’entropie introduite dans le premier chapitre.

2.6 Conclusion

Dans ces deux premiers chapitres, nous avons exposé les principaux éléments
nécessaires a la compréhension de la problématique et a la justification de nos choix.
Nous avons décrit la molécule et la facon de I'intégrer dans I'ordinateur. Nous avons
également présenté ce qui fait de cette thématique un probléme d’optimisation origi-
nal : la nécessité de localiser tous les minima et des dimensions d’espaces de recherche
particuliérement importantes. Enfin, nous avons posé les fondements mathématiques

de I’échantillonnage conformationnel et du docking.

"remarquons que dans le cas d’une probabilité de Boltzmann, e=?F ne s’annulant jamais, on

devra faire 'approximation F = 4+o00 en dehors de 'ensemble &,
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Remarque sur la complémentarité des approches. Loin de nous l'idée que
les méthodes computationnelles puissent concurrencer les approches expérimentales !
Car la compréhension des fonctions moléculaires et de leur insertion dans des graphes
d’interaction globaux est d'une complexité telle que ces méthodes apparaissent le
plus souvent comme complémentaires.

Ainsi, I'alignement d’une séquence protéique sur des bases de données de struc-
tures connues reste le meilleur moyen et le plus rapide pour extraire des informations
structurales sur la molécule (Vinga et Almeida, 2003, revue sur l'alignement des sé-
quences).

[’échantillonnage conformationnel permet souvent d’affiner les données expéri-
mentales parfois lacunaires ou imprécises. On peut également, connaissant la struc-
ture (Yang et al., 2006) ou/et la fonction (Sommer et al., 2004), essayer de prédire les
chemins de repliement. De méme, les modéles de type Go utilisent la connaissance
des contacts natifs (Taketomi et al., 1975).

D’autres auteurs insérent les informations expérimentales dans les heuristiques de
recherche, c’est le cas notamment de Clore et al. (1986) qui propagent des contraintes
de distances interatomiques dans les simulations. De méme, Dandekar et Argos
(1997) dont D'algorithme génétique en charge de déterminer la structure tertiaire
de protéines accepte les informations extraites d’expériences telles que 'existence
de ponts disulfure ou d’interactions site-ligand, la préservation du collapsus hydro-
phobe ou de « cages » a ion metallique, etc. Les algorithmes SHAKE (Van-Gunsteren
et Berendsen, 1977, annoncent un gain de temps d’un facteur 3) et RATTLE (An-
dersen, 1983) propagent également des contraintes de distances afin d’accélérer les

simulations de dynamiques moléculaires.



Chapitre 3

Echantillonnage conformationnel

d’une seule molécule

3.1 Introduction

La premiére étape pour comprendre les modes d’interactions de deux molécules,
est de mettre en évidence, pour chacun des acteurs, sa ou ses structures préfé-
rentielles, ses états de transition, sa dynamique. Avant de traiter deux molécules
simultanément, nous étudions donc le cas d’une seule.

Toute molécule posséde, comme nous I'avons vu, un certain nombre de degrés de
liberté lui permettant de modeler sa géométrie en fonction des différentes interac-
tions intra ou intermoléculaire. [.’existence d’une conformation optimale, bien qu’en
compétition avec d’autres géométries lorsque la température augmente, découle de
la formule de Boltzmann (équation (1.2), page 34) et correspond au minimum absolu
de I’hypersurface d’énergie potentielle.

Nous avons choisi, pour capturer la flexibilité des molécules, de décrire ses degrés
de liberté torsionnels, ce qui constitue un bon compromis entre taille de 'espace de
phase (nombre Nyq de degrés de liberté) et principales sources de flexibilité (voir
§ 2.3.2, p. 62).

Nous disposons donc d’un premier modéle physique permettant de comprendre
le probléme biochimique comme une question mathématique : trouver le Nygq-uplet
d’angles de torsions qui minimise la fonction énergie.

Ce probléme de recherche opérationnelle — trouver un minimum d’une fonction
cott est bien connu des informaticiens et des automaticiens, cependant, ce qui

caractérise le probléme présent, c’est :

89
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— la taille de 'espace de recherche (avec 1 a 200 degrés de liberté pour les mo-
lécules que nous avons traitées),
les trés fortes irrégularités de la fonction cible rendant les études locales et
globales trés fastidieuses et le nombre prodigieux de minima locaux qui voue
toute approche déterministe a I’échec,
enfin, nous ne cherchons pas une solution correcte, mais /e minimum absolu
et tous les minima pertinents.

Avant de nous concentrer sur notre implémentation de 'algorithme (§ 3.4 et sui-
vants), nous présenterons quelques stratégies utilisées dans la littérature (§ 3.2) et
apportons quelques précisions (§ 3.3) concernant la complexité théorique du pro-
bléme, la précision que l'on peut attendre du calcul ainsi que le temps de calcul
carctéristique d’une évaluation. Ces éléments ont été déterminants dans nos choix.

NB : la fonction cible que I'on cherche & optimiser sera appelée fitness, par

référence a la recherche opérationnelle.

3.2 Les stratégies existantes

Les différentes stratégies de recherche qui ont été développées peuvent étre hié-
rarchisées selon plusieurs critéres dont nous avons retenu un petit nombre listés
ci-dessous. Bien souvent, elles dépendent des problémes auxquels elles ont été appli-
quées, mais les idées ont été fréequemment reprises, donnant lieu & des adaptations.
Enfin, notons que de nombreuses hybridations entre les approches ont rendu la clas-
sification plus difficile.

Nous présentons maintenant les principales stratégies de recherche opération-
nelle ainsi que les approches existantes de la modélisation moléculaire. Pour ne pas
alourdir la rédaction, nous avons résumé la classification des différentes idées dans
le tableau 3.1 (page 100) et ne détaillons que les particularités utiles a nos dévelop-
pements futurs.

Critéres retenus pour la classification des méthodes :

espace de recherche discret ou continu,
— optimisation déterministe ou stochastique,

stratégie d’intensification ou de diversification,

heuristique nécessitant une solution initiale (voire plusieurs) ou aucune,
— intégration d’'un mécanisme de sélection ou non,

gestion d'une unique solution ou d’une population d’ « individus »,

stratégie parallélisable ou séquentielle.
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On trouve, dans ce domaine, un certain nombre de revues réalisant ’état de
lart, auxquelles nous renvoyons le lecteur pour plus de précisions : (Neumaier, 1997;
Neumaier, 2004).

3.2.1 Algorithmes déterministes

Le premier et le plus simple algorithme d’échantillonnage consiste a

explorer exhaustivement tout l’espace de phase, c’est a dire toutes les conforma-

tions possibles d’une molécule. Cette stratégie, rapidement écartée étant donnée la
croissance exponentielle de la taille de 'espace de recherche en fonction du nombre
de degrés de liberté, reste pourtant la seule méthode de recherche qui trouve en
temps fini le minimum absolu d’un espace discret (méme s’il faut 10% années, voir
paradoxe de Levinthal, § 1.3.4.1 p. 41).

Le deuxiéeme type d’algorithmes déterministes, est celui des méthodes par
gradient (« steepest descent » ou « hill climbing ») qui réalisent une optimisation
locale d’une solution préexistante en explorant le paysage d’énergie dans la direction
du gradient, c¢’est-a-dire en suivant la plus grande pente (Morris et al., 1998; Thom-
sen, 2003). Comme nous 'avons fait remarquer, il s’agit d’une stratégie de recherche
locale offrant une aptitude limitée a I'exploration (méme s’il en existe une version
multistart). Elle souffre de la nécessité d’étre initialisée avec une solution de départ
et reste bloquée dans le minimum local avoisinant. Elle ne peut donc suffire seule
dans un paysage comportant énormément de minima, mais offre cependant un outil
trés performant lorsqu’elle est hybridée avec d’autres heuristiques.

Les méthodes par voisinages variables (Teghem, 2003), se basant sur une défini-

tion multiple, voire adaptative, de la notion de voisinage, permettent de modifier la
stratégie en fonction de la configuration du paysage et, ainsi, d’éviter le piége des
minima locaux. La recherche reste toutefois limitée a certaines régions de I'espace
de solutions, elle ne permet pas une exploration diversifiée et reste une méthode trés

lente.

La classe des stratégies branch and bound (Androulakis et al., 1995; Klepeis et
Floudas, 2001) permettent de localiser le minimum en procédant par découpage et en
restreignant progressivement I'espace de recherche. Des exemples de telles approches
sont données par les méthodes par intervalles, les intersections par des hyperplans

(cutting planes), la programmation linéaire pour les fonctions cibles convexes, le cas

des fonctions cibles se présentant sous la forme de différences de fonctions convexes,

etc.
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3.2.2 Algorithmes stochastiques sans mécanisme de sélection

[ls comptent principalement les heuristiques de marche aléatoire et les méthodes

de bruitage.

Les marches aléatoires constituent le compromis le plus simple entre les méthodes

par gradient (bloquées dans le moindre minimum local) et la recherche exhaustive
(qui aboutit en 10% années) : nous avons la une heuristique qui fait fi des bar-
riéres énergétiques, tout en préservant une convergence asymptotique. C’est aussi la
premiére méthode qu’on peut qualifier de anytime, ¢’est-a-dire qu’elle propose une
solution temporaire a tout instant. Ce sont la ses seuls avantages car en plus d’étre

lente, elle peut revisiter plusieurs fois les mémes régions de l'espace.

Les méthodes de bruitage, qui consistent a ajouter ou oublier des termes dans la

fonction cible (figure 3.1), sont congues afin d’éviter d’immobiliser la recherche dans
les minima locaux. Il s’agit en réalité plus d’une astuce d’optimisation (& rapprocher
du smoothing, voir § 2.4.2.5 p. 77) a utiliser en conjugaison d’une autre heuristique
que d’une méthode de recherche a part entiére. Cette stratégie prend toutefois un
sens particulier dans le cadre de I’échantillonnage conformationnel si on la rapproche
des mécanismes des molécules chaperones (§ 1.3.1) qui isolent la protéine a replier
et modifient temporairement I’environnement chimique et donc le paysage d’énergie

potentielle.

Parmi les méthodes de bruitage, on peut ranger les stratégies qui approximent
grossiérement la fonction cible de sorte qu’elle devient beaucoup moins cotiteuse a
calculer, ¢’est le cas par exemple des sous-estimateurs convexes (Dill et al., 1996), des
approximations par réseaux de neurones (Antes et al., 2005) ou par des estimateurs
Pareto (Ultsch, 2003). Parfois elle est plus cotliteuse mais présente certains avan-
tages, concernant par exemple ’abaissement des barriéres énergétiques : c’est le cas
de la stratégie STUN : Stochastic TUNneling (Schug et al., 2005a) qui atténue les

fortes énergies (fonction logarithme), ou de I’heuristique Basin Hopping Technique

qui utilise comme fonction cible la meilleure énergie dans un voisinage de 1’échan-
tillon (Nayeem et al., 1991; Schug et al., 2005a). Enfin, Coleman et Wu (1996) ont
proposé d’utiliser un critére similaire a 1’énergie libre sur un voisinage des solutions

(méthodes par continuation), ce qui lisse d’autant plus le paysage que ce voisinage

est grand; au fil de l'algorithme, le voisinage est rétréci et la fonction modifiée

converge vers la fonction cible initiale.
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F1G. 3.1: principe des méthodes de bruitage : modification temporaire de la fonction

cible.

FI1G. 3.2: approximation du paysage énergétique par des fonctions simplifiées
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3.2.3 Algorithmes stochastiques avec mécanismes de sélec-

tion sur solution unique

Un certain nombre d’algorithmes implémentent des stratégies de sélection : le
traitement d’une solution dépend maintenant de son fitness et la visite des régions
de I'espace de phase n’est plus uniquement le fruit du hasard, mais dépend également

des solutions antérieurement explorées.

Citons en premier lieu la stratégie « tabous » (Glover, 1989; Glover, 1990; Glo-

ver et al., 1995) qui se décline de différentes fagons : la premiére est basée sur la
marche aléatoire et consiste a interdire certains mouvements afin d’éviter de revisi-
ter certaines régions connues. Ainsi, si la marche aléatoire propose un déplacement
(dby,...,d0N,,), la stratégie tabous peut n’autoriser que les déplacements vérifiant
df; > 0. Une autre implémentation propose de stocker temporairement les derniéres
solutions échantillonnées dans une « liste taboue » et de réutiliser cette liste afin
de rejeter certains mouvements ou certaines solutions dans des régions considérées

comme connues. Bussi et al. (2006) ont utilisé une méta-dynamique qui consiste a

construire au fur et & mesure, sur le paysage d’énergie, une nouvelle contribution pé-
nalisant les régions déja échantillonnées (bruitage). Cela permet d’aplanir le paysage,
ce qui rend la recherche beaucoup plus exploratoire (la fréquence d’échantillonnage
des états devient théoriquement linéaire avec 1’énergie au lieu d'une dépendance clas-
siquement exponentielle comme dans la formule de Boltzmann), de plus, le terme de
pénalisation offre une image en négatif de 1’énergie libre. De la méme fagon, Schug

et al. (2005b), ont proposé une stratégie, appelée energy landscape paving, intermé-

diaire entre le Monte Carlo (Cf. ci-dessous), les méthodes de bruitage et 1'utilisation
de tabous, appliquée a I’échantillonnage conformationnel. Elle consiste a explorer
les régions de basses énergies du paysage mais utilise une fonction cible modifiée,
prenant en compte le temps passé dans chaque minimum afin de forcer constamment

la recherche vers de nouvelles régions.

La stratégie de Monte Carlo est également dérivée de la marche aléatoire mais
différe par I'existence d’un critére d’acceptation de chacun des pas, dépendant de
la température et des énergies des solutions initiale et finale. Ce critére dit de
Metropolis-Hastings peut s’écrire, dans le cas d’une minimisation d’une fonction

f, comme (équation (3.1)) :

Pr(accepter un pas de X a Y') = min {1; exp (—

WSOV
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ou 1" est un paramétre de température autorisant I’exploration ou au contraire for-

cant l'intensification. Il est équivalent & min (1; %) lorsque la densité cible 7 n’est

pas exprimée sous la forme %exp <—RBLT>

Le recuit simulé (Kirkpatrick et al., 1983) s’inspire de concepts de la physique
statistique et du procédé de fabrication du méme nom, selon lequel les atomes s’ar-
rangent de facon plus stable lorsque la température est augmentée puis diminuée
trés progressivement. Ainsi, I'algorithme repose sur un ou plusieurs cycles de Monte
Carlo avec des montées en température suivies de refroidissements lents (Teghem,
2003; Schug et Wenzel, 2004). Cette stratégie permet, en principe, de sortir des
minima locaux et de franchir certaines barriéres (lorsque la température est suf-
fisamment haute) et elle assure une convergence asymptotique vers le minimum
global. En pratique, I'existence de trés fortes barriéres énergétiques — comme c’est
le cas dans le repliement moléculaire borne malgré tout la recherche dans des
régions restreintes de ’espace de phase; de plus, il est nécessaire de disposer d’une
solution initiale, qui peut influence grandement le résultat final.

Nayeem et al. (1991) ont utilisé la méthode intermédiaire du « Basin Hopping
Technique » et ont comparé les résultats au recuit simulé : 'approche BHT semble
supérieure au recuit simulé, en particulier en ce qui concerne la découverte de minima
diverses.

Schug et Wenzel (2004a) ont reporté une version paralléle de recuit simulé o
plusieurs solutions sont optimisées indépendamment sur différents processeurs tandis
qu'une machine maitresse gére la convergence des solutions et la répartition des

taches.

3.2.4 Algorithmes stochastiques avec mécanismes de sélec-

tion sur un ensemble de solutions

D’autres algorithmes ayant puisé leur inspiration dans les systémes biologiques
naturels, font appel & un ensemble de solutions qu’ils gérent et font évoluer simul-
tanément ; le devenir d’une solution (appelée individu) ne dépend alors plus simple-
ment de son passé ou de son fitness, mais également de I’ensemble de la population.

Un premier exemple est celui du paradigme des fourmis (Teghem, 2003), basé sur le

recrutement d’individus dans les régions intéressantes de I'espace de phase. Typique-
ment, cela se fait en mémorisant temporairement (notion de phéromones volatiles)
les derniéres solutions intéressantes visitées, afin de tirer parti de leur expérience

et de proposer des pistes pour les recherches futures. Inversement, le taux d’erreur
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qui se traduit par un certain nombre de fourmis déambulant aléatoirement, permet
d’explorer globalement le paysage. Ce type de stratégie a été appliqué au probléme
de I’échantillonnage conformationnel dans le cas du modéle hydrophobe-polaire sur
grilles 2D et 3D (Shmygelska et Hoos, 2003, et 2005).

De méme, I'heuristique des essaims d’abeilles (Kennedy et Spears, 1998) repro-

duit certains comportements individuels en espérant voir émerger les comportements
collectifs des insectes sociaux qui trouvent inmanquablement la nourriture dans leur
paysage propre.

Vengadesan et Gautham (2003) ont proposé d’utiliser un ensemble de « carrés
latins » mutuellement orthogonaux afin d’échantillonner 1’espace de phase ; a chaque
itération, la connaissance du paysage énergétique en N? points (ou N est la taille
de I'espace de phase) leur permet de choisir N? nouvelles solutions potentiellement
meilleures.

La stratégie, beaucoup plus populaire, des algorithmes génétiques (Holland,

1975) copie les modes de reproduction observés (croisement de chromosomes, muta-
tions accidentelles) et de sélection naturelle (la loi du plus fort) afin de faire émerger
les meilleurs individus (Darwin, 1859). De nombreux livres exposent cette stratégie
(Goldberg, 1989; Davis, 1991; Michalewicz, 1994; Renders, 1995; Béck, 1996, etc.)
qui offre un véritable cadre de développement pour incorporer toutes les heuris-
tiques complémentaires et astuces vues précédemment. Sa présentation sous forme
de squelette algorithmique laissant beaucoup de liberté, ainsi que sa facilité a les
adaptater aux différents types de problémes, ont fait la renommeée de cette heuris-
tique. De plus, la possibilité de les paralléliser a plusieurs niveaux (parallélisation
des évaluations individuelles, de I’évaluation de la population, modéle des iles, etc.)
leur a permis un nouvel essor avec 'avénement du calcul distribué.

Les mécanismes utilisés dans les AGs permettent d’éviter le piége des minima
locaux ; de plus, la notion d’héritage des schémas' (fragments de solutions) prend un
sens particulier avec les notions d’éléments structuraux (ou structures secondaires
pour les protéines, voir § 1.3.2 p. 31) et de repliement hiérarchique (voir § 1.3.4.5
p. 49). En effet, des sous-parties de solutions correctement repliées peuvent étre pré-
servées a travers les mécanismes de croisement et mutation et, ainsi, étre disséminées
a travers la population en offrant un avantage concurrentiel aux individus, qui maxi-
misent alors la probabilité de recombiner les éléments structuraux pour obtenir une
solution globale.

Bien qu'il ait été montré que les algorithmes génétiques (AGs) ne sont pas bien

'terme introduit par Holland dans les études théoriques des comportements des AGs.
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adaptés a I'optimisation de fonction (De Jong, 1993) (d’ou les nombreuses hybrida-
tions), ils ont malgré tout été largement utilisés dans les problémes de modélisation
en chimie en général (voir les références de la revue de Leardi de 2001) et de I'échan-
tillonnage conformationnel en particulier (Schulze-Kremer, 1995; Takahashi et al.,
1999; Jin et al., 1999; Damsbo et al., 2004; Djurdjevic et Biggs, 2006).

Vieth et al. (1998b) ont comparé les AGs a deux autres heuristiques pour le
docking semi-flexible (Monte Carlo et dynamiques moléculaires); la conclusion de
cette étude est que les AGs échantillonnent plus souvent dans les régions aberrantes.
C’est malheureusement 1a un des défauts des AGs qui, de plus, n’évitent pas le ré-
échantillonnage de solutions déja rencontrées. .. En conséquence, les AGs sont trés
gourmands en temps de calcul.

Remarquons enfin que la stratégie de croisement des AGs peut étre comprise
et implémentée de plusieurs facons. Contrairement a la méthode classique, Glover
(1997) a proposé d’utiliser, comme recombinaison, des barycentres de deux individus
sélectionnés parmi les meilleurs (heuristique du « scatter search »). Dans ce cas, si
la population est autour d’'un méme minimum, on intensifie la recherche en n’uti-
lisant que des poids positifs (enveloppe convexe) tandis qu'on tend a diversifier si
on autorise des poids négatifs. Si la population est répartie dans différents minima,
on relie ainsi les puits par des chemins linéaires (en les dépassant éventuellement)
pour en découvrir de nouveaux (stratégie dite par recombinaison de chemins ou

« path relinking »).

Une autre stratégie évolutionnaire utilise le principe de mutation en réalisant des
perturbations des individus selon une loi normale gaussienne dont la matrice de co-

variance est adaptativement ajustée : ¢’est la CMA : Covariance Matrix Adaptation

(Hansen et Ostermeier, 1996; Hansen et Ostermeier, 2001). Cette heuristique est
trés en vogue actuellement (Auger et al., 2004) mais se comporte d’autant mieux
que le paysage est peu accidenté.

La derniére stratégie est celle des méthodes particulaires appartenant a la classe

des heuristiques de Monte Carlo avec chaines de Markov (Del Moral et Doucet,
2002; Davy et al., 2003; Grassberger, 2004). Elles ont été initialement inventées afin
d’estimer des intégrales complexes sur des domaines de grandes dimensions (voir
la méthode de Monte Carlo § 2.5.4 p. 85) en générant un n-échantillon selon une
densité de probabilité dite cible, liée a la fonction objectif. Ces méthodes combinent
élégamment les heuristiques de recuit simulé et d’algorithmes génétiques, puisqu’elles
utilisent des mécanismes similaires aux mutations/sélections pour diversifier et in-

tensifier la recherche et peuvent introduire un parameétre de température qui diminue
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au cours de 1’algorithme.

3.2.5 Les dynamiques moléculaires

La popularité des dynamiques moléculaires est telle que chaque idée nouvelle

dans le domaine de I'optimisation a recu son pendant en dynamique moléculaire;
aussi est-il difficile de la classifier dans une catégorie particuliére.

Avec des termes stochastiques dits de Langevin, elles font plutot partie des stra-
tégies aléatoires puisqu’on ajoute aux forces usuelles des termes modélisant les chocs
stochastiques ayant lieu en solution. Un échantillonnage suffisamment long permet,
en théorie, de caractériser le paysage global d’énergie.

Le principal inconvénient des dynamiques moléculaires, c¢’est qu’elles peuvent dif-
ficilement étre menées sur des temps plus longs qu’une microseconde? (méme apres
plusieurs mois de calculs), durée qui commence seulement a étre statistiquement
pertinente. De plus les espaces de phase de trés grandes dimensions ou comportant
des hautes barriéres énergétiques restent difficiles & échantillonner (Cui et Simmer-
ling, 2002) et les simulations restent dépendantes des conditions initiales. Ceci n’est
pas seulement un probléme de moyenne sur une trajectoire trop courte (la puissance
des ordinateurs permettant des simulations de plus en plus longues), mais plutot
sur I'unicité de la trajectoire, alors que les observables dans les tubes a essais sont

moyennées sur un grand nombre de trajectoires.

SRR

FIG. 3.3: schématisation d’une trajectoire dynamique de la molécule dans son espace
de phase, selon les équations de Newton et un champ de forces donné, a partir d’une
géométrie et de vitesses atomiques initiales données.

Si la parallélisation de la simulation d’une unique trajectoire parait difficile, il

2Un déploiement masssivement paralléle mené par Pande et al., 2003, reporte un total de
quelques centaines de microsecondes.
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F1G. 3.4: mise en évidence de la dépendance aux conditions initiales : ici les trois
simulations aboutissent dans trois minima différents.

est possible de simuler de nombreuses petites trajectoires, ce qui rend possible la
parallélisation d’une telle approche (voir Pande, 2003 et Kim, 2004).
Les inconvénients de la dynamique moléculaire ont poussé les scientifiques a

améliorer cette stratégie : ainsi, la stratégie de « replica exchange » tire parti de

I’avénement des clusters de processeurs et des grilles d’ordinateurs et simule de mul-
tiples trajectoires a différentes températures en paralléle avec des échanges de solu-
tions possibles selon un critére semblable au critére de Métropolis-Hastings (Garcia
et Onuchic, 2003; Mu et al., 2006; Roitberg et al., 2007). Cette stratégie est aussi
dénomée « parallel tempering method » (Schug et al., 2004).

Le « multicanonical molecular dynamics » (Kim et al., 2004) adapte la stratégie

du « multicanonical sampling » pour assurer 1’échantillonnage des régions de plus

fortes énergies lors de simulations de dynamiques moléculaires. Kamiya et Higo
(2001) ont également reporté une combinaison de recuit simulé avec une dynamique

multicanonique.

3.2.6 Reésumé des heuristiques

Le tableau 3.1 résume la classification des principales stratégies de recherche
commentées en amont. Les intitulés des colonnes renvoient aux critéres retenus dans
I'introduction (page 90).

NB : « O/N » signifie « Oui ou Non » ; le symbole « / » indique que la méthode
n’est pas concernée par le critére; enfin, les étoiles : S*, indiquent que des versions

« multistart » existent et sont parallélisables.
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Cont | Dét Sol . Indiv | Parallé-
Stratégie ou ou Intens init Sélection ou lisable
Disc | Stoch | " Glob O/N O/N Pop Séq
R. exhaust. D D / N N [ /
Gradient C D I O N I S*
Branch & B C D G N N I /
Monte Carlo D S G O O | S*
Tabous D S G O O I S*
Recuit Sim. D S G O O I S*
Basin H. T. D S G+I1 O O I S*
Fourmis C S équilibre | O O P /
AGs D S équilibre N O P /
CMA C+D S I O O P /
particulaire D S équilibre N O P /
Dynamique M. C S / O N I S
Replica exch C S / O O P /

TAB. 3.1: classification des stratégies de recherche selon principaux critéres.

3.3 Premiéres caractéristiques

3.3.1 Reésultats sur la complexité

Je ne me découragerai jamais

Sainte Thérese de I’Enfant-Jésus, 11 ans

Hart et Belew (1991) ont démontré que I'optimisation d’une fonction quelconque
est un probléme NP-difficile. Formellement, en considérant la classe des fonctions
f :{0,1}Near — 7 qui se calculent en temps polynomial, ils prouvent que le pro-
bléme de savoir §'il existe un point P de l'espace tel que f(P) < A (A donné) est
NP-complet. La conclusion de cette étude est que I'analyse théorique ou expérimen-
tale des AG ne peut se faire qu'en regard de la classe de fonctions utilisée pour
I'optimisation (& ce sujet, il existe des générateurs de problémes multimodaux aléa-
toires pour AGs : voir (De Jong et al., 1997)).

Prédire la structure d’une protéine est également NP-complet, comme 1'ont
prouvé plusieurs auteurs pour différents modéles combinatoires (Ngo et Marks, 1992;
Unger et Moult, 1993a; Fraenkel, 1993; Crescenzi et al., 1998). Et méme en consi-
dérant les géomeétries connues d’autres séquences, il a été montré que I'étape d’ali-
gnement de séquence est déja NP-difficile (Lathrop, 1994; Calland, 2003).. .
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La complexité pour I’évaluation de la fonction énergie est, elle, beaucoup plus
faible puisqu’elle n’évolue qu’en o(N2,)). En effet, la premiére étape de reconstruction
de la géomeétrie se fait en o(NZ,)), car le nombre de rotations & pourvoir est Ngq et
la taille moyenne des fragments a tourner est d’ordre Ngq;. On tourne des blocs de
plus en plus petits autour des liaisons de valence en commencant par le centre de la
molécule. Ensuite, la génération de la matrice des distances interatomiques requiert
également un effort qui évolue en o( N3, ), mais I'évaluation des termes d’énergie

(lice et non-liée) est linéaire grace a la troncature a longue distance (§ 2.4.2.6 p. 78).

3.3.2 Précision du calcul pour I'estimation de I’énergie

Le calcul sur nombres flottants n’est ni associatif, ni com-

mutatif. ..

anonyme

Estimons le cumul des erreurs dans la rotation des fragments pour la reconstruc-
tion des géométries : I'atome en bout de chaine (une molécule linéaire représentant
le pire cas) a subi au maximum Ngq;/2 transformations, donnant lieu a chaque fois a
une numérisation sur 32 bits (c’est-a-dire une erreur d’environ 10~® maximum dans
chacune des trois directions soit e £ v/3 x 1078A au total). Dans le pire des cas, et
pour Ngq1 < 200, on a donc une erreur de position du dernier atome de I'ordre de
100 x e.

Pour avoir la précision de I’énergie par rapport a celle des angles de torsion, il

faut multiplier les précisions :
) ) 00 od
‘% _'% x‘% x‘%', (3.2)

ou 0 est la pseudo distance utilisée pour lisser le paysage (section 2.4.2.5).

La pire situation advient dans les termes de Van der Waals en A/d'? (équa-
tion (2.5), p. 72), lorsque des atomes s’interpénétrent : d est proche de 0, ? vaut
alors Kgmeoth (typiquement IA) et A/012 est de 'ordre de 10° a 107. Pourtant, les
trés hautes énergies de telles conformations ne sont 14 que pour signifier les aberra-
tions diies aux artéfacts de la modélisation. Ces conformations sont immeédiatement
détectées et écartées® dans I'algorithme et leurs énergies, jamais comparées.

Pour étre wiable, on impose donc que d soit supérieure a une certaine valeur

3feetus non-viable ou mort-né, dans le vocabulaire des algorithmes génétiques
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(dmin= 0, 6A dans notre cas). A cette distance, on peut estimer toutes les différen-

tielles de 'équation (3.2) :

sl = Il < lal < [
o % (1 Faen)x100e (3.3)
~ 107,

soit une précision de I'ordre de 0,1 & 1 kcal.mol™!, ce qui est acceptable, mais non

négligeable.

3.3.3 Temps caractéristique

Les temps donnés ci-dessous sont issus de tests sur station de travail HP xw6200
Xeon 3,4 GHz.

Le temps de chargement offline de la molécule (lecture des atomes, reconstruc-
tion du graphe de connectivité, etc.) se corréle avec le nombre d’atomes et prend
environ 2ms pour une molécule de 300 atomes. Ce temps est identique pour toutes
les implémentations de nos algorithmes. C’est aussi, a peu pres, le temps qu’il faut
compter pour créer et écrire un fichier moléculaire de sortie.

De méme, le temps nécessaire pour reconstruire la géométrie d’'une molécule de
300 atomes a partir de son vecteur d’angles de torsions est environ de 600us. L'éva-
luation de ses termes d’énergie est négligeable et prend au maximum une dizaine de

microsecondes.

3.4 Implémentation d’un algorithme génétique

3.4.1 Principe général

Introduits pour la premiére fois par John Holland*, les AGs cherchent a repro-
duire a la fois les mécanismes de croisements d’individus, mais également la pression
de sélection qui existe pour la survie et la pérennité des espéces. Le but est de faire
émerger, selon la « loi du plus fort », des solutions de plus en plus adaptées.

Les points de 'espace de phase sont donc interprétés comme des chromosomes

représentant les solutions potentielles ; des opérateurs de croisement et de mutation

4premiére introduction des bases des AGs par John Holland en 1962 : Outline for adaptative
systems with programs roving cellular computer, qui a débouché sur le livre fondateur de 1975.
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simulent les recombinaisons génétiques et les mutations accidentelles observées dans

les organismes naturels (voir figure 3.5).

deux chromosomes parents et

une position de croisement deux chromosomes fils
! / ! ! ! 2 2 2 ! !
H,’ H_’) H; 9,‘+1 9;7 (9; gl H; H;’-v—'{ Hn
2 2 2 2 2 4 ! ! ! 2 2
7| 0| ... | 6 |G| ... | bn g 16" | ... | G |G| ... | O
un chromosome muté et une position de mutation un mutant
|6, ] 0 Lol .. lal =2 lole|l. . |lol.]|a]

FI1G. 3.5: opérateurs de croisement et mutation.

L’algorithme alterne alors, a chaque itération, étape de recherche de nouvelles
solutions (diversification) et étape de sélection des individus de meilleures énergies
(intensification). Dans la premiére, les recombinaisons permettent d’agrandir la po-
pulation, tandis que dans la seconde, on rejette les moins bonnes solutions afin de

garder constante la taille de la population (figure 3.6).

étape t : étape 1ntermeédiaire : étape t+1 :
/ ! ! 1 ! ! i / !
O, 10| - | ba \—> 0, 10-| - |6, |mm_ 0, 16| - | bh
o716 - | 6 > 07|05 - | G (. 07165 - | 6
3 Ej Ej i K] Ej K} El K}
07165 - | ba 07165 - | bn G716 - | 6n
T 5 7 7 T, 7 7 T A7 7
o/ 1a7 o o/ 107 o, o107 o,
5 5 5
Y O 16 - | bh
croisernen 3 7 3
§ o010 - | G
mutath 7 Z =
. 6,167 | | 6n
“hromosome 3 7 L [ —
aléatoire 0,10 - | th snergle
Niveau de
sélection

FI1G. 3.6: évolution de la population au cours d'une génération ; les §; représentent
les valeurs d’angles de torsions.

L’opérateur de croisement n’engendre pas de nouvelles valeurs d’angles de torsion
(croisement des torsions parentales) et génére donc une exploration limitée ; aussi
l'opérateur de mutation permet-il de compenser ce manque. Et méme si, comme dans
la Nature, ces mutations aveugles aboutissent fréquemment & des individus non-

viables (comportant des mauvais contacts, c’est-a-dire des atomes interpénétrés),
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elles permettent, d'un point de vue théorique, d’assurer I'ergodicité de la chaine de
Markov (Vose, 1999).

3.4.2 Implémentation

L’un des points sensibles lors de I'implémentation d'un AG, est le choix des
différents paramétres opérationnels (taille de population, taux de croisement et mu-
tation, etc.). Ils doivent étre calibrés, selon le probléme traité, afin d’obtenir une
convergence rapide et efficiente vers les minima utiles. Dans ce contexte, nous avons
souhaité laisser le choix de ces VALEURS paramétrables (mises en évidence par des
PETITES MAJUSCULES dans le texte), en remettant a plus tard la recherche du

meilleur réglage et ’étude de I'influence de chacun d’entre eux.

3.4.2.1 Le codage des données

Les angles de torsions sont codés en nombre de PAS D’ECHANTILLONNAGE. La
précision de ce pas, initialement fixée 4 1°, a été abaissée ultérieurement a 0,4°. Un
chromosome est donc un Nggi-uplet d’entiers entre 0 et 899 (0 et 359 initialement)
représentant la liste des angles de torsions utiles de la molécule.

En général, les degrés de liberté sont 27 périodiques, mais certains fragments
possédent des symétries qui réduisent la période (m, 27/3, etc.). Une détection
automatique de ces symétries est donc implémentée pour éviter d’avoir plusieurs
chromosomes différents codant une méme géométrie.

Pour les petits fragments aux extrémités des chaines de la molécule, il a semblé
intéressant d’augmenter ce pas d’échantillonnage en fonction de la TAILLE DE CES
FRAGMENTS, ce qui réduit I'espace de recherche’. Pour cela, on munit chaque degré
de liberté d’'une pondération, dépendant linéairement de la taille du fragment qu’il
entraine, et borné entre deux paramétres® : MIN et MAX. Ceci nous donne une idée
de I'importance relative des degrés de liberté, car un des inconvénients majeurs de la
description par angles de torsion est en effet que certaines torsions sont trés mobiles
et peu influentes tandis que d’autres occupent des positions critiques et sont tres
rigides. Par cet artéfact, on rétablit en partie I’homogénéité des degrés de liberté.

La précision des pas d’échantillonnage est alors définie a partir de ces poids.

Séventuellement, certains degrés de liberté comme la rotation des méthyles, peuvent étre com-

plétement désactivés, comme dans Damsbo et al., 2004.
bles torsions participant & un cycle ont le poids maximum
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3.4.2.2 Fitness

Comme nous 'avons vu, une molécule est d’autant plus stable que son énergie
est basse. Le fitness d'un chromosome est donc pris comme étant I'opposé du critére
énergie.

L’évaluation de ce fitness passe alors par celle de toutes les contributions que nous
avons exposées au chapitre précédent. En particulier, les distances inter-atomiques
sont calculées a partir des coordonnées cartésiennes, ce qui oblige a reconstruire
les géométries 3D des conformeéres échantillonnés. En outre, 'accés aux différentes
constantes du champ de forces se fait lors de l'initialisation de 1’algorithme par des

fichiers de données empiriques.

3.4.2.3 Gestion de la population

La TAILLE DE LA POPULATION (notée N,,) est fixée au début de l'algorithme.
Une population trop grande sur un espace de dimension réduite géneére trop de
recombinaisons tous azimuts et ralentit I’évolution, tandis que Nix et Vose (1992)
ont montré que le nombre de minima locaux dans I’espace de phase déterminait une
taille de population critique en dessous de laquelle la probabilité d’une convergence
prémature augmentait dramatiquement. Par ailleurs, la recherche est parallélisée sur
PLUSIEURS « continents » (ou « iles » selon les auteurs’) en admettant, de temps a
autres, des « migrations » (inspiré de Spears, 1994). La FREQUENCE DE MIGRATION
ne doit pas étre trop faible, sinon les continents seraient totalement indépendants ;
au contraire, si les individus migrent trop souvent, on perd l'intérét de diversification
de la recherche multiple et le colit de communication augmente.

Afin de limiter le nombre de solutions aberrantes (comportant des mauvais
contacts) dans la population initiale, nous avons sélectionné Ny, individus parmi
UN NOMBRE beaucoup plus important d’échantillons. Ceci consiste donc a initialiser

la population avec, typiquement, plusieurs milliers d’étapes de Monte Carlo.

3.4.2.4 Gestion de I’évolution

La littérature reporte de nombreux mécanismes de croisement : croisements
multi-points (recommandés par Khimasia et Coveney, 1997), croisements uniformes,
croisements avec trois parents ou plus (Jin et al., 1999), croisements systématiques

(qui consistent a réaliser tous les croisements possibles des deux parents et a ne

Tvoir (Giinter, 1992; Miihlenbein, 1992; Lin et al., 1996; Vertanen, 1998; Whitley et al., 1999)
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garder que le meilleur enfant, voir Kénig and Dandekar, 1999). Dans certains cas,
le mécanisme de croisement est adaptatif (Spears, 1992). Pour une taxonomie com-
pléte, le lecteur est invité a consulter I'article de Herrera et al. (2003a).

Nous avons opté pour des croisements a un et deux points (le choix de I'un ou
de lautre se faisant selon une PROBABILITE donnée), qui ne sont applicables que
lorsqu’on est siir que les enfants seront différents des parents (le choix des partenaires
est aléatoire sur I'ensemble des accouplements ainsi autorisés).

Le TAUX DE CROISEMENTS et le TAUX DE MUTATIONS ALEATOIRES font aussi

partie des parameétres a définir.

3.4.2.5 Le mécanisme de sélection naturelle

Le modéle standard d’AG (De Jong et al., 1994; Prebys, 1999) préconise qu’a
chaque génération, la population soit remplacée par ses enfants (heuristique dite
(A1) ; cependant, il existe une autre stratégie consistant a mélanger parents et
enfants pour ne conserver que la meilleure partie (heuristique (A+4pu)). Ce dernier
type d’algorithme est qualifié de « steady state » parce que sa convergence est moins
hésitante : tout minimum trouvé est conservé. Néanmoins, son évolution est plus
intensive car la population « campe » plus sur ses positions et explore moins ’espace.

Notre mécanisme de sélection et de type (A+p), il se fait de fagon détermi-
niste selon le rang des individus, en triant la population par énergies croissantes. La
encore, de nombreuses solutions étaient possibles (sélections stochastiques, par tour-
noi, roulette, ou utilisant des probabilités dépendant des énergies, etc.), nous avons
retenu plusieurs stratégies pour pouvoir ajuster la balance entre intensification et
diversification :

I'ensemble de la population est filtrée par similarité (Damsbo et al., 2004) :
lorsque deux solutions sont jugées trop proches (selon un CRITERE DE SIMILA-
RITE a définir, voir paragraphe ci-dessous), la moins bonne est remplacée par
un chromosome aléatoire. Cette stratégie s’interpréte comme un partage des
ressources (« food sharing », voir Spears, 1994), ou les individus ne peuvent
pas tous butiner (a 'image de la stratégie des abeilles) au méme endroit. Cela
force la diversité intra-population en introduisant du « sang neuf » lorsqu’un
minimum est trop représenté.

— Périodiquement (& INTERVALLE donné en nombre de générations), la sélection

n’est plus faite sur la population compléte, mais au sein de chaque famille :

parents-enfants ou muté-mutant (mode de sélection dit intra-familial). Cela
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permet de réduire la consanguinité globale de la population.
— Un reméde proposé par Kubota et Fukuda (1997) afin d’éviter I'alternative
(A p)-(A+p), est d’introduire dans un AG steady state, un mécanisme de
vieillissement afin d’autoriser les bons individus a vivre plusieurs générations
(stabilisation de la convergence) sans pour autant occuper définitivement les
places. Par ailleurs, si une solution n’a pas été disqualifiée par son mauvais
fitness pendant un certain nombre de générations, on estime qu’elle a eu suffi-
samment de temps pour répandre son matériel génétique dans la population.
Une LIMITE D’AGE bien choisie permet alors un bon compromis entre exploi-
tation et exploration de I'espace de phase.
Afin de comparer les individus entre-eux pour pouvoir éliminer les redondances,
il a fallu définir une topologie sur 'espace de phase. Comme les stratégies de super-
position (voir chapitre suivant, § 4.2.1) n’avaient pas encore été étudiées et que la
détection des symétries n’était pas implémentée, cette topologie devait tenir compte
des symétries internes de la molécule. Pour cela nous avons utilisé des descripteurs
géomeétriques a deux points (voir travaux de Horvath, 2003). Par la suite, ayant pris
en compte les symétries dans le codage des données, les comparaisons ont, été repor-
tées directement sur les angles de torsion. Cela permet une comparaison beacoup
plus rapide (pas de reconstruction de la géométrie) et représente un gain d’espace
mémoire étant donné que les descripteurs utilisés étaient relativement volumineux.
Le NIVEAU DE SIMILARITE MAXIMAL toléré peut étre initialement défini par
I'utilisateur, mais par la suite, I'algorithme utilise un compromis entre ce niveau
initial et la similarité moyenne au sein de la molécule; ainsi, pour une molécule trés
peu flexible ou les régions intéressantes sont trés restreintes, la pression sera relachée
laissant plus de liberté aux individus. Au contraire, pour une molécule flexible ou la

population peut se diversifier, la contrainte sera adaptativement renforcée.

3.4.2.6 Controle de la convergence

Les solutions jugées intéressantes (c’est-a-dire dans une fenétre énergétique don-
née au-dessus du meilleur minimum rencontré jusqu’alors), sont stockées au cours du
déroulement de I'algorithme. Lorsque 1'évolution est jugée stagnante (concrétement,
le nombre de générations depuis la derniére amélioration significative dépasse un
SEUIL FIXE), on génére une « apocalypse » sur l’ensemble du continent et on réini-
tialise la population. Néanmoins, les meilleures solutions sont préservées (stratégie

d’élitisme) a la fois des apocalypses et du wvieillissement, mais ne se reproduisent
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qu’en mode de sélection intra-familiale. Le NOMBRE de ces immortels est paramé-
trable (positif ou nul) car, §’il est important de garder quelques solutions correctes
pour redémarrer une population, il ne faut pas entrainer celle-ci dans les mémes mi-
nima locaux que précédemment (Kubota et Fukuda, 1997) ; il y a donc un compromis
a trouver.

Enfin, la condition générale d’arrét de ’algorithme sur chaque continent est dé-
finie par un double critére : soit le nombre total de générations dépasse un CERTAIN

SEUIL, soit I’évolution est bloquée pendant TROP LONGTEMPS, malgré les apoca-

lypses.

3.4.3 Les hybridations avec d’autres heuristiques

L’algorithme tel que présenté ci-dessus implémente la majorité des stratégies
classiques des AGs, mais il n'utilise aucune compréhension physique du probléme ; or,
c’est généralement lorsqu’on arrive a introduire un minimum de connaissance a priori
qu’on parvient a diriger la recherche et, ainsi, accélérer et fiabiliser 1’algorithme. De
plus, les AGs, qui sont principalement un outil d’exploration, sont connus pour

bénéficier grandement de stratégies d’hybridation intensifiant les recherches.

3.4.3.1 Gradient conjugué

Pour intensifier cette recherche, nous avons soumis les solutions intéressantes a
une optimisation par gradient conjugué afin d'une part, d’accélérer la recherche, mais
également pour trouver les géométries stables avoisinants les points échantillonnés.
En effet, les différents termes en 1/d" sont tels que des conformations « presque »
correctes, proches de minima intéressants sont parfois rejetées a cause d'une énergie
dominée par un seul terme provenant d’un mauvais contact et pouvant étre facile-
ment corrigé.

La littérature utilise le terme d’optimisation « lamarckienne® » (Morris et al.,
1998) — par opposition aux idées de Darwin sur I’évolution des espéces — car les
individus, en apprenant de leur environnement, perpétuent dans les générations sui-
vantes leurs acquis. Ce type d’hybridation a souvent été implémenté avec succes
(voir par exemple Khimasia et Coveney, 1997, qui la recommandent), cependant,

pour éviter une convergence prémature de ’AG et une perte de temps dispropor-

8Jean Baptiste Lamarck : biologiste francais des XVIII et XIX® siécles, ayant proné la théorie
selon laquelle les acquis d’un étre biologique pouvaient se recopier dans son génome au fur et a
mesure de son apprentissage et ensuite étre transmis au générations futures
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tionnée, la stratégie n’est appliquée qu’aux bonnes solutions et avec une certaine
PROBABILITE paramétrable (contrairement & Damsbo et al., 2004, qui "appliquent

systématiquement).

3.4.3.2 Explorateurs indépendants

La plupart du temps, 'opérateur de mutation, qui ne modifie qu'un seul codon du
chromosome a la fois, génére des conformeéres totalement erronés et ce d’autant
plus que la géométrie commence a se structurer avec des imbrications de chaines
entre-elles... De 1a, I'idée que si les mutations se faisaient, non-plus sur un seul
codon, mais en modifiant de facon concertée les différents angles de valence, on
obtiendrait un opérateur plus efficace.

Car lopérateur de mutation posséde a la fois un intérét marginal et primor-
dial : marginal parce qu’il se base sur les erreurs de la nature et conduit souvent
a des échecs; mais primordial parce qu’il assure la convergeance asymptotique vers
le minimum global. L’idée est la méme que dans I'heuristique des colonies de four-
mis (Teghem, 2003; Shmygelska et Hoos, 2005), o ce sont les erreurs qui assurent
I’adaptation & I'environnement.

Nous nous sommes alors inspirés d’une heuristique de modélisation moléculaire :
le « torsional angle driving » (Accelerys, 2005) pour définir une nouvelle stratégie
qui consiste a choisir, comme pour une mutation classique, un codon particulier et
une valeur cible de I'angle correspondant. On opére ensuite la mutation en forcant
la valeur cible grace a I'addition, dans la fonction énergie, d'un terme de contrainte
trés important ne s’annulant qu’au voisinage du point recherché? (de type harmo-
nique : (0 — Oepie)?). On laisse alors la molécule se relaxer, par gradient conjugué,
dans ce nouveau paysage d’énergie (figures 3.7 et 3.8). Aprés cette exploration, la
solution est & nouveau minimisée afin de se relaxer vers 'optimum voisin. L’intérét
est de conserver des structures viables au cours de la mutation (mutation que nous
qualifierons de dirigée).

Comme cette nouvelle heuristique est cotiteuse en temps de calcul, elle provoque-
rait une rupture dans I’évolution du continent ; aussi a-t-elle été implémentée sous
forme d’un explorateur indépendant — processus fils autonome qui se sépare du
continent et revient une fois le calcul terminé (de la méme facon qu’un immigrant).
Le nombre de ces explorateurs est pourtant limité puisque un seul ne peut exister a

la fois pour 'ensemble des continents.

9ce qu’on peut rapprocher des méthodes de bruitage § 3.2.2, p. 92.
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3.4.3.3 Introduction de tabous

Puisque les AGs ne peuvent pas éviter de re-visiter les régions déja échantillon-
nées, nous avons mis en place une politique tabous : au fur et & mesure que les
solutions sont stockées dans les fichiers de résultats, elles sont reprises par 1'algo-
rithme en guise de représentants des régions déja explorées. Les individus de la
population courante se rapprochant trop de ces « ancétres » (selon un NOMBRE DE
DIFFERENCES MINIMAL défini directement sur les angles de torsions) sont rejetés et
remplacés. Cette heuristique tabous (Glover et al., 1995) est couteuse puisqu’elle se
base sur des comparaisons d’individus et évolue donc en o(Npop X Nancetres) (Nancetres
étant le nombre de solutions stockées) toutefois, elle force la diversité et I'exploration

de terra incognita.

3.4.3.4 Distributions de probabilités biaisées

Pour générer les valeurs d’angles de torsions dans 'initialisation des chromosomes
et lors de mutations, on utilise classiquement une densité uniforme obtenue grace au
générateur de nombres aléatoires. Or, en jouant sur ces densités, on peut introduire
toute forme de connaissance a priori pour entrainer la recherche vers telle ou telle
région plus prometteuse. Nous avons alors retenu deux mécanismes pour le choix de

ces régions (détaillés ci-aprés).

Lois marginales. Pour une molécule en solution, la véritable densité de proba-
bilité (notée pe,) d'une unique torsion ©;, indépendamment des autres degrés de
liberté, est donnée par la moyenne des probabilités sur les autres torsions (ce sont
les lois marginales, voir équation (3.4)).

o (6) — PO (Ezee 0 + do|)

= /p(@l, ce ,Qi_l, 9, 62‘4_1, Ceey HNddl)dﬁl Ce dﬁi_ldﬁiﬂ e d@Nddl. (34)

On aimerait disposer de ces densités pour générer les chromosomes, malheureuse-
ment, elles ne sont accessibles qu’a posteriori et, de plus, la densité globale n’est en
général pas égale au produit des densités marginales (en effet, les degrés de liberté ne
sont pas indépendants). Cependant, toute information, méme fragmentaire, permet
de tirer des valeurs d’angles « en moyenne » plus intéressantes (c’est I'idée des den-

sités de Ramachandran pour les squelettes protéiques). Enfin, pour ne pas occulter
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certaines régions de I'espace de recherche, ces densités sont toujours mélangées avec

une densité uniforme selon un PARAMETRE réglable.

Biais a priori. Tout d’abord, nous savons a priori que les conformations dites
décalées sont plus souvent adoptées que les conformations eclipsées (figure 3.9).
Cela provient de l'existence de tensions locales (i.e. entre atomes topologiquement
proches) qui dominent les autres termes énergétiques et sont donc déterminantes
pour les densités de probabilités boltzmaniennes. Tout se passe comme si — en pre-
miére approximation les densités marginales pg, ne dépendaient que des premiers
atomes mis en mouvement par ©,. On évalue alors, pour chaque valeur d’angle de la
torsion, un « Hamiltonien local » simplifié'® qui est transformé en probabilités par
I’équation de Boltzmann (1.2). Ceci constitue une forme de connaissance a priori,

innée pour nos chromosomes (voir Strizhev et al, 2006).

Energis
Conformation Conformation
décalée éclipsée Densité de probabilité
stable moins stable

F1G. 3.9: densités de probabilités non-uniformes pour minimiser les tensions locales.

Biais a posteriori. La deuxiéme source d’information intégrée dans les densités
de probabilités provient de I'expérience qu’a acquis la population du paysage énergé-
tique''. Pour cela, on réalise des statistiques par torsion afin de mettre en évidence
les régions intéressantes, voir figure 3.10). Ces acquis de la population forment une
connaissance a posteriori, que 'on interpréte comme un traditionalisme (& rappro-
cher de Liwo et al., 1999).

Comme cette derniére stratégie est auto-cohérente (plus I'algorithme converge,
plus les régions connues sont probablement visitées), la technique n’est appliquée
que sur une seule ile et seulement si le nombre de solutions accumulées est suffisant

(typiquement 100). En effet, I'analyse des résultats montrera que cette forme d’in-

Oreprenant ainsi I'idée des méthodes de bruitage qui omettent certains termes.
13 I'image de la stratégie des fourmis qui indroduit les phéromones comme effet mémoire
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tensification de la recherche présente aussi le risque d’une convergence prémature

dans des minima locaux.

Echantillons:

a posteriori

Densité de probabilité

\

F1G. 3.10: densités de probabilités non-uniformes par apprentissage.

3.4.4 Meéta-optimisation

Nous disposons donc maintenant d'un algorithme génétique que l'on peut qua-
lifier de générique dans le sens o ses paramétres opérationnels (taux de muta-
tions/croisements, taille de population, condition d’arrét, etc.) sont paramétrables
et les diverses stratégies (parallélisation, élitisme, gradient conjugué, biais dans les
densités de probabilités, filtrage par dissimilitude) peuvent étre relativisées voire
totalement désactivées.

Le probléme qui nous intéresse maintenant est de savoir comment régler tous ces
paramétres afin d’obtenir une convergence « satisfaisante » de I'algorithme. Etant
données les bonnes performances potentielles des AG et la forte dépendance de leurs
résultats vis-a-vis de ces réglages, il n’est pas étonnant que cette question soit au
coeur des recherches dans ce domaine.

Méme en limitant le nombre de valeurs par paramétre (de deux a cinq valeurs
pour un total de dix-sept parameétres, voir tableau 3.2), on trouve 10° réglages pos-
sibles! Il nous faut donc définir ce que « convergence satisfaisante » signifie, c’est-
a~dire trouver un moyen de comparaison entre les algorithmes (une fonction des
paramétres que nous appelerons « méta-fitness »).

Les deux principales approches que 'on trouve pour la recherche des paramé-

trages optimaux, sont soit des tentatives de descriptions purement analytiques des
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Valeurs possibles Paramétre
2,30u4 nombre d’iles
5, 10, 25 ou 50 période de migration (en nombre de générations)

500, 800 ou 1000  nombre maximum de générations sans succes avant arrét global
50, 75 ou 100 nombre maximum de générations sans succes avant apocalypse

50, 100, 150 ou 200 taille de population
Ooul nombre d’élites immortels
20, 50, 100 ou 200  age maximum toléré

1,2,50u 10 fréquence de sélection intrafamiliale (en nombre de générations)

1% ou 10% fréquence de mutations
40, 70 ou 100% taux de croisements
0, 33, 67, 100% taux de croisements a deux points

10, 30 ou 50% probabilité d’application d’une relaxation par gradient conjugué

75, 80, 85 ou 90%  niveau de similarité maximal dans la population
20, 30, 40, 50 ou 60 taille du voisinage tabou autour des individus déja rencontrés

10, 30 ou 50% niveau de mélange de la densité uniforme par rapport aux den-
sités biaisées
6, 8, 10, 12 taille minimale des fragments définissant une torsion active
3, 5,10, 20 taille des fragments au-dessus de laquelle les torsions ont toute

la méme pondération (en nombre d’atomes)

TAB. 3.2: paramétres de controle de 1’algorithme et ensemble des valeurs possibles.

AGs (a l'aide des chaines de Markov), soit des mises en évidence de certains com-

portements en s’appuyant sur des résultats expérimentaux.

3.4.4.1 Les chaines de Markov

Les AG codés binaires (et plus généralement, ceux qui s’appliquent a des es-
paces de recherche discrets), peuvent étre modélisés par une chaine de Markov finie,
discréte (Nix et Vose, 1992; De Jong et al., 1994; Spears et De Jong, 1996). Pour
une population de N, individus de longueur Ngyq;, chaque composante pouvant
prendre Ngeps valeurs, nous avons de l'ordre de NstepsNdd‘ états possibles et donc
M = (NS%T:ZMI) combinaisons'? possibles de populations différentes qui formeront
les états de la chaine de Markov. Nous voyons immédiatement que la matrice de tran-
sition, de dimension M?, devient rapidement impossible a gérer informatiquement,
lorsque Npop, Naar €t/ou Nyieps prennent des valeurs physiquement utiles !

Une visualisation possible (De Jong et al., 1994; Spears et De Jong, 1996) est de
dessiner la matrice de transition sous la forme d’une image carrée, en remplagant les

probabilités par des niveaux de gris. Il faut ensuite ordonner les états (numérotation

. R . . . ! .
2en accord avec la nouvelle régle, les coefficients binomiaux m sont notés (Z)



conformationnel d’une seule molécule 115

a priori) de fagon subtile si l’'on veut voir apparaitre les régions attractives de 'espace
de recherche (figure 3.11).

F1G. 3.11: représentation des puissances de la matrice de transition, oti 'on visualise
lapparition de régions attractrices (extrait de Spears, 1996).

Les quelques tentatives de mises en pratique de telles études mettent en évidence
certains comportements des AGs (Spears, 1992; Spears, 1994; Ochoa et al., 1999),
mais la quantification des phénoménes est a mettre en relation avec la taille de
I’espace de recherche ou la classe de fonctions « fitness » utilisée. Dans De Jong
et al. (1994), 'espace d’états est tellement réduit qu’a titre de comparaison, une
recherche aléatoire montre de meilleurs résultats !

La recherche du paramétrage optimal par une analyse théorique semble donc étre
une approche difficile étant donné la taille de nos espaces de recherche, le nombre
de stratégies implémentées et la dépendance du paramétrage optimal au probléme
traité.

Il existe une autre approche consistant a considérer le « méta-probléme » comme
une optimisation classique pouvant étre faite en-ligne (auto-adaptation : voir Sawai
et Adachi, 2002, logique floue : voir Herrera et Lozano, 2001 et 2003b) ou hors-ligne
(Grefenstette, 1986; Djurdjevic et Biggs, 2006)  c’est cette derniére approche que

nous avons retenue.

3.4.4.2 Le fitness d’un algorithme

L’évaluation d'un AG pose deux principaux problémes : le premier est que nous
ne recherchons pas simplement le minimum absolu du paysage d’énergie potentielle,
mais le maximum de minima significatifs. Ce que la plupart des auteurs proposent
(Spears, 1992; Ochoa et al., 1999) — juger un AG en utilisant le fitness du meilleur
individu jamais produit (« best-so-far ») — n’est donc pas applicable dans notre cas.

Le second probléme concerne la non-reproductibilité des résultats. L’algorithme
étant fortement stochastique, le bon fonctionnement d’'un AG particulier peut aussi

bien étre di a la qualité des réglages qu’étre le fruit de la chance : or, ce qui nous
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intéresse, c’est de trouver le paramétrage qui nous assure le plus de chances d’obtenir
une convergence efficace.

De facon plus formelle, on peut considérer la réalisation d’'un AG comme un
événement aléatoire dont le méta-fitness dépendrait. Ce dernier doit donc étre vu
comme une wvariable aléatoire dont la moyenne est le véritable critére qu’il faut
optimiser.

Le méta-fitness (uF') doit donc prendre en compte les critéres suivants :
I'énergie du meilleur chromosome (au plus bas est cette énergie, au meilleur
sera 'AG),

— les minima pertinents (leur nombre et leurs énergies),

— le temps de calcul nécessaire a produire ces solutions.

Un certain nombre de critéres et d’indices sont proposés par Wehrens et al. (1998)
pour évaluer la qualité des AGs, prenant en compte les effets stochastiques et les
aspects multimodaux.

Afin de répondre aux deux premiers critéres, nous avons emprunté a la physique
statistique, la fonction de partition des solutions retournées (qui donne I’énergie libre
d’un ensemble de molécules). En rajoutant une pénalité pour le temps de calcul on

obtient le méta-fitness utilisé :

uwF = +kgT.log — Qtepy. (3.5)

s ()

échantillons
Le choix du paramétre « est fait de sorte qu’une heure de calculs ait le méme
poids que 10 kcal.mol~!, un algorithme qui ne serait pas descendu de 10 kcal.mol~*
aprés une heure de calculs sera donc défavorisé par rapport a 'AG qui se serait
arrété tout de suite.
Afin d’évaluer 'espérance de pF' (notée E[uF]), nous avons utilisé la moyenne

des valeurs sur plusieurs réalisations :

B = s (3.6)

iSNruns

Comme la réalisation d’'un AG prend entre 30 minutes et quelques jours, nous
nous sommes limités a Ny, = 3 réalisations.

Nous disposons donc maintenant d’un critére précis qu’il reste a optimiser en
jouant sur les paramétres. Méme si, en utilisant E[pF] plutot que pF, on a une
meilleure idée de I'impact d'un jeu de paramétres, gardons a l’esprit que la repro-

ductibilité d’une expérience reste quand méme un point trés sensible.
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3.4.4.3 Meéta-algorithme d’optimisation

Nous cherchons a minimiser un critére de cott, aussi peut-on donc appliquer
toutes les heuristiques de recherche que nous avons vues dans la section 3.2, avec
la donnée supplémentaire que I’évaluation du méta-fitness peut prendre jusqu’'a 48
heures.

Cette méthodologie a déja été utilisée (Grefenstette, 1986; Schulze-Kremer et
Tiedemann, 1994; Jin et al., 1999; Nunez-Letamendia, 2003; Djurdjevic et Biggs,
2006). Elle présente la particularité de faire un réglage hors-ligne des paramétres,
contrairement a ’approche en-ligne qu’ont implémentée d’autres chercheurs.

Une remarque importante, faisant référence a I'article de Hart et Belew (1991),
est qu’il faut se rappeler que I'optimisation des parameétres va dépendre de la molé-
cule traitée. Aussi, la méta-optimisation devra-t-elle étre appliquée a chaque molé-
cule.

Enfin, pour méta-optimiser les parameétres opérationnels, nous avons considéré
un algorithme génétique extrémement simplifié : un chromosome est un n-uple de
paramétres de réglage de I’AG de base; a chaque itération, une population de dix
méta-individus permet de générer, par croisements (un point) et mutations, dix
enfants qui sont évalués; parmi les dix parents et dix enfants, ne sont alors conservés
que les dix meilleurs pour former la nouvelle population. Etant donné le coiit de
I’évaluation du méta-fitness, on évite de générer des jeux de paramétres déja testés.
Enfin, la condition d’arrét a lieu lorsqu’aucune nouvelle géométrie n’a été trouvée
par ’AG d’échantillonnage conformationnel depuis quatre méta-individus.

Cette « machinerie » est gérée par des scripts shell et awk qui lancent les algo-
rithmes génétiques et récupérent les solutions renvoyées. Afin de distinguer les deux
couches algorithmiques, nous appelerons CsG4 (pour « Conformational Sampling
Genetic Algorithm »), I'algorithme d’échantillonnage conformationnel (hybridé et
paramétré) et méta-algorithme génétique (ou uGy) I'algorithme en charge de trou-
ver le meilleur paramétrage et la meilleure stratégie d’hybridation des différentes

heuristiques. La figure 3.12 représente le schéma global de 'un et 'autre.

3.4.5 Reésultats
3.4.5.1 Les molécules de tests

L’ensemble des stratégies présentées ainsi que l'algorithme génétique paramé-

trable ont été implémentés en Fortran 77 et validés sur un certain nombre de petites
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FI1G. 3.12: schéma global de I’échantillonnage conformationnel, faisant apparaitre
les trois répétitions des AGs impliquées dans la méta-boucle d’optimisation (figure
parue dans le journal Soft Computing, voir annexe C).
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molécules tests (petit peptide a huit degrés de liberté, molécule organique « p3sem »,
molécule dendritique). Des molécules plus originales ont également été traitées :
un poly-cycle et un dodécaédre de carbone qui comportent plusieurs cycles adja-
cents, ont permis de tester différentes stratégies de coupure formelle des liaisons
(figure 3.13). Dans tous ces cas, les structures prédites coincident avec les structures
expérimentales. La qualité des prédictions du CsG4 pour la fourchette de molécules
0 < Ngai < 30 en fait déja un outil potentiel pour générer les structures 3D et
calculer des descripteurs géométriques sur les bases de données pharmaceutiques.
Les temps de simulation par AG seul (sans biais, ni explorateurs) se situaient
alors typiquement entre une demi-heure et deux jours, sur un quadriprocesseur Sili-
con Graphics, R12000, 360 MHz. Avec les hybridations, ces temps sont maintenant

considérablement réduits.

Fi1aG. 3.13: quelques exemples simples de molécules tests.

Les différentes hybridations et stratégies complémentaires nous ont permis
d’aborder des molécules plus grandes (jusqu’'a 65 degrés de liberté) comportant
certaines particuliarités :

— la « fillipine » (Volpon et Lancelin, 2000) est une molécule cyclique présentant

d’une part une succession de doubles liaisons en résonnance et, d’autre part,
un réseau de ponts hydrogeéne rigidifiant la structure (figure 3.14).

— La « cyclodextrine » est un macrocycle comportant six cycles de glucose
s'orientant comme autour d'un cylindre (figure 3.15). Etant donnée sa struc-
ture, elle est utilisée comme vecteur pharmaceutique pour véhiculer certains
médicaments instables. Chacun de ces cycles ainsi que le cycle global ont été
ouverts afin de permettre un échantillonnage global des conformations, ce qui
représente 65 degrés de liberté au total.

Le comportement du CsG4 sur de telles molécules fit satisfaisant dans le sens

ou il a découvert le minimum expérimental d'une part et, d’autre part, il a per-

mis de localiser d’autres minima peuplés a haute température. Avant que ne soit
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ponts hydrogene

HO

H;C

alternance de
doubles liaisons

F1G. 3.14: la fillipine, formule topologique (gauche) et structure tridimensionnelle
(droite).

Fi1aG. 3.15: la cyclodextrine, formule topologique et structure tridimensionnelle.
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implémentée la stratégie des explorateurs indépendants, une telle recherche néces-
sitait environ une semaine de calculs. Maintenant, la cyclodextrine est devenue un
probléme « facile », soluble en moins d’un jour.

Les nombreuses contraintes covalentes rendent son paysage d’énergie particulie-
rement étroit et difficile a échantillonner pour des stratégies de recuit simulé ou
de dynamique moléculaires. Les AGs offrent donc une alternative particuliérement
attrayante, cependant, les outils d’optimisation locale par gradient (lamarckisme,
explorateurs indépendants) ont été particuliérement précieux dans ce genre de pay-
sage et il est probable'® que des molécules similaires, mais non-cycliques, nécessitent

beaucoup plus de temps de calculs.

3.4.5.2 Vers un traitement automatique des molécules ?

La convergence du uGy permet de connaitre a posteriori le meilleur (ou du moins
«un bon ») réglage du CsG4 pour la molécule traitée. La premiére remarque que nous
pouvons faire, c’est que ce réglage permet un échantillonnage nettement amélioré
de la conformation d’une molécule (comme en témoigne la figure 3.16) : en termes
d’énergies mais également en reproductibilité.

Malheureusement, ces parameétres sont inconnus avant I’échantillonnage. .. Dans
ce contexte, nous avons implémenté une stratégie d’apprentissage des réglages en
fonction de certaines caractéristiques topologiques de la molécule. Ceci nous permet
de classer la molécule entrante avec les molécules déja traitées; ensuite, le uGy est
initialisé avec une population comportant des jeux de parameétres correspondant a

des molécules connues (voir figure 3.17).

3.4.5.3 Analyse des résultats

La cyclodextrine nous a servi de modéle pour tester I'impact des différentes
heuristiques d’hybridation et pour analyser la convergence du méta-algorithme. Nous
avons mis en évidence un certain nombre de « comportements'* » que nous avons
relatés dans l'article'® qui est paru dans le jounal Soft Computing - A Fusion of
Foundations, Methodologies and Applications en janvier 2007 (mis en annexe C).

Deux remarques préliminaires peuvent étre faites : la premiére est que les es-

sais ne sont que faiblement reproductibles. La stochasticité des résultats (malgré la

136t méme certain a posteriori.
14des schémas de paramétres au sens de Holland.
15yoir Parent et al., 2007
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F1G. 3.16: énergie libre (avec barres d’erreur sur trois réplicats) de I'ensemble des
solutions retournées en fonction du jeu de paramétres. Partie gauche : dix exécutions
avec la derniére population de paramétres, partie droite : dix exécutions avec des
parameétres aléatoires (premiére population de paramétres).
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E Nouvelle molécule j
l

Description
structurelle

Comparaison

Population initiale

Ensemble
d’apprentissage

Méta-A.G. ]—»[ A.G. paramétré ‘
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apparaissent

F1G. 3.17: schéma de fonctionnement pour I’assignation de paramétres initiaux dans
le ILLGA.

moyenne sur trois essais) peut étre imputée a la condition d’arrét du pGa. Néan-
moins, un certain nombre de tendances peuvent étre mises en évidence. Deuxiéme-
ment, les conformations retournées par I’algorithme (toutes stratégies confondues)
correspondent, bien a la géométrie attendue, connue expérimentalement. Les diffé-
rences d’énergies et de structures sont principalement attribuables a des réarran-
gements spatiaux des groupements latéraux. Puisque les aspects géométriques sont
correctement prédits, nous pouvons nous concentrer, dans un premier temps, sur les
résultats purement algorithmiques.

L’analyse est faite & deux niveaux : d’une part concernant le choix d’application

des différentes stratégies et, d’autre part, pour le réglage des paramétres internes a

IPAG :

3.4.5.4 Comportement en fonction des stratégies d’hybridations

Les jeux de tests ont été générés de la maniére suivante : différentes combinaisons
des stratégies ont été appliquées a partir d'une méme méta-population aléatoire
initiale. Les combinaisons sont basées sur un mode de fonctionnement « par défaut »

pour lequel toutes les heuristiques sont autorisées; puis tour a tour, les stratégies
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sont désactivées :
« Default » : toutes les stratégies sont activées,
« No Taboo » : on autorise les recherches aux voisinages des points déja échan-
tillonnés,

— « No Explorer » : le mécanisme de mutations dirigées (torsional angle driving)
est inactif,

— « No Tradition » : le principe d’apprentissage et de biais des probabilités vers
les régions a posteriori intéressantes est désactivé, mais on conserve la stratégie
de biais a priori par minimisation de I’énergie locale,

« Flat distribution » : aucune stratégie de modification des probabilités n’est
permise.

Pour chacune des politiques proposées, trois tests (uGa) ont été réalisés (les

choix des paramétres internes, sauf pour la premiére méta-population est donc fait

automatiquement par le uGA).

La stratégie d’exploration se révéle d'une grande utilité pour générer de bonnes
structures ; de plus, comme elle est réguliérement appliquée entre deux points a priori
quelconques de I'espace de recherche, elle n’entraine pas de convergence prématurée
de la population comme pourrait le faire I'introduction d’immortels (effet de dérive,
voir Kubota et Fukuda, 1997). Sur le graphe figure 3.18, on voit clairement que sans
la procédure de mutation dirigée, les énergies et le nombre de conforméres retournés
sont beaucoup moins bons (au moins dans deux cas sur les trois). Il est probable
qu’en lui laissant plus de temps, I’AG finirait par trouver ces mémes minima ; cepen-
dant, en comparant les temps de calculs (figure 3.19), on s’apercoit que la stratégie

améliore également la vitesse de convergence.

L’introduction de tabous ralentit I’évolution mais améliore la diversité au sein
de la population (la figure 3.18 montre en effet que désactiver les tabous génére un
nombre restreint de minima). L’affirmation est d’autant plus vraie que le paysage
d’énergie potentielle pour la cyclodextrine ne doit comporter que quelques rares
et étroits minima (dus a la présence des multiples cycles). L’utilisation de tabous
serait peut-étre davantage recommandée pour des molécules plus flexibles et dont le
paysage d’énergie, moins accidenté, nécessiterait une heuristique de recherche plus
globale. Autoriser la revisite des minima connus dans la stratégie « No Taboo »,
augmente les chances d’optimiser localement la structure; cependant, comme nous

le verrons ultérieurement, la décision de transformer un individu  potentiellement
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attracteur (puisqu’il répand son matériel génétique par croisements et mutations) —

en tabou répulsif est un point critique de la stratégie.

Les méthodes d’apprentissage (propagation des solutions connues pour modi-
fier les densités de probabilités) semblent responsables de convergences prématurées
de I'algorithme. En effet, en observant les deux graphiques précédents, on s’apercoit
que les stratégies « No tradition » et « Flat distribution » nécessitent beaucoup plus
de temps de calcul mais générent des solutions meilleures en nombre et en énergies.
Bien que la méthode ne soit appliquée que sur une ile, il semble que l'introduction
de bonnes solutions trop tot dans I’évolution d’'une population soit une mauvaise
stratégie.

Le probléme ne vient pas tant de 'information disséminée (toutes les stratégies
ont généré la bonne conformation de la cyclodextrine), mais plutot du déclenche-
ment abusif du critére d’arrét. En effet, en biaisant la recherche, on accélére la
découverte de minima (figure 3.21) mais on s’expose au risque de longues périodes
de stagnations au cours desquelles ’algorithme risque de se terminer. Autrement
dit, les stratégies convergent différemment ; la figure 3.20 schématise les deux types
de profils : I’algorithme bleu converge lentement mais stirement, tandis que le rouge
construit plus rapidement des solutions intermédiaires et intensifie la recherche dans

ces régions, mais stagne ensuite, au risque de déclencher le critére d’arrét.

types de convergences

énergies

S
L

itérations

F1G. 3.20: schéma de deux profils d’énergie libre de la population en fonction du
nombre de générations.

L’impact des mécanismes de modification des distributions de probabilités a
¢galement été mis en évidence a travers des étapes de recherche Monte-Carlo (fi-
gure 3.21). On observe que cette heuristique accélére systématiquement la conver-
gence par rapport a une stratégie sans biais; cependant, a mesure que l'algorithme
génére de nouvelles solutions (au fil des générations du puGa), le pool de solutions dis-

ponibles augmente et multiplie le nombre de recombinaisons possibles des Nancetres -
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C’est pourquoi, aprés 14 générations (courbes jaunes) la convergence est plus lente

qu’aprés 3 (courbe violette).

effet de I'apprentissage sur les étapes de M.C.

1E+13 -

1E+12 - — sans biais I
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Fi1G. 3.21: énergie en fonction du nombre d’itérations (échelle log-log) dans des
étapes de Monte-Carlo et mise en évidence de l'effet de 'introduction de biais dans
les probabilités.

La probabilité de trouver les bonnes solutions se corréle avec le temps de
calcul (en échelle logarithmique), (Cf. figure 3.19), mis a part les deux échecs de
la stratégie « No Explorer ». Les stratégies appliquées ne modifient donc pas la
vitesse d’exploration de l’espace de phase; par contre, elles peuvent prévenir des
terminaisons trop hatives de la recherche et éviter a I’évolution de s’enfermer dans
certaines régions de l'espace. Cet effet est surtout visible pour les stratégies de

modification des densités de probabilités comme discuté ci-dessus.

3.4.5.5 Convergence du uG, et étude des paramétres internes

Pour analyser les résultats, nous avons utilisé le logiciel Pipeline Pilot software
(Scitegic, 2005), qui propose en particulier le greffon de statistique intitulé « Learn
Good from Bad » permettant d’estimer I'impact d’un paramétre par rapport aux
résultats moyens qu’il induit. Le principe est le suivant : ’ensemble des tests réa-
lisés (les méta-individus) est trié selon le critére de méta-fitness, les 10 premiers
pourcents de chaque stratégie sont comptabilisés comme réussis (« good ») et les 90
derniers pourcents sont considérés comme des échecs (« bad ») ; ensuite, 1'outil éva-

lue I’avantage (paramétre entre -1 et 1) d’appliquer chacune des valeurs particuliéres
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aux parametres.

Notons P; le i-iéme paramétre du méta-individu P et A; I'ensemble des valeurs
qu’il peut adopter. Par ailleurs, notons G et B les sous-ensembles constitués des
méta-individus marqués respectivement comme Good et Bad (qui constituent donc

une partition de I’ensemble total).

On a d’une part, la probabilité d’avoir un bon méta-individu qui est donnée par :

Pr(Peg) = _10%, (3.7)

1G + 18
ol « # » représente le cardinal des ensembles, et d’autre part la probabilité de 1’évé-

nement (P; = a), pour une valeur a € A; :

(P = a)

PI'(PZ':CL) = W

(3.8)

Si la définition des ensembles G et B était indépendante de I’événement P, = a,

on aurait alors

Pr(P, = a|P € G) = Pr(P;, = a). (3.9)
Or a posteriori, on a

Pr(P—alPeG) — - (P =a) et (P € G)]

Pr(P € G)
_ Nk =a)
= C . (3.10)

L’avantage de I’événement (P; = a) est alors calculé a partir de la différence de
ces deux probabilités. Si une valeur de paramétre n’apporte rien a la qualité de la
convergence (événements indépendants), les deux calculs doivent redonner le méme

résultat et 'avantage sera nul.

Ainsi, le taux de mutation, qui ne peut prendre que les valeurs 1% et 10%,
prend plus fréquemment la valeur 10% dans le sous-ensemble des « good » que dans
I'ensemble total des simulations (toutes stratégies d’hybridation confondues). Une

fréquence de mutation élevée semble donc avantageuse.

Il est a noter toutefois que des phénomeénes parasites peuvent se manifester,
du fait de I'utilisation séquentielle des solutions précédemment échantillonées pour
biaiser les probabilités ou pour définir les zones taboues; les tendances générales,

qui peuvent toutefois étre analysées, sont maintenant présentées.
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Les grandes populations sont garantes d’un meilleur succés, comme le montre
la figure 3.22 ci-dessous. Ceci est & peu prés évident, cependant, la complexité en
temps de I'algorithme augmente avec la taille de la population ; ainsi, les trop grosses
populations sont défavorisées par la méta-évolution lorsque le probléme posé est suf-
fisamment simple grace a la pénalisation proportionnelle au temps de calcul introduit

dans I’équation (3.5) du méta-fitness.

7 %
%

Probabilité relative de succes
&
&
1

-1 T T
50 100 150 200
Taille de population

F1G. 3.22: probabilité relative de succés en fonction de la taille de population (toutes
stratégies confondues).

Le parameétre de vieillissement semble jouer un role plus important pour les
stratégies « No Explorers » et « No taboos » (figure 3.23). Dans le premier cas, le
torsional angle driving étant désactivé, il est intéressant de voir que le bon compromis
de limite d’age se situe vers 100 générations (relativement grande valeur) tandis
que les autres valeurs (sauf 10000) sont clairement défavorables. Pour la stratégie
sans tabou, la recherche est intensifiée par rapport aux « No Explorers » ; dans ce

contexte, on voit émerger des valeurs plus petites d’age maximum.

u
—
/7

NoExplorers
[ NoTaboos

Probabilité relative de succes

T T T
100 1000 10000

Age maximal autorisé

FI1G. 3.23: avantages du paramétre de vieillissement pour les stratégies « No Explo-
rers » et « No taboos ».
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L’application fréquente d’une heuristique de gradient conjugué (0,34 0,5)
parait étre utile en général, bien que l'interprétation des graphes soit surtout cohé-
rente dans les stratégies sans explorateurs et sans tabou (figure 3.24). Les explora-
teurs utilisant pleinement l'idée de gradient conjugué, la stratégie « No Explorers »
tend a compenser ce manque en préférant les grandes valeurs. La stratégie « No
Taboos » quant a elle défavorise expressément les trop grandes probabilités d’appli-
cation de gradient, ce qui permet aux individus de ne pas retomber dans les minima

déja occupés et compense ainsi le mécanisme méme des tabous.

I no Explorers
EH o Taboos

-05 -

_06 -
074 &

Probabilité relative de succes
=)
@
1

[T AT

-1 T
0.1 03 035

Probabilité d’application d’un gradient conjugué

F1G. 3.24: avantage du taux de gradient conjugué sur le succés des stratégies « No
Explorers » et « No Taboos ».

La période des apocalypses ne doit pas excéder 1 par 75 générations et cela est
d’autant plus vrai pour la stratégie sans tabou pour laquelle il y a moins d’individus
aléatoires introduits au cours de I'évolution. La tendance est donc a compenser le

manque de « sang neuf » par des redémarrages plus fréquents.

Un filtrage par dissimilitude plutot sévére semble étre favorable dans presque
toutes les stratégies (sauf la stratégie sans tabou), sachant que le critére est adap-

tativement relaxé lorsque la population converge.

Un résumé des valeurs préconisées (ou déconseillées) est fourni, tableau 3.3, afin
de faciliter la lecture pour une réutilisation éventuelle (seuls les paramétres pour

lesquels il a été possible de conclure y apparaissent).



conformationnel d’une seule molécule 131

Valeurs possibles Paramétre
2,3 ou4 nombre d’iles

5, 10, 25 ou 50 période de migration (en nombre de générations)
500, 800 ou 1000  nombre maximum de générations sans succés avant arrét global

50, 75 ou 100 nombre maximum de générations sans succes avant apocalypse
50, 100, 150 ou 200 taille de population

Ooul nombre d’élites immortels
20, 50, 100 ou 200  age maximum toléré
1% ou 10% fréequence de mutations

10, 30 ou 50% probabilité d’application d’une relaxation par gradient conjugué

75, 80, 85 ou 90%  niveau de similarité maximal dans la population

TAB. 3.3: résumé des valeurs préconisées (vertes) et déconseillées (rouges) pour
certains paramétres de controle de I'algorithme.

3.5 Vers une validation a plus grande échelle

3.5.1 Les molécules utilisées

En vue d’appliquer la procédure sur des problémes de plus grandes tailles et
puisque nous bénéficions d’un outil générique, nous avons établi un nouveau jeu de

molécules parmi lesquelles figurent :

un mini peptide (code PDB 1UAQ), avec Nggq; = 32 degrés de liberté,

— le peptide « Tryptophan zipper » (code PDB!® 1LE1), également utilisé par
Okur et al. pour tester I’extensibilité du champ de force'” pour des molécules
plus grandes, Ngq = 54,

— une « proto »-hélice, covalemment modifiée, appelée CRH, Nqq = 72,

— le peptide « Tryptophan cage » (code PDB 1L2Y), Nyq = 73,
le domaine WW de la protéine humaine « PIN1 », Ngq = 140.

Toutes ces molécules ont la particularité de se structurer en solution et d’avoir été
étudiées expérimentalement'®, de sorte que des données sont disponibles et peuvent
servir pour comparer nos résultats. Nous avons également gardé la cyclodextrine
(Nga = 65) afin de s’assurer que les développements futurs n’allaient pas se faire au

détriment des performances précédemment validées.

6Protein Data Bank, http ://www.rcsb.org/pdb/index.html

"les champs de forces ff94 et ff99 intégrés & Amber.

18ces deux conditions restreignent beaucoup les choix possibles et il existe assez peu d’exemples
utilisables
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3.5.1.1 Détail des molécules

Le mini-peptide 1TUAO (figure 3.25) comporte 10 acides aminés et est un des

plus petits assemblages peptidiques connus pour se structurer en solution.

Fi1aG. 3.25: strucure spatiale du peptide 1UAO.

Le « tryptophan zipper » est la plus petite épingle connue ayant un tel niveau
de rigidité. Il appartient a une famille de peptides congus artificiellement (Cochran
et al., 2001), voir figure 3.26. Il est composé de 12 acides aminés dont quatre tryp-
tophanes qui s’intercalent (& la maniére d’une fermeture éclair) et stabilisent net-
tement la conformation grace a des interactions de type aromatique-aromatique.
Etant donné I'importance qu’a pris ce petit peptide dans la littérature, a la fois
dans les études expérimentales et par simulations, une revue des principaux articles

le concernant (modélisation et approches expérimentales) est proposée en annexe B.

F1G. 3.26: (gauche) structure en batonnets de 1LE1, (droite) mise en évidence de
la stabilisation du tournant grace aux interactions entre les tryptophanes.

Le CRH (Conformationally Restrained Helix) est une chaine polypeptidique de
17 acides aminés ayant subi une modification covalente qui crée un cycle a une
extrémité de la molécule (figure 3.27). Ce cycle contraint la conformation du premier
pas de I'hélice et induit la conformation hélicoidale sur toute la chaine. Pour son

échantillonnage, nous avons ouvert le cycle.
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F1G. 3.27: structure de I’hélice CRH, la modification covalente apparait & ’extrémité
droite.

Le « tryptophan cage » est un motif polypeptidique obtenu par mutations et
simplifications de structures existantes (Neidigh et al., 2002). Ses 20 acides aminés
se structurent de telle sorte que I'unique résidu tryptophane soit enfoui au coeur de
I'édifice et ait un accés réduit au solvant. Ce collapsus hydrophobe (mis en évidence
par RMN par Mok et al., 2007) est a I'origine de son repliement extrémement rapide :
4 ms (Kubelka et al., 2004). Par ailleurs, il comporte trois motifs structuraux : deux
hélices dont une ne forme qu’un seul tour et un brin étendu couvrant I’ensemble
(figure 3.28). Ce peptide a souvent servi de modéle pour des simulations : Schug
et al. en 2004(b) ont réalisé une simulation all-atom par « tempering method », la

méme équipe en 2005(b) a appliqué et comparé plusieurs méthodes.

Fi1aG. 3.28: structure géométrique du « tryptophan cage ».

Enfin, le domaine de liaison de PIN1, comportant 34 acides aminés, se présente
sous la forme de trois feuillets 5 maintenus par des ponts hydrogéne (figure 3.29)
(Nguyen et al., 2005; Jager et al., 2006). Comme il contient deux tryptophanes bien

conservés, on le désigne par le nom « WW ».
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F1aG. 3.29: structure du domaine WW de la PIN1.

3.5.1.2 Un échantillonnage partiel

Enfin, puisqu’il y a relativement peu de systémes « abordables » (structure clai-
rement, définie, données expérimentales disponibles et taille restreinte), 1'idée® de
faire un échantillonnage partiel de molécules plus grandes, ot seuls certains degrés
de liberté seraient activés, a été implémentée (introduisant, au besoin, des coupures
formelles de certaines liaisons). La figure 3.30 présente quatre exercices d’échan-

tillonnage sur des parties de la PIN qui ont été soumis a I’algorithme.

3.5.2 Premiers constats
3.5.2.1 Un besoin d’intensification

Avec ces molécules, les volumes des espaces de phase deviennent difficiles a gé-
rer et les temps de calculs de plus en plus long (plusieurs semaines). Il faut donc
reconnaitre que la stratégie pour de tels problémes commence & saturer. Toutefois
I’algorithme est toujours capable d’échantillonner en largeur les paysages énergé-

tiques et, en particulier, il visite systématiquement la région native (sauf pour le

¥nous remercions le Docteur L. Serrano pour l'idée originale.
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3 4

F1aG. 3.30: PIN1 échantillonnée par morceaux : les parties blanches sont fixées tandis
que les degrés de liberté des parties rouges sont optimisés.

cas de PIN1). Malheureusement, nous avons observé que ’algorithme trouve, en
un temps convenable, des solutions plus ou moins proches de la structure native,
mais avec quelques réarrangements qui expliquent des différences énergétiques par-
fois importantes. Ainsi, ces solutions sont rejetées car plus énergétiques que d’autres
géomeétries, non-natives, mais sans mauvais contact. Nous allons donc chercher a

intensifier la recherche dans les vallées visitées.

La premiére modification a été d’autoriser, lorsqu’on génére des individus aléa-
toires, a reprendre des morceaux d’anciennes solutions en réalisant un croisement
d’ancétres. Cela permet de réintroduire des génes (plusieurs codons contigus) poten-
tiellement favorables et d’intensifier la recherche autour des solutions précédemment
échantillonnées. Cette stratégie a été implémentée suite a la frustration de voir ap-
paraitre parmi les solutions, deux moitiés de molécules bien repliées; toutefois, un
nouveal PARAMETRE DE CONTROLE a été introduit pour modérer cet effet.

Introduire une solution trop bonne, tot dans I’évolution d’une population, est vi-
vement déconseillé car cela entraine généralement une convergence prémature suite
a la dissémination du chromosome a travers la population. Au contraire, cette straté-

gie s’est montrée efficace en introduisant « discrétement » des morceaux de solutions,
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tout en préservant la progression de la population. En outre, elle permet d’intensifier

la recherche autour des solutions ré-utilisées.

3.5.2.2 Interprétation des résultats expérimentaux

Deuxiéme constat : pour des molécules de cette taille, nous voyons apparaitre
des géométries plus stables que la géométrie native (de meilleures énergies). La
conformation expérimentale ne correspond donc pas au minimum absolu de I'espace
de phase, ce qui contredit I’hypothése thermodynamique exposée au chapitre 1.

Il existe a cela plusieurs explications, la premiére étant que la « géométrie ex-
périmentale » est en fait issue d’un processus de détermination complexe. Seules

0 sont en

les données sont expérimentales, elles sont interprétées et des algorithmes?
charge de trouver des géométries qui satisfont a ces contraintes. Il n’y a générale-
ment pas une seule solution, mais une famille de solutions qui dénote la flexibilité
de la molécule. Enfin, les géométries trouvées sont généralement minimisées selon le
critére énergétique estimé a partir d’'un champ de forces quelconque.

De ce processus de détermination de la structure, il découle plusieurs sources
d’erreurs potentielles (en plus des difficultés inhérentes aux technologies, aux tech-
niques de synthése et de purification) :

I’effet de moyenne sur I’ensemble de Boltzmann au cours de I'expérience peut
rendre l'interprétation difficile. Ainsi, deux sous-populations de conformations
distinctes peuvent générer des contraintes expérimentales impossibles a conci-
lier.

— La minimisation selon un champ de forces différent du noétre peut entrainer

quelques différences se traduisant par une pénalisation énergétique.

Lorsque la molécule est petite, le minimum local peut étre retrouvé par une
simple optimisation par gradient, cependant, pour des problémes de plus grandes
tailles, cela ne suffit plus (voir figure 3.31). Pour résoudre ce probléme, nous avons
donc soumis les solutions natives a un processus de recuit simulé qui permet de
visiter le voisinage de la « géométrie native ». De cette fagon, nous reconstruisons
un ensemble de solutions natives et nous caractérisons correctement leurs énergies.

Malgré cela, ’algorithme retournait encore des solutions de plus basses énergies
que I'énergie du natif optimisé. Nous reviendrons sur ce point ultérieurement ; nous

détaillons maintenant rapidement la stratégie d’échantillonnage local utilisée, qui

20typiquement basés sur le distance geometry, voir section 2.2.4 ou le torsional angle driving,
section 3.4.3.2.
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F1G. 3.31: la solution expérimentale différe légérement du minimum absolu et une
optimisation par gradient ne suffit pas toujours a le retrouver. . .

a da étre adaptée pour prendre en compte I'aspect extrémement rugueux du pay-
sage énergétique. Puis nous présenterons I’heuristique d’intensification, basée sur les

potentiels de forces moyennes.

3.5.3 Détails de ’échantillonneur local

Une simple optimisation par gradient conjugué avait initialement été envisagée
en réalisant une minimisation 3D grace au logiciel insight (Accelerys, 2005), mais la
rugosité de la fonction énergie rend ce type d’approche inefficace sur des systémes
de cette taille.

Notre stratégie s’inspire donc essentiellement du recuit simulé avec un ou plu-
sieurs cycles de chauffe et refroidissement (voir paragraphe page 3.2.3). Les pas sont
générés en modifiant toutes les variables avec une densité uniforme sur I’hypercube
entourant la solution courante. La taille de cet hypercube est adaptée au cours de la
recherche afin de tenir compte du comportement local de la fonction énergie. Enfin,
puisque le paysage énergétique est extrémement accidenté, il a été nécessaire de cou-
pler ce recuit simulé avec une relaxation par gradient, appliquée systématiquement
aprés chaque pas. Cette optimisation, bien que limitée en nombre d’itérations, reste
la partie la plus gourmande en ressources.

Des tests ont été faits sur I'application d’une stratégie originale appelée leapfrog
(Ishwaran, 1999). Elle consiste a diviser les sauts d’une conformation a I'autre en
plusieurs petits pas, en modifiant progressivement la trajectoire en fonction du gra-
dient en chacun de ces pas. Cette stratégie est supposée donner moins de solutions
aberrantes.

Malgré cela, la rugosité de I’hypersurface d’énergie est telle que les « sauts de

grenouille » aboutissent le plus souvent a des énergies beaucoup trop grandes pour



138 Chapitre 3. Echantillonnage

étre acceptées. L’application d’un gradient conjugué aprés chaque saut fournit les
mémes résultats que dans la stratégie initiale, de sorte que I'heuristique a été aban-
donnée. De plus, les évaluations du gradient au cours des sauts ralentissent d’autant
la progression globale.

Cet échantillonneur « peuple » la région autour de la conformation déterminée
expérimentalement et fournit en particulier 'énergie du meilleur minimum local

avoisinant.

3.5.4 La fragmentation

Etant données les performances de I’algorithme sur les molécules plus grandes,
nous avons cherché & améliorer la balance entre diversification et intensification en
faveur de cette derniére.

En s’inspirant de la stratégie « divide and conquer » et de ce qui a été fait sur
les modifications des densités de probabilité pour chaque variable du vecteur de
torsions, nous avons développé une nouvelle heuristique basée sur la fragmentation
des molécules. L’idée est de fractionner le grand probléme en petites taches, plus
simples, puis de réunir les éléments afin de construire une solution globale. L.’hypo-
thése sous-jacente est que les degrés de liberté ne sont que peu influencés par les
atomes topologiquement éloignés. Cette hypothése est certainement vraie en pre-
miére approximation (par exemple dans les hélices et les tournants des protéines),
mais est sujette a caution puisque le repliement global de la molécule peut permettre
a deux extrémités topologiquement éloignées de se rapprocher et d’interagir. Cette
stratégie n’est toutefois pas nouvelle, puisqu’elle reprend les idées de 'utilisation sta-
tistique de bases de données de molécules connues. C’est le cas des couples d’angles
(¢, 1) de torsions des squelettes protéiques (Ramachandran et Sasisekhan, 1968) ou
des bases de rotaméres (Shetty et al., 2003). L’avantage de notre approche, c’est
qu’elle ne fait pas intervenir de connaissances sur d’autres molécules, mais apporte
de I'information sur le comportement local de la molécule étudiée.

Nous présentons maintenant chacune de ces deux étapes de fragmentation et de

reconstruction de la géométrie globale.

3.5.4.1 Meéthode de fragmentation

De la méme maniére que nous avions estimé les densités marginales de chaque
torsion, nous avons généralisé I'approche a l'estimation de densités marginales a

plusieurs variables (figure 3.32).
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FIG. 3.32: schéma de densités marginales & une et deux variables.

Ces marginales concernent des sous-ensembles de k torsions (k =4, 5 ou 6 dans
les tests), topologiquement contigués en choisissant préférentiellement celles qui ont
les poids les plus importants (voir pondération des degrés de liberté, page 104). Elles
définissent un fragment de molécule qui est échantillonnable par le CsG4, cependant,
si I'on procede de la sorte, les effets de bords seront importants et 1’échantillonnage
sera biaisé. Pour éviter cela, chaque fragment est regarni des atomes qui I’entourent
(topologiquement proches). Ainsi, aux k torsions, que nous qualifierons de clefs,
nous avons ajouté tous les atomes environnementauz, dans un ellipsoide basé sur
la distance topologique : on choisit, dans le fragment F', deux atomes (aj, as) im-
pliqués dans des torsions clefs, qui maximisent la distance topologique d;(aq, as) (ce
choix n’est pas toujours unique). Un atome a de la molécule est alors inclu dans
I'environnement de F (notée F) si la somme des distances aux foyers est inférieure

a di(ay, as) plus un paramétre a définir (voir figure 3.33 et équation (3.11)).

a € F < dia,a) + di(a,ay) < diay,as) + 2dy, (3.11)

ou nous avons testé les valeurs dy = 4 et dy = 6.

La procédure de fragmentation, résumée sur la figure 3.34, est entiérement au-

tomatisée.
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F1G. 3.33: définition de 'environnement d’un fragment.
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FI1G. 3.34: exemple de la construction d’un fragment de la cyclodextrine.
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3.5.4.2 Réunion des fragments

En théorie, la densité marginale pour le k-uple de torsions clefs de F' (pr) né-
cessite ’échantillonnage sur toutes les variables qui ne sont pas dans F' (Koehl et
Delarue, 1996), mais d’aprés notre hypothése, seuls les degrés de liberté hors de F

mais dans F' interviennent :

pp(ﬁll,,ﬁzk) = / pp(ﬁil,...,Qik,ﬁjl,...,ﬁjm)dﬁj ...dﬁjm

F-F
~ /_ p(@l,...,QNdd])de ...d@jm, (312)
F-F
ou (#;,,...,0;,) sont les variables environnementales.
Enfin, pour reconstruire pg(6;,,...,0; ), nous n’échantillonnons pas les tor-

sions environnementales a torsions clefs fixées, mais échantillonnons toutes les tor-
sions clefs et environnementales et utilisons I'approximation de Monte Carlo (équa-

tion (2.12) rappelée ici) :

pe(@) ~ S 8= 1), (3.13)

ou &, est un échantillonnage de I'espace selon la densité pp, de cardinal Ne,.

En échantillonnant le fragment regarni : /', nous pouvons donc estimer la densité
marginale de F'. Cette stratégie peut méme éventuellement ne servir qu’'a écarter
les régions aberrantes de l'espace de phase; c’est particuliérement le cas lors de
I’échantillonnage des petits cycles (lorsqu'ils sont englobés dans F'), nous le verrons
clairement a travers I'exemple de la cyclodextrine.

Pour reconstruire des solutions globales, nous avons repris la méthodologie des
densités biaisées par variable : 1’algorithme est exécuté sur la molécule entiére, mais
choisit les fragments en respectant les densités marginales estimées précédemment.
Une probabilité uniforme est toujours mélangée afin d’éviter l'interdiction de re-

cherches dans certaines régions de 'espace (selon un PARAMETRE opérationnel).

3.5.4.3 Résultats

Afin d’analyser le bien fondé de la méthode, nous avons voulu vérifier que, pour
chacun des Ngys fragments, la conformation native avait bien été retrouvée parmi
les solutions envisagées par l'algorithme d’échantillonnage local. En effet, dans ce

cas il ne reste plus, a I’échantillonneur global, qu’a trouver, pour chaque fragment,
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la bonne configuration parmi les Nyq s proposées. Ceci donne des tailles d’espaces de

Ngai (F;
@) ad1(F3)

et une taille d’espace
pas

recherche pour chaque fragment F; de 'ordre de (

ddl
global de 'ordre de Nyois Ve qu'il faut comparer a (%) sans fragmentation.

Prenons, par exemple, le cas de la « tryptophan cage » (Nqq= 73) avec (k,dy) =
(6,6) : il y a 15 fragments comportant entre 6 et 24 degrés de liberté chacun. Le tra-
vail d’échantillonnage des fragments (c’est-a-dire la taille des espaces de recherche)
est donc d’un ordre 10*® (avec un pas de 6°), tandis que la recombinaison des solu-
tions (21 < Nys < 9117) demande un travail en 10*1. Sans fragmentation, le nombre
total de conformations envisageables est de I'ordre de 103, ..

En réalité, le calcul ci-dessus n’offre qu’un ordre de grandeur car on utilise égale-
ment les niveaux d’énergies des solutions partielles pour pondérer leurs probabilités
(équation (2.15), p. 87). Ceci nous permet d’évaluer un « facteur d’enrichissement »
apporté par la procédure de fragmentation, qui est défini de la maniére suivante :
c’est le rapport de la nouvelle probabilité de la conformation native par rapport a
une distribution complétement aléatoire.

Cette analyse est faite pour différentes valeurs du couple de paramétres (k, dy)
et pour les différentes molécules dont nous disposons. Le facteur d’enrichissement

est classé selon cing catégories comme indiqué dans la légende (figures 3.35 et 3.36).

0.3500 ~
0.3000 A
0.2500 A
0.2000 -
0.1500 A
0.1000 A
0.0500 ~

% Fragments

F1aG. 3.35: répartition du facteur d’enrichissement pour la « tryptophan cage », avec
les parameétres (k,do) = (5,4).

Selon toute attente, 'opération de fragmentation est d’autant plus réussie que la
taille du fragment est grande. Etonnamment, augmenter dy indépendamment de k,
ne semble pas particuliérement intéressant pour les fourchettes de valeurs que nous
avons considérées.

Pour la cyclodextrine en particulier, on voit que 1’échantillonnage local de ses

cycles de glucose permet d’acquérir une connaissance précise qui rend la stratégie
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F1G. 3.36: taux de réussite en fonction des paramétres (notés (k + dp)) pour cing
molécules (voir légende).

prometteuse. La méme conclusion peut étre faite sur « p3sem » qui est une petite
molécule organique. Pour les plus grandes molécules, la stratégie reste tout a fait
encourageante ; on note toutefois que la fragmentation de structures de type feuillets
[ présente plus de risques, surtout lorsque les fragments sont grands. Cela s’explique
par le fait que les fragments ne peuvent pas former les ponts hydrogéne qui stabi-
lisent la structure générale de la molécule. Nous notons également que dans ce cas,
les fragments de plus petites tailles échouent moins souvent : 1’algorithme échan-
tillonne des espaces plus petits (la fonction énergie a moins d’amplitude) et met

plus facilement en évidence les régions probables et les régions aberrantes.

3.6 Parallélisation de I’algorithme

Afin de réduire les temps de calculs, on peut également envisager 1'utilisation
de matériel informatique plus performant. Une des thématiques importantes de
ces derniéres années, est de devancer I'optimisation des composants informatiques,
en regroupant les ressources existantes et en les faisant calculer de concert. Un
énorme travail d’orchestration a été réalisé dans ce domaine permettant une utilisa-
tion quasi-transparente de « grilles » d’ordinateurs a travers différentes couches qui
correspondent a différents niveaux d’abstraction (Cahon et al., 2004).

Afin de pouvoir avancer vers ce type de déploiements, nous avons démarré
un projet commun, surnommé Dock@GRID pour « conformational sampling

and molecular docking on grids », avec I'équipe OPAC du Laboratoire d’In-
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formatique Fondamentale de Lille (LIFL) et le Commissariat & I'Energie Ato-
mique (CEA) ayant donné lieu & un financement ANR?' fin 2005 (voir son site :

http ://dockinggrid.gforge.inria.fr/index.html, consulté en aotit 2007) et impliquant

les personnes suivantes :
Sylvaine Roy, Ingénieur Chercheur CEA iRTSV/LBIMCEA??,
— El Gazali Talbi, Professeur, LIFL, responsable de I’équipe OPAC,
— Nouredine Melab, Professeur, LIFL,
Alexandru-Adrian Tantar, doctorant, LIFL,
Jean-Charles Boisson, doctorant, LIFL,
— Gaél Evan, ingénieur de recherches, LIFL,
Dragos Horvath, Chargé de Recherches, UGSF,
Benjamin Parent, doctorant, UGSF.

3.6.1 L’environnement de GRID5000

GRID5000 est un exemple de grilles de calcul, elle est répandue a travers toute
la France sur neuf sites : Bordeaux, Grenoble, Lille, Lyon, Nancy, Orsay, Rennes,
Sophia-Antipolis et Toulouse, et est soutenue par le CNRS et PINRIA. La connection
des unités de calcul est assurée par le réseau académique francais RENATER?®. Cette
grille est munie des environnements suivants :

— Condor?,

MW (Master-Worker),

— ParadisEO% (Parallel distributed Evolving Objects).

Le systéme condor permet d’administrer des parcs hétérogénes d’ordinateurs
en mode multi-utilisateurs. Il gére automatiquement le recrutement de ressources
supplémentaires, les disponibilités des machines (en scrutant l'activité des périphé-
riques : claviers, souris) et libére les machines lorsqu’un utilisateur s’y connecte
physiquement. Enfin, il autorise de nombreux points de controle permettant de vé-
rifier et de sauvegarder les calculs en cours, afin de pouvoir les reprendre en cas
d’interruption ou d’échecs.

Le logiciel MW fait partie de ce qu'on appelle les « middlewares », car il offre

un niveau d’abstraction intermédiaire. Il permet un développement facilité d’appli-

http ://www.gip-anr.fr, consulté en aotit 2007

http ://www-dsv.cea.fr/Ibim/iacg, consulté en aott 2007.

Zhttp ://www.renater.fr, consulté en aott 2007.

Zhttp ://www.cs.wisc.edu/condor/condorg, consulté en aotit 2007.
ZShttp ://paradiseo.gforge.inria.fr/index.php, consulté en aotit 2007.
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cations de type « maitres/esclaves » grace a un ensemble de classes C++. De plus,
il assure la gestion des échecs (calculs, transmission, ou libération de la ressource)
et relance au besoin les processus sur d’autres machines.

Enfin, ParadisEO est une librairie C++ opensource (sous GPL*%) offrant un
cadre de développement transparent pour les applications sur la grille. Elle est le
dernier étage d’abstraction de I'architecture (voir figure 3.37). Elle fournit un grand
nombre d’heuristiques de recherches paralléles, tant pour l'intensification locale de
solutions que pour I'exploration globale. Presque toutes les stratégies classiques de
la littérature sont déja implémentées, mais il est possible d’ajouter ses propres heu-
ristiques (et en particulier, sa propre fonction de fitness. ..) ainsi que tout opérateur

adapté a la physique du probléme.

o]

| Application

"Evolving Objects"
(Evolutionary
algorithms)
F k for
| of parallel and hybrid
"Moving Objects” metaheuristics
(Local
searches)
AP for the design of
parallel applications
E following the
"Multi Objective MasterWorker
Evolving Objects” paradigm
(Multi-objective
optimization)

workload management
system

FIGCV’

O OO
O

G!tde-m

O
O
Another Condor

Non dedicated Other

pool workstations
on the local pool

F1aG. 3.37: différents niveaux d’abstraction dans l’architecture utilisée.

La premiére étape a été de traduire notre programme principal en C+-+, ce qui
a été 'objet du stage de DEA de Samuel Hoareau. Cependant, un énorme travail
nécessaire

d’adaptations au langage hiérarchisé en classes fit et est encore

pour pouvoir fonctionner optimalement. L’article de Tantar et al., paru en 2007

dans « Future Generation Computer Systems », présente les premiéres validations

26Gnu General Public License
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du code (annexe E).

L’algorithme a été testé sur une fourchette de 1 a 80 ordinateurs (et récemment
sur 200). Dans un cas idéal, le gain de temps est donné par le nombre de processeurs
utilisés; le temps nécessaire pour un tel algorithme parallélisé sur N, machines
est alors réduit d'un facteur Ngp,. Mais concrétement, une trop forte parallélisation
multiplie les cotits de commuication et réduit les performances. Pour évaluer cela,
on définit le critére de « SPEEDUP » comme étant le rapport de la somme des temps
de calcul sur chacun des ordinateur utilisé, par le temps nécessaire pour exécuter
I’algorithme sur une seule machine. La figure 3.38 présente 1’évolution de ce critére
pour la cyclodextrine et la « tryptophan cage » en fonction du nombre de CPU

utilisées.

® [Tryptophan-cage - N
Cyclodextrin -7~ | | | _—1"

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Fi1G. 3.38: SPEEDUP en fonction du nombre d’ordinateurs utilisés, pour la cyclo-
dextrine et 1L2Y.

En paralléle de ces travaux, nous avons commencé a concevoir une stratégie
de plus bas niveau (utilisant MW), permettant un déploiement des heuristiques
précédemment exposées ainsi que du méta-AG. Puisque chaque processeur gérait
plusieurs iles (ou continents), nous avons repensé nos algorithmes sous la forme
d’un modéle planétaire, ol chaque planéte-processeur recrée localement un modéle

insulaire. . .

3.6.2 Une stratégie dédiée a la grille : le modéle planétaire

Afin de limiter les temps de communications et d’adapter la parallélisation a la
structure matérielle sous-jacente, nous avons généralisé notre implémentation n’utili-
sant que quelques iles (et un explorateur indépendant), par un modéle « planétaire »
abritant chacun plusieurs iles (et un explorateur); une planéte correpondant a un

processeur de calcul.
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3.6.2.1 Une optimisation asynchrone des paramétres opérationnels

Ce modéle nous permet de paralléliser I’évaluation du méta-fitness mais nous
oblige a gérer les méta-individus de maniére asynchrone pour éviter les temps d’in-
activité. Les croisements et mutations de vecteurs de paramétres opérationnels se
font donc « a la demande », en gardant en lice les réglages les plus productifs. Dés
qu'une planéte a accompli son travail (d’aprés son critére d’arrét sur toutes ses iles
ou bien & 'approche de la fin du temps alloué par la grille), les solutions échan-
tillonnées rejoignent le pool universel de solutions (en écartant les redondances). Le
méta-fitness est alors calculé et le méta-individu classé parmi ses semblables ; le pro-
cesseur signale alors son inactivité dans 'attente d’'un nouveau méta-chromosome a

évaluer, proposé par le dispatcheur central.

3.6.2.2 La panspermie

Les iles communiquent entre-elles, de facon limitée, grace au processus d’émi-
gration, tandis que les planétes travaillent en autarcie totale. Néanmoins, les CsGy
sont initialisés avec un fichier réunissant quelques solutions précédemment échan-
tillonnées qui leur sert soit de tabous, soit d’attracteurs. Cette stratégie, baptisée
« panspermie » en accord avec la théorie selon laquelle la vie sur la Terre aurait été
inséminée par des micro-organismes extra-terrestres, est appliquée,

— en utilisant 'heuristique tabous, pour forcer la diversification (voir critére de

distance, équation (3.14)),
ou par le biais des croisements d’ancétres (§ 3.5.2), pour attirer la recherche

dans une zone a caractériser finement.

3.6.2.3 Stratégie d’intensification

Or, comme nous ’avons vu, 1’algorithme est capable de localiser rapidement les
régions prometteuses de I’espace de recherche  dont la région native  mais échoue
a caractériser correctement leurs énergies. En effet, le paysage d’énergie est tellement
accidenté, que certains détails de la géométrie engendrent parfois de grandes diffé-
rences énergétiques?’. En d’autres termes, la découverte du minimum absolu d’une
région donnée est loin d’étre triviale et nécessite d’importants efforts d’intensifica-
tion. Nous avons donc dédié certaines planétes a une recherche spécifique autour de

solutions connues, ce qui est réalisé en initialisant directement les populations avec

2Tidéal serait de caractériser systématiquement un petit domaine autour des conformations
proposées ; cette idée est en cours de développement.
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toutes les solutions du pool universel appartenant & une méme sous-région restreinte
de D'espace.
Ce clustering est effectué selon le critére de distance ci-dessous, équation (3.14)

(utilisant la pondération des degrés de liberté) et une limite de distance D,y :

D(O°,0") = > WAl 0), (3.14)

1<Nqal

ou la fonction A renvoie I'angle entre ses arguments, en prenant en compte la
2m-périodicité de I'espace de départ. Les conformations les moins énergétiques sont
choisies comme centres pour les clusters, qui peuvent éventuellement évoluer en
fonction de I'apparition de minima plus profonds dans le voisinage considéré.

On autorise alors une « région prometteuse » a étre intensifiée un certain nombre
de fois (parameétre Nj,ens que 'utilisateur doit définir) tandis que les autres planétes
doivent éviter toute recherche dans cette zone.

La définition des parameétres . et Nintens €St un point particuliérement sensible
de notre stratégie car

trop grands, les clusters seraient difficiles a échantillonner alors que trop petits,
ils deviennent rapidement trés nombreux et difficiles a gérer ;

— avec des petites valeurs de Niptens, 1a recherche risque de manquer le minimum
absolu et '’échantillonnage pourrait étre incomplet (la région devenant ensuite
taboue), tandis que les grandes valeurs de Njyens réquisitionnent beaucoup de
ressources informatiques ne pouvant plus étre utilisées a d’autres taches.

Par défaut, nous avons fixé Njens = D, toutefois, si le cluster évolue par suite de

I’apparition de nouveaux minima plus profonds, 'intensification reprend; la région

n’est déclarée taboue qu’aprés Niyens recherches infructueuses.

3.6.2.4 Résultats

Pour tester le modéle planétaire, nous 'avons appliqué a trois problémes : le
« triptophan zipper » (1LE1), le « triptophan cage » (1L2Y) et un des tournants
du domaine WW de la PIN (échantillonnage partiel, voir § 3.5.1.2). Dans les deux
derniers cas, nous avons réussi a localiser reproductiblement le minimum natif en
I'espace de quelques jours sur un nombre restreint de machines (20 a 30 nceuds, le
nombre de noeuds réservé étant paramétrable par 1'utilisateur), voir figure 3.39.

Le cas du 1LE1, bien que ne comportant que 54 degrés de liberté, est plus

pernicieux que les autres exemples. En effet, appartenant a la famille des structures
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F1G. 3.39: conformation native (blanche) et meilleure conformation renvoyée par
lalgorithme (rouge).

(3, son paysage énergétique s’apparente moins a un entonnoir que celui des structures
dites a (Munoz et al., 1997).

Dans de rares cas (deux sur plusieurs dizaines de simulations), I'algorithme est
capable de reproduire parfaitement la structure expérimentale, tant concernant son
squelette que ses chaines latérales (figure 3.40). Malheureusement, la majorité des
simulations se sont arrétées avant de découvrir ce minimum. Parmi les conforma-
tions renvoyées, il y a des géométries dont le squelette est correctement prédit, mais
ou les chaines latérales ne correspondent pas a la géométrie proposée par la PDB
(figure 3.41). Bien que les arrangements géométriques et les interactions des groupe-
ments aromatiques sont encore a ’étude d’un point de vue théorique et mal pris en
compte par les champs de forces (Guvench et Brooks, 2005), ces géométries restent
plus énergétiques que la conformation native. Autrement dit, 'algorithme échoue a

localiser le minimum absolu.

F1G. 3.40: la géométrie native trouvée par I'algorithme (structure expérimentale en
blanc).

Nous pensons toutefois que ces géométries ne sont pas aberrantes et sont pro-

bablement présentes en solutions, mais correspondent a des états beaucoup moins
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F1G. 3.41: structure presque correcte découverte par I'algorithme mais classée en
79¢ position derriére d’autres géomeétries dénaturées (les interactions des tryptophanes
different des prédictions d’autres auteurs).

F1G. 3.42: la meilleure solution renvoyée par I’algorithme correspond & une confor-
mation dénaturée.
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peuplés qui échappent éventuellement aux méthodes expérimentales. Les conforma-
tions 3.41 et 3.42 recréent en effet des interactions entre cycles aromatiques. De
plus, le positionnement des tryptophanes n’est pas clairement connu : comme les
structures expérimentales sont issues de minimisations selon des champs de forces
semi-empiriques, le positionnement prédit dépend du modéle choisi. Ainsi Yang et al.
(2004) ont proposé une structure légérement différente de la structure initiale (Co-
chran et al., 2001) ou les tryptophanes s’arrangent plutot dans une conformation ou
les tranches des uns font face aux cycles de leurs voisins (1IHRX est alors remplacé
par 1LE1 dans la PDB, voir figure 3.43).

F1G. 3.43: structure tridimensionnelle de 1LE1 (gauche) qui remplace celle de THRX
(droite). Des études plus récentes (Yang et al., 2004) indiquent que les résidus tryo-
phanes se positionnent plutét en forme de « T » (tranche contre face).

La découverte de la géométrie 3.40 n’est qu'une simple question de temps de
recherche, cependant, en autorisant plus de temps ou en fixant des plus grandes
valeurs de Njytens, On augmente les temps de calculs proportionnellement au nombre
de clusters a traiter (typiquement 10° & 10° pour 1L.2Y et 1LE1). Une fois le cluster
déclaré tabou — par exemple, un cluster centré sur la conformation 3.41 — plus
aucune géométrie ne pourra étre trouvée dans le domaine correspondant. De plus,
la comparaison des cas 1L2Y et 1LE1 montre que la balance optimale entre intensi-
fication et exploration dépend de la molécule (et pas nécessairement du nombre de
degrés de liberté).

Par ailleurs, les géométries presque correctes ne sont pas en téte du classement
par énergies. .. Ainsi, la géométrie présentée (en rouge) dans la figure 3.41 est en
position 79 dans la liste (comportant plusieurs centaines de milliers de solutions).
Les meilleures énergies sont obtenues pour des conformations encore plus dénaturées
(figure 3.42).
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3.6.3 Interprétation chimique

Nous discutons ici rapidement la différence de complexité que peuvent présenter
les molécules et essentiellement les structures a (Yang et Honig, 1995a) en compa-
raison des structures (§ (Yang et Honig, 1995b) et de leur épingles, voir figure 3.44.
Les structures a hélicoidales ont été étudiées expérimentalement longtemps avant
les motifs de type 3 ; cela s’explique par des différences de stabilité et de temps de
repliement®® (et aussi par leur tendance a agréger). Ainsi, les difficultés rencontrées
par nos algorithmes (bien que 1LE1 ait moins de degrés de liberté) est déja présent

dans la structure méme de la molécule.

F1G. 3.44: squelette des structures secondaires « hélice » et « épingle »

Dans le cas d’une hélice, des ponts hydrogéne relient des acides aminés topologi-
quement proches (typiquement entre I’acide aminé i et i+3). La perte entropique die
au « gel » des quatre acides aminés n’est pas compensée par la stabilisation qu’ap-
porte le pont hydrogéne, mais une fois le premier pas d’hélice initié, chaque nouvel
acide aminé qui se positionne apporte un nouveau pont hydrogéne qui compense la
perte entropique de sa rigidification. D’un point de vue algorithmique, nous inter-
prétons cela comme des corrélations entre variables a courtes distances topologiques
(figure 3.45). Par ailleurs, le processus peut étre initié n’importe ot dans I’hélice et
éventuellement indépendamment en plusieurs endroits (Munoz et al., 1997).

Inversement, dans la formation d’un tournant entre deux feuillets (3, le processus
est nécessairement initié au niveau du tournant. Le reste de la structuration se fait
alors séquentiellement en gelant, a chaque étape, deux acides aminés qui établissent
alors un pont hydrogéne. Les barriéres d’énergie libre sont donc plus grandes dans
ce cas. Les variables interagissent maintenant avec d’autres qui leur sont topologi-

quement éloignées (figure 3.46).

ZMufioz et al. (1997) annoncent des temps de repliement 30 fois plus longs, cependant, Nguyen
et al. (2005) en modifiant le domaine WW de la PIN ont obtenu des temps de repliements inférieurs
a la microseconde.
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F1G. 3.45: Schémas intéressants pour former une hélice, ces schémas peuvent étre
découverts et se former en paralléle, s’héritent indépendamment et se concaténent
facilement
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FIG. 3.46: Schémas intéressants pour former une épingle, ces schémas sont imbriqués
et ne peuvent étre découverts que séquentiellement

Pour aider a la formation de ce type de structures, Wenzel (2006) a récemment
évoqueé leffet de la désolvatation et parle d’'une compétition avec la formation des
ponts hydrogéne. Cet effet peut en effet diriger le collapsus hydrophobe (les trypto-
phanes se protégeant mutuellement) vers la géométrie que 1’on connait plutot que

vers une conformation hélicoidale.

Enfin, remarquons que Wenzel (2006), comme Guvench et Brooks (2005) pré-
disent un squelette relativement bien conservé, mais les positions des chaines laté-
rales et en particulier celles des tryptophanes sont beaucoup plus floues et mal pré-
dites, ce qui est conforme a nos prédictions. Ces derniers auteurs proposent méme
I'introduction d’un nouveau terme de champ de forces pour faciliter la convergence

vers des structures plus proches de celles supposées par les expériences

L’ensemble de ces résultats a été soumis et accepté a la conférence « Congress on

Evolutionary Computation » se tenant a Singapour fin septembre 2007 (annexe G).
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3.7 Des défauts dans le champ de forces ?

En réalité, il est un point que nous avons laissé de coté (§ 3.5.2) et que nous
détaillons maintenant : celui des conformations non-natives ayant des énergies plus
basses que la géométrie expérimentale. Cette partie apparait ici afin de préserver
I'unité de la présentation des stratégies d’échantillonnage, toutefois, ce probléme a
di étre abordé dés les premiers tests sur les molécules plus grandes (§ 3.5).

Plusieurs phénoménes, que nous listons ici, peuvent intervenir, pour lesquels nous

présentons a chaque fois les arguments qui pondérent les hypothéses :

1. premiére hypothése : la précision de I'estimation de I’énergie est insuffisante
et ne permet pas de distinguer des différences énergétiques significatives du
niveau de bruit de calculs. Ce pourrait étre le cas si ces conformations non-
natives étaient faiblement favorisées, alors que nous observons des différences
énergétiques jusqu’a 30kcal.mol =t

2. La conformation native, qui est issue de l'interprétation des données expéri-
mentales et d'une optimisation selon un champ de force différent de celui que
nous avons utilisé, peut générer certaines tensions locales que des réarrange-
ments minimes pourraient effacer. L’échantillonneur local (section 3.5.3) qui
optimise relativement bien la géométrie native, devrait dans ce cas mettre en
évidence des conformations plus stables. Cette situation est observée, mais
n’est pas systématique : des conformations dénaturées continuent de concur-
rencer les énergies natives. Or, d’aprés 'hypothése thermodynamique (sec-
tion 1.3.3.3), la géométrie observée expérimentalement doit posséder un franc

avantage énergétique.

3. La géométrie native correspond éventuellement a un minimum sous-optimal,
mais entropiquement favorisé. Ce cas est tout-a-fait possible, bien que nous
ayons choisi nos molécules tests pour leurs structures clairement définies. De
plus, les familles de solutions proposées dans la PDB indiquent que les confor-
mations natives sont rigides (faible variabilité). Néanmoins, cette hypothése
est une des raisons pour lesquelles nous avons développé un AG fonctionnant

sur I'énergie libre d’hypercubes dans I'espace de phase (voir section 3.7.3).

4. La derniére hypothése, est que les modéles utilisés pour I'estimation de I'énergie
interne de la molécule sont approximatifs et saisissent mal certains effets?’

C’est ce dernier point que nous étudions ci-apres.

29en particulier, le modéle de solvant continu est sujet & caution et une simulation dans un
solvant explicite serait un gage d’une meilleure fiabilité de ’estimation.
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Le point numéro 3 souléve a la fois un probléme difficile et un faux probléme.
C’est un faux probléme car I’échantillonnage par algorithmes génétiques est perti-
nent : si un état est entropiquement favorisé, il correspondra a une large zone de
I'espace de recherche et sera sur-représenté dans la population de solutions propo-
sées; l'estimation d’une caractéristique macroscopique sur la base de cette popu-
lation prendra donc implicitement en compte cet avantage entropique. Ce qui est
maladroit, c¢’est de comparer la meilleure structure prédite avec la meilleure confor-
mation expérimentale®®. Une facon simple de s’affranchir de ce probléme, est de
comparer les molécules sur la base de propriétés macroscopiques globales. Ainsi,
une stratégie qui est malheureusement restée au stade de projet, aurait été de re-
construire, sur la base de I'ensemble des conformations échantillonnées par I’AG, les
spectres attendus de Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN). Une comparaison
de ce spectre prédit avec le spectre réel aurait alors pu trancher en faveur ou en
défaveur du champ de forces (point numéro 4). De plus, cette comparaison sur des

données expérimentales brutes court-circuite 'inconvénient mentionné au point 2.

3.7.1 La culpabiblité du champ de forces

La définition d'un champ de force est sans doute 1’étape la plus difficile dans le
domaine de la modélisation moléculaire. C’est une somme d’approximations plus ou
moins précises aux domaines de validité limités et la détermination des paramétres
est particuliérement difficile.

Pour remettre en question le champ de force, nous évoquons également les tra-
vaux de Kremer et Tiedemann (1994) qui ont également implémenté des AGs ca-
pables de localiser les minima absolus de 'espace de phase, mais pour lesquels ces
minima ne correspondent pas au minimum natif. .. Plus récemment, Zhou (2003) a
montré que plusieurs modeéles de solvants implicites couplés & des champs de forces
de type OPLS ou AMBER pouvaient prédire des minima erronés pour la structure
d’une protéine.

Les paramétres sont dérivés pour reproduire le comportement local des molécules
autour de leurs conformations natives et sont souvent validés par des dynamiques
moléculaires qui restent des échantillonneurs locaux. De plus, les molécules utilisées
dans l’ensemble d’apprentissage sont bien souvent de petites tailles. Notre étude,
elle, porte sur des molécules de plus grandes tailles et I’échantillonnage de I'espace

est congu pour visiter des régions aussi diverses que possibles. . .

30on perd dans ce cas la notion de nombre de solutions.



156 Chapitre 3. Echantillonnage

Citons enfin Okur et al. (2003), qui ont tenté d’évaluer la transférabilité des
champs de forces (AMBER) des petites molécules vers des systémes plus grands
(1LE1 en 'occurence) en utilisant des clusters d’ordinateurs afin d’assurer un échan-
tillonnage exhaustif du paysage. La bonne caractérisation du paysage qu’ils ont ob-

tenu leur a permis de mettre en évidence les tendances et les défauts de leur champ
de force (OPLS).

3.7.2 Un optimiseur de champs de forces. ..

Rappelons que le champ de forces que nous utilisons, le CVFF, est complété par
un modeéle de solvant continu, qu’il utilise une distance modifiée pour atténuer les
singularités et qu'il est appliqué en « all-atom » & des molécules quelconques (sucres,
peptides, etc.).

Le nombre de paramétres qui définissent ce champ de forces (prés de 4000) est
tel qu’il est inconcevable de vouloir les modifier tous. En particulier, la plupart de
ces parameétres dépendent des types atomiques mis en jeu; si un type atomique
n’apparait pas ou n’est pas suffisamment représenté dans les molécules étudiées, son
optimisation ne sera pas possible.

Afin de sélectionner un jeu de parameétres les plus sujets a caution, nous nous
sommes inspirés de Vieth et al. (1998a), qui proposent la constante diélectrique,
le modeéle de solvant, I’échelle pour les charges de surface, certains rayons Van der
Waals atomiques et le cutoff pour 'estimation des énergies concernant les paires
d’atomes non-liés.

Parmi ceux-ci, nous avons retenu

la constante diélectrique &,
— le facteur de pondération des répulsions de Van der Waals,
certains rayons Van der Waals (carbones, oxygénes et hydrogénes dans les
situations les plus fréquentes),
auxquels nous avons également ajouté
— le coefficient d’influence hydrophobe,
— le coefficient de Gilson-Honig pour I'influence de la désolvatation,
le paramétre de smoothing pour lisser les singularités dans les calculs.
soit un total de quinze parameétres.
En modifiant ces paramétres de champ de forces. ..
nous remodellons le paysage énergétique, le but étant de restaurer l'avantage

en énergie libre de la région native face au reste des conformations;
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— nous perturbons les lois générales qui régissent le repliement (in silico) des
molécules. Notre approche se doit donc d’étre aussi générale que possible,
, . s . . .
c¢’est pourquoi nous avons considéré I'effet des modifications de ces paramétres

sur un maximum de molécules.

3.7.2.1 Définition du score d’un champ de force

Nous disposons déja d'un outil pour échantillonner localement la région native
avec I’échantillonneur local basé sur le recuit simulé (section 3.5.3). Nous avons aussi
un outil performant pour caractériser la globalité du paysage : la machinerie des AGs
métissés et méta-optimisés. Pour se définir un critére d’évaluation du champ de force,
Okur et al. (2003) ont proposé d’utiliser non-seulement la différence énergétique
entre solutions natives et non-natives (discriminées selon un critére de RMSD?!' au
natif), mais également la pente de la régression linéaire entre énergies et RMSD. Ce
dernier terme permet de favoriser les paysages énergétiques se comportant comme
des entonnoirs. Cependant nous avons préféré nous restreindre a la physique du
probléme en ne gardant que la différence en énergie libre des deux simulations, ce

qui revient a maximiser la probabilité du domaine natif : D, ¢

Pr(Dyasir) = 2 Jp e Dagn.
Posons Ghair  tel que e~ PG (Dnatir) 2 Pr(Duatir),
et Giota  tel que e~ PGrotal = fQ e PEO) gon = Z.
Alors PT(Dnatif) = €exp [5 (Gtotal - Gnatif)]-

lI>

Critére de fitness AG = Giptal — Ghatir

3.7.2.2 Une stratégie d’optimisation

Disposant dorénavant d’un critére pour évaluer la pertinance d’un paysage éner-
gétique pour chacune des molécules traitées, nous pouvons maintenant optimiser les
paramétres proposés ci-dessus. Pour le choix de la stratégie, nous maitrisons celle
des AGs, mais pouvons toutefois citer les auteurs suivants

— Koretke et al. (1998) utilisent le recuit simulé pour 'optimisation de fonctions

énergies dédiées a I'échantillonnage conformationnel.

— Okur et al. (2003) qui ont également opté pour un AG a la recherche de

paramétrages plus pertinents des champs de forces de AMBER,

31Root Mean Squared Deviation : déviation standard des coordonnées atomiques aprés une
superposition optimale des deux molécules.
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— Antes et al. (2005) optimisent une fonction réguliére (peu rugueuse) pour le
docking par un va-et-vient constant entre apprentissage par réseau de neurones
sur un ensemble de points connus (évalués par FlexX) et recherche de nouveaux

points a tester qui minimisent la fonction approximée.

En s’inspirant de ces recherches, nous avons mis en place une stratégie que nous

détaillons maintenant.

En échantillonnant a la fois I'espace entier par CsG4 piloté par le uGy, et la
région avoisinnant la conformation native par I’échantillonneur local, nous obtenons
un ensemble de conformations caractéristique du paysage courant pour chacune des
molécules. On modifie alors les paramétres du champ de forces afin de minimiser les

énergies libres des solutions natives par rapport a celles des solutions globales.

Etude de la faisabilité d’une coévolution. En théorie, il est possible de suivre
les minima locaux de I’espace de phase au fur et a mesure que les parameétres évoluent
(voir calculs ci-dessous et équation (3.18), qui donnent I’évolution de la position du
minimum en fonction de la variation des paramétes). Cependant, les irrégularités
du paysage rendent I’évaluation de I'Hessienne difficile et peu rigoureuse. De plus,
les disparitions et surtout les apparitions de nouveaux minima (bifurcation lorsque
I'Hessienne n’est plus inversible) font échouer 1’approche. Nous avons méme renoncé
a un suivi progressif des solutions de type recuit simulé ou dynamique moléculaire
au cours des modifications du paysage, car I’échantillonnage global du champ de
forces modifié est de toute fagon nécessaire pour localiser les éventuels nouveaux

minima.

L’énergie dépend des variables 6 et des paramétres p :

E :(p,0) — E(p,0). (3.15)

Si 0y est un minimum local pour pg, alors

OF
@(Poﬁo) = 0. (3.16)

Alors le couple (po + dp, 0y + df) est encore un minimum si

OF
@(po + dp, 0y + db) = 0, (3.17)
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Une optimisation séquentielle. Ne pouvant pas faire coévoluer les solutions

dans leurs paysages en méme temps que les paysages eux-mémes, nous avons cher-

ché a optimiser, pour les solutions échantillonnées, les paramétres du champ de

forces, jusqu’a obtenir des AG positifs, puis avons relancé I’échantillonnage dans

les nouveaux paysages. Cette recherche est assurée par un AG simpliste (semblable

au puGy, voir page 117) qui doit ré-évaluer systématiquement, pour chaque jeu de

paramétres, les énergies de toutes les conformations de toutes les molécules. Les

parameétres sont choisis parmi un ensemble de valeurs discret que nous fournissons

a 'AG.
énergie
Région
ti ’
paysage napive Echantillonnage :
initial :

degré de liberté

F1G. 3.47: le paysage initial est échantillonné par le CsG.

3.7.2.3 Reésultats

énergie

degré de liberté

Aprés une dizaine d’allers et retours entre échantillonnage des molécules et op-

timisation des parameétres de champ de force, voici les conclusions de cette étude :

certaines molécules, comme la cyclodextrine, sont systématiquement et correc-

tement prédites (la géométrie native est trouvée et est classée en pole position

dans le classement par énergies), ce qui indique que les modifications du champ

de forces n’ont pas été faites au détriment des plus petites molécules pour les-

quelles il était initialement concu;
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énergie

modification rééchantillonnage :
des

parametres
du champ
de forces :

degré de liberté degré de liberté

F1G. 3.48: en retouchant les paramétres du champ de force, il est possible de favoriser
les solutions natives. Aprés modification, il est nécessaire de rééchantilllonner pour
découvrir les éventuels nouveaux minima.

énergie énergie
modification
des rééchantillonnage :
parameétres
du champ
de forces :

degré de liberté degré de liberté

F1G. 3.49: le cycle reprend jusqu’a obtenir un paysage qui favorise la région native.
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— pour d’autres molécules, la solution native est échantillonnée et figure dans le
fichier de résultats, mais n’est pas classée parmi les meilleures conformations :
c’est le cas par exemple de la « tryptophan cage » (sauf dernier paramétrage)
et de I'hélice covalemment modifiée pour lesquelles des géométries dénaturées
possédent des énergies plus basses;
pour d’autres molécules enfin, les géométries natives ne sont jamais échan-
tillonnées. . . c’est en particulier le cas de la PIN pour qui I’énergie du minimum
expérimental n’a jamais été égalée; le « tryptophan zipper » fait aussi partie
de ces molécules, mais depuis, I'intensification des efforts de calculs grace a la

grille d’ordinateurs a permis de meilleurs résultats.

La figure suivante (3.50), qui apparait sur le poster présenté par D. Horvath
lors de la « Computational Chemistry Gordon Research Conference » (Parent et al.,
2006), résume les solutions trouvées par l'algorithme qui furent les plus proches
du natif (RMSD incluant tous les atomes). Chaque colonne présente une molécule
(dans I'ordre : cyclodextrine, 1L2Y, CRH et 1LE1), chaque nouvelle ligne correspond
a un nouveau paramétrage du champ de force. Les structures vertes sont les géo-
métries natives, tandis que les jaunes correspondent aux solutions prédites. Enfin,
sont indiqués les rangs de ces conformations dans leur classement selon les énergies

croissantes ainsi que leur RMSD au natif.

Ainsi, la cyclodextrine est systématiquement correctement prédite avec un
RMSD ne dépassant pas 1,5A; le mauvais classement de certaines géométries repose
alors sur des différences minimes. Les trois derniéres versions de champ de forces ont
permis de trouver la conformation native de la « tryptophan cage », de plus, dans
le dernier cas, elle est classée en premiére position. L'helice CRH est correctement
repliée dans les deux derniers cas, mais a reculé dans le classement. Enfin, comme
nous l'avons évoqué au paragraphe 3.6.3 et comme le suggére la derniére colonne,
le « tryptophan zipper » constitue un probléme difficile. Toutefois, dans la derniére

version de champ de forces, le squelette semble enfin se rapprocher du natif.

Il faut rester prudent avec cette analyse qui présente — a tort — une seule
géométrie par molécule. Le principal résultat est d’avoir réussi a optimiser le AG
qui fait intervenir une notion d’ensemble et cela, simultanément pour toutes les
molécules. Le champ de forces ainsi obtenu promet donc un échantillonnage plus
représentatif des paysages, prenant en compte les profondeurs des puits et leurs

largeurs.
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F1G. 3.50: conformations trouvées par I'algorithme (jaunes) les plus proches des
géomeétries expérimentales (vertes) pour chaque molécule et chaque paramétrage de
champ de forces ; sont indiqués les rangs dans le classement par énergies et les RMSD

entre ces conformations et le natif.
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3.7.3 Derniers développements : comment gérer ’entropie
3.7.3.1 Introduction

En abordant des molécules de cette taille, nous avons dii repenser nos stratégies
d’échantillonnage et nous avons di réétudier le modeéle de champ de forces. Dans ces
deux directions, les résultats sont trés encourageants et nous pouvons maintenant
aborder les cas les plus difficiles des structures .

Les molécules cycliques ou partiellement échantillonnées ainsi que les structures
a, sont des cas plus simples et nous sommes en mesure de résoudre des problémes de
plus de 70 degrés de liberté. A titre de comparaison, le probléme scolaire d’échan-
tillonnage conformationnel : le neuropeptide [Met|-enkephaline, comporte 24 degrés
de liberté (Jin et al., 1999; Day et al., 2002; Vengadesan et Gautham, 2003).

Malgré cela, les géométries natives restent en concurrence avec des géométries
dénaturées d’énergies comparables. La derniére hypothése évoquée au point 3, sec-
tion 3.7, est que 'entropie peut modifier la balance énergétique. Ainsi, ce n’est pas
I’énergie potentielle qui dicte la conformation des molécules, mais bien l'énergie
libre®2.

Par ailleurs, ce qui limite la capacité exploratrice des algorithmes, c¢’est le nombre
<§%) “ de conformations envisageables. Nous avons réduit le nombre Nyq de de-
grés de liberté en adoptant une description torsionnelle de la molécule, mais nous
ne pouvons pas augmenter a souhait la taille du pas pour la discrétisation de 1’es-
pace de phase. Cela est une conséquence de l’échantillonnage qui nous fait perdre
I'information présente entre les points de 'espace. Dans 'approximation des inté-
grales par la méthode de Monte Carlo (section 2.5.4), les échantillons représentent
un volume élémentaire d6™¥4d ; mais pour un pas plus grand, il est intrinséquement
faux de représenter un volume (pas)Ndd par un représentant ponctuel... Il serait
plus judicieux de pouvoir évaluer I'énergie libre sur cette boite.

Partant de ces réflexions et puisque nous disposons d’une grille de calcul, nous
nous sommes inspirés des travaux de Takahashi et al. (1999) pour imaginer une
stratégie d’échantillonnage & deux niveaux : un premier AG gére des régions de
solutions selon un découpage grossier, tandis que 1’évaluation du fitness dans ces
boites repose sur une estimation de I'énergie libre réalisée par un CsG4 confiné a

cette région. Cette approche est particuliérement adaptée a un calcul distribué ou

3250uvent les auteurs utilisent le terme d’énergie libre a la place d’énergie potentielle, ceci est

une conséquence de I'intégration de l'effet du solvant qui repose sur un calcul de moyenne (PMF,
voir section 2.4.2.2).
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va pouvoir étre parallélisée I’évaluation de chaque région de conformations (que I'on

appellera une R-conformation, par opposition aux P-conformations ponctuelles).

La méthode d’exploration de chacune des R-conformations est identique a celle
du Cs(G4, a la différence qu’elle ne se fait plus sur le tore et ne peut donc plus profiter

de la périodicité de 'énergie selon ses variables.

3.7.3.2 Détail de la stratégie

L’espace est donc découpé en hyper-parallélépipédes — « R-conformations » —
dont la longueur A#;, dans chaque dimension 4, dépend de la pondération du degré
de liberté correspondant et d’'un paramétre noté 0. Ces longueurs sont choisies de

facon a avoir un nombre entier de divisions (noté D;) dans chaque dimension.

Une R-conformation est donc un Nggi-uplet d’entiers : R = (R, ..., Ry, ), ol
chaque R; € [1; D;] indique quelle sous-division est considérée. La 2m-périodicité de

I’espace de phase se traduit alors par le fait que les R; sont calculés modulo D;.

Chacune des R-conformations (R4, ..., Ry, ) est alors représentée par un échan-
tillonnage de la boite {(6;,...,0n,,)|Vi, (R; — 1)Af; < 0, < R;A6;}, avec un pas

donné par un paramétre N;. Cet échantillonnage est réalisé par les CsG4.

Avant de pouvoir définir une stratégie pour explorer l'ensemble des R-
conformations, nous avons cherché a étudier le comportement des C¢G4 sur des
sous-domaines de l'espace complet. En effet, la fonction de fitness d’une région R
est donnée par une estimation de son énergie libre approximée par un algorithme
stochastique. Il s’agit donc d'une variable aléatoire qu’il faut rendre la plus repro-
ductible possible ; cela peut étre fait en augmentant les ressources de calculs dédiées

a l'exploration de chaque boite, ou en réglant les paramétres 09 et Ng.

Afin d’évaluer la reproductibilité de I’échantillonnage, nous avons considéré plu-
sieurs molécules dans différentes conformations (des conformations de basses éner-
gies, en particulier, la conformation native) et avons évalué I’écart-type de 1'énergie
libre sur 5 exécutions indépendantes de I'algorithme. Ce travail est encore en cours
de validation : plusieurs jeux de paramétres sont étudiés, prenant également en
compte différentes stratégies de filtrage par dissimilarité (qui est aussi un facteur
important dans 'estimation de I’énergie libre). Des résultats préliminaires semblent
indiquer qu’il est possible de trouver un paramétrage tel que les écarts types soient

tous inférieurs a 4kcal.mol~".
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3.8 Applications

Nous n’avons présenté, jusqu’a présent, que le développement et la validation de
stratégies d’échantillonnage conformationnel sur des exemples connus. L’utilité de
cette suite d’algorithmes est de pouvoir aider a la compréhension des mécanismes
de repliement, mais également de fournir aux expérimentateurs un outil pour com-
plémenter leurs données, souvent partielles et parfois imprécises, qui concernent des
molécules dont la structure n’est pas toujours connue. C’est pourquoi I'Hamilto-
nien moléculaire comporte des termes supplémentaires pouvant étre utilisés lorsque
certaines données sont disponibles. Ces données peuvent étre de plusieurs types :

— la distance entre deux atomes est estimée, ou du moins bornée dans une four-

chette (grace notamment a la RMN, voir Van de Ven, 1995),

I’angle d’une torsion est connu ou estimé.
On pourrait, de la méme facon, pénaliser la violation de toute forme de contraintes
expérimentales??.

Les contraintes expérimentales de distance en particulier sont intégrées par le
biais de termes harmoniques qui ont donc un effet semblable a la coupure de liaisons.
Tout se passe dans la simulation, comme si il existait une liaison entre les deux
atomes impliqués, jusqu’a ce que la fourchette de distances précisées soit respectée.
Ceci tend a accélérer considérablement la convergence de I'algorithme.

Par ailleurs, les molécules étudiées expérimentalement sont généralement d’un
ordre de taille supérieure a ce que nous pouvons traiter, c’est une des raisons pour
lesquelles nous avons développé la possibilité de faire un échantillonnage partiel de
la molécule.

Nous avons donc cherché a aborder des cas réels de molécules inconnues ou
partiellement connues. Nous présentons ici un début d’étude de deux cas : le premier
se rapporte a I'exploration des conformations d’un tournant entre deux feuillets 3.
Le deuxiéme concerne la prédiction du positionnement des deux brins terminaux

d’une protéine dont le reste de la structure est connue.

3.8.1 Tournant de PIN1

Le facteur limitant dans le processus de repliement du domaine WW de la pro-
téine humaine PIN1, est la formation de la boucle du premier tournant. Comme

toute structure biologique, cette molécule a subi la pression de sélection de milliers

33comme par exemple la colinéarité de certains liaisons N-H dans les mesures de couplages dipo-

laires.
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de générations, on est donc en droit de se demander pourquoi I’évolution darwinienne
n’a pas sélectionné de meilleures séquences, plus rapides a se former et plus stables.
Jager et al. (2006) ont considéré la question en mutant la protéine afin de remplacer
cette boucle par des séquences connues pour se replier de fagon plus robuste (voir
aussi Nguyen et al., 2005).

Les mutants obtenus sont effectivement plus stables et plus rapides, mais ils
perdent partiellement leur fonction biologique puisqu’ils n’interagissent plus avec
leurs partenaires habituels. Ainsi, la pression de sélection a favorisé la fonction au
prix d'un temps de repliement plus long.

Nous avons voulu mettre cela en évidence en étudiant la boucle du premier
tournant de la PIN1 sauvage et de ses mutants.

Pour cela, nous avons réalisé un échantillonnage partiel (voir section 3.5.1.2)
du domaine WW sauvage, noté S, et des deuxiéme et septiéme mutants (les plus
stables) proposés par Jéger et al., notés My et M;. Dans les trois cas, les degrés
de liberté appartenant aux acides aminés du tournant ont été échantillonnés (voir
tableau 3.4 et figure 3.51).

Molécule atomes impliqués acides aminés nombre de
(et nombre) impliqués (et nombre) | degrés de liberté
S 164 a 305 (142) 19 a 27 (9) 30
M, 232 a 349 (118) 15 4 23 (8) 35
M 142 a 251 (110) 15 a4 23 (7) 32

TAB. 3.4: caractéristiques de I’échantillonnage de PIN1 sauvage (S) et des mutants
2 (Mg) et 7 (M7)

Bs

S : SRSSGRVY[YFNHITNASQWERPSG
M,: S-ADGRVY[YFNHITNASQWERPSG
My FNHITNASQWERPSG

F1G. 3.51: séquences des domaines WW sauvage et mutants, en vert figurent les
acides aminés optimisés.

Pour analyser les résultats, chaque conformation échantillonnée a été reportée sur
un graphe donnant son RMSD?* & la géométrie cristalline et son énergie (figures 3.52
pour M; et 3.53 pour S). Il est alors possible de tracer une énergie libre en fonction

du RMSD (en rouge sur les figures).

34ce RMSD prend en compte tous les atomes.
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Remarque : les résultats ne sont pas présentés pour M, qui n’a pas convergé

vers la structure expérimentale.

On observe alors des profils énergétiques différents, ot le mutant possede globa-
lement un unique puits ne dépassant pas 1,9A, tandis que la PIN sauvage posséde

deux puits bien distincts, le deuxiéme étant autour de 2,1A.

L’utilisation du critére RMSD n’est peut-étre pas pertinente dans ce cas, car
dans un rayon de 24 il est possible de trouver une assez grande variété de structures.
Nous avons donc extrait les structures de plus basses énergies afin de les visualiser
(figures 3.54 pour M7 et 3.55 pour S).

En vert, figurent les structures cristallines de S et M7. En orange, nous avons
indiqué les meilleures solutions retournées par l'algorithme; elles correspondent a
des géométries a 1,53A pour M; et 1,30A pour S. Enfin, les structures violettes sont
les géométries les plus différentes du natif dans une fenétre de 1 kcal.mol=! au dessus
de la meilleure énergie (1,92A pour My et 2,06A pour S).

F1G. 3.54: mutant de la PIN. Vert : structure cristallographique ; orange : meilleure
structure découverte par 'algorithme (de meilleure énergie que le natif); violet :
autre minimum a 1,9A. Les différences s’expliquent surtout par des réarrangements
des chaines latérales.

Pour l'instant, les tests sur cette partie de protéine ne permettent pas de conclure

plus précisément sur son mécanisme d’interaction.
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F1G. 3.55: PIN native. Vert : conformation native; orange : meilleure structure
découverte par l'algorithme (de meilleure énergie que le natif) ; violet : géométrie trés
différente et d’énergie comparable aux autres minima a 2.1A du natif.

3.8.2 La cyclophilline

La « cyclophilline B » se lie a I’héparine. Pour étudier cette interaction et, en
particulier, mettre en évidence le site de fixation, des études par RMN ont été
menées. La structure de la cyclophilline B a été déterminée par diffraction de rayons
X (Jin et Harrison, 2002), cependant, lors de la purification, les deux brins terminaux
ont été coupés par protéolyse. Or, les résultats de RMN prédisent justement que le
site de fixation implique ces brins terminaux. Il est donc nécessaire de déterminer le
positionnement de ces brins.

Nous avons alors proposé de modéliser cette partie de la cyclophilline, en gar-
dant le reste de la protéine (dont la structure est connue) fixe. L’hypothése est que
les imprécisions du champ de forces sur une molécule si grande seront compensées
par les quelques contraintes expérimentales disponibles. Les études par RMN de la
cyclophilline B avec héparine ont en effet permis de restreindre des distances in-
teratomiques impliquant certains atomes de ces brins (total de 19 contraintes de
distances exploitables).

Les brins N-ter et C-ter ont été reconstruits manuellement en utilisant I'interface
de conception de PyMol*®, dans une conformation quelconque. Nous avons alors
autorisé 116 degrés de liberté a étre optimisés, impliquant plus de 400 atomes parmi

prés de 3000 (voir figure 3.56). Ces degrés de liberté concernent principalement les

$5http ://www.pymol.org/
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brins terminaux, mais également quelques chaines latérales du reste de la protéine

susceptibles d’interagir (parties sur fond rouge dans la figure).

Cyclophilline

Positionnement
manuel des
brins terminaux

F1G. 3.56: structure de la cyclophilline B, les brins terminaux ont été positionnés
manuellement. Les atomes sur fond rouge correspondent aux parties que nous avons
optimisées.

Malgré le nombre important de degrés de liberté, 'algorithme arrive a localiser
des solutions de basses énergies dans le sous-domaine respectant les contraintes
expérimentales. L’intérét de l'utilisation de notre algorithme, est qu’il est congu
pour renvoyer un ensemble de solutions, permettant de caractériser la flexibilité des
brins dans la limite des contraintes expérimentales. La figure 3.57 montre la meilleure
solution trouvée.

Cette étude a ainsi permis de valider le principe d’intégration de connaissances
expérimentales par le biais de contraintes énergétiques. Elle s'insére dans le cadre
d’une étude plus compléte sur I'interaction de I’héparine avec la cyclophilline et fait
I'objet d’un article récemment accepté dans le « Journal of Biological Chemistry »

(Hanoulle et al., a paraitre).

3.9 Conclusion

Aprés avoir présenté les stratégies envisagées dans la littérature et en avoir choisie
une parmi les plus adaptées, nous avons détaillé I'implémentation d’un algorithme

génétique original, comportant de nombreux paramétres de controle et hybridé avec
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F1G. 3.57: meilleure solution retournée : en pointillés magenta, figurent les
contraintes expérimentales de distances.

plusieurs stratégies complémentaires. Cette machinerie complexe est entiérement
gérée par une deuxiéme couche algorithmique qui assure une stratégie de recherche
efficace et reproductible®® (comme I'ont indiqué les résultats a la sous-section 3.4.5).

Cette suite d’algorithmes offre un outil de recherche efficace et spécifiquement
adapté a la problématique d’une recherche multimodale en grandes dimensions ce
qui, généralement n’est abordé que par des simulations de dynamiques moléculaires.

Par ailleurs, nos simulations ont permis d’illustrer la difficulté que représente la
définition d’une balance correcte entre diversification et exploration. S’il est clair
que nos algorithmes ont de bonnes propriétés exploratrices, il était important qu’ils
restent capables d’intensifier les recherches dans les régions de basses énergies, afin
d’éviter que celles-ci ne soient mal caractérisées et donc délaissées au profit d’autres
régions, d’énergies comparables, mais mieux connues.

Lorsque nous avons appliqué notre stratégie a des molécules plus grandes, nous
avons dia développer quelques heuristiques complémentaires comme le principe de
fragmentation. La principale adaptation a alors été de définir une politique de pa-
rallélisation des iles de recherche.

La capacité exploratrice des algorithmes sur des problémes de cette taille ont

enfin permis d’accréditer une idée plutot discréte dans la littérature : celle du do-

36]a notion d’ezploration optimale restant difficile & définir. ..
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maine d’applicabilité des champs de forces. Ces champs de forces ont été paramétrés
sur un ensemble, nécessairement incomplet, de petites molécules. Méme s’ils restent
applicables a de plus grandes molécules, ils ne permettent pas nécessairement de ca-
ractériser le paysage énergétique loin de 'état natif (c’est pourquoi les simulations
de dynamiques moléculaires ne les remettent pas en cause), en particulier ils peuvent
prédire I'existence de faux minima en dehors de la région native. Aprés avoir mis
en évidence ce fait, nous avons cherché a perturber quelques uns des paramétres du
champ de forces, afin de rétablir I’équilibre (au sens thermodynamique du terme)
entre la région native et le reste de ’espace de phase.

Enfin, le traitement de deux exemples concrets (donc complexes), nous a permis
d’illustrer et de valider la stratégie de recherche sur une portion de molécule (le reste

étant fixe) et l'utilisation de contraintes expérimentales pour la recherche.



Chapitre 4

Vers des stratégies de prédiction des
affinités entre ligands et cibles

macromoléculaires

4.1 Introduction

Nous avons abordé jusqu’a présent le probléme de la prédiction de la géométrie
d’une seule molécule. Cette premiére phase a di étre approfondie par I'étude et 'op-
timisation de certains parameétres du champ de force, afin d’obtenir une estimation
de la fonction énergie qui soit plus fiable. Désormais, nous souhaitons généraliser
notre approche du repliement au cas de deux molécules en abordant le docking.
Ceci nécessite l'incorporation des degrés de liberté du positionnement relatif des
partenaires.

Pour entreprendre des simulations de docking, il faut connaitre des acteurs sus-
ceptibles d’interagir. Or, quelque soit la propriété chimique d’une molécule que I'on
cherche a déterminer — électro ou hydro-philie/phobie, présence de sites actifs, acti-
vité biologique et en particulier, affinité pour d’autres acteurs il faut, en principe,
passer par une étape de prédiction de la structure tridimensionnelle, seule garante de
la fonction. Dans une optique pharmaceutique, les molécules sont issues d’énormes
bases de données de cibles thérapeutiques potentielles, impossibles a traiter de ma-
niére systématique, ce qui a motivé le développement d’algorithmes moins précis
mais trés rapides, exploitant uniquement les données topologiques des molécules et
immédiatement accessibles sans calcul préalable. Ces méthodes QSAR (Quantita-

tive Structure-Activity Relationship) tentent de mettre en évidence des corrélations,
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parmi les molécules, entre certains indices topologiques et certaines mesures de 'ac-
tivité. Elles ont pour but d’écarter, dés les premiers stades du filtrage de ces bases
de données pharmaceutiques, les cibles « visiblement » inactives, afin d’économiser
le temps de synthése en laboratoire. Les étapes, plus précises mais plus coiiteuses
de repliement et de docking sont alors laissées pour les stades ultimes du processus
de filtrage (voir figure 4.1). Avant de présenter I'approche adoptée pour aborder
I’échantillonnage d’un complexe de deux molécules, nous proposons donc un apercgu

des méthodes QSAR & travers la contribution que nous y avons apportée.

énorme base P da il
de defnées rocessus de filtrage

sélection de cibles

cible
potentielle
High throughput Filtrage plus précis, Simulations de
plus long docking

F1G. 4.1: différentes étapes de filtrage des bases de données moléculaires, des plus
rapides aux plus précises.

La recherche de complémentarités entre deux molécules n’est pas tres différente
de la recherche de similarités, c’est pourquoi une partie du chapitre est dédié a la
superposition de deux molécules (dans le cas de deux molécules identiques différant
par leur conformation, puis dans le cas général). Dans tous les cas (superposition ou
docking), il s’agit de positionner une molécule par rapport a 'autre, ce qui est le fil

conducteur de ce chapitre.

4.2 La comparaison des structures

Le cas le plus simple, est de chercher & comparer deux conformations différentes
d’une méme molécule. Ceci est fait grace au RMSD qui a déja servi a plusieurs
niveaux et en premier lieu a l'analyse des résultats des algorithmes mis en place.

Nous verrons ensuite une stratégie pour relater des structures issues de composés
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chimiques différents, ce qui offre un outil précieux lors de la recherche de substituts

pharmaceutiques d’une molécule connue.

Enoncé : étant données deux molécules (ensembles d’atomes avec leurs graphes
de liaisons et coordonnées cartésiennes), comment superposer intelligemment leurs
structures tridimensionnelles 7 Autrement dit, comment trouver les meilleures trans-
lation et rotation afin de mettre en correspondance les groupements fonctionnels

similaires des deux molécules ?

4.2.1 La déviation standard moyenne

Dans le cas le plus simple, une telle superposition implique deux molécules iden-
tiques qui ne différent que par leurs conformations; on parle alors de déviation stan-
dard moyenne (RMSD : Root Mean Squared Deviation), parfois normalisée (Carugo
et Pongor, 2001), mais fondée sur le méme calcul (équation (4.1)). Cette déviation
standard définit une distance dans I'espace des conformations'.

Notre approche, présentée ici, différe de 'ancienne démarche (Kabsch, 1976;
Kabsch, 1978) en ce sens qu’elle utilise les quaternions plutot que le calcul ma-
triciel pour dérouler le calcul et obtenir une formule presque directe (contrairement
a Mc Lachlan, 1982). Cette idée a déja été appliquée en stéréovision (voir article de
Horn, 1987). L’annexe A présente rapidement les quaternions et rappelle le principal
résultat qui nous sera utile. On peut alors faire apparaitre une forme bilinéaire dans
I’espace H des quaternions et montrer que le calcul du RMSD revient & un calcul
de plus petite valeur propre. Récemment, Coutsias et al. (2004) ainsi que Kneller

(2005) ont montré I’équivalence des approches matricielles et par quaternions.

Nous détaillons ici les étapes du calcul.

4.2.1.1 Deéfinition du critére

On considére donc, parmi les deux molécules, I'une fixe : MY, constituée des
atomes {AY i < Nyiomes} et Uautre mobile : M (atomes {A;, 7 < Nytomes}), tandis
qu’on cherche a minimiser le RMSD entre les deux en jouant sur la translation et la
rotation de 9.

Tce qui se démontre sur 'espace quotienté par le groupe des isométries affines positives de R3
(Steipe, 2002)
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L’RMSD se définit alors par :

RMSDé\/ LS - e (4.1)

Natomes .
7'S]Vatnmes

La superposition de certains atomes peut étre plus ou moins importante (hydro-
génes ou atomes lourds, etc.) et parfois peut ne pas nous intéresser du tout, c’est
le cas par exemple lorsqu’on superpose des protéines sur la base de leurs squelettes
uniquement ; dans ce contexte, il est intéressant de pouvoir fixer des poids (entre 0
et 1) pour chaque atome, dans le critére a minimiser qui s’écrit alors (aprés élévation

au carré par souci de simplicité) :

e 2 RMSD® = Y wiflu(4) - A2, (4.2)

el

ol dowi =1, (4.3)

ol nous avons noté y la transformation (translation rotation) appliquée a 91.

4.2.1.2 Translation

Pour déterminer la translation optimale (u(A;) = A; + t), dérivons I'expression

de ¢ par rapport a t :

e(t) = Y wi(Ai— AV A — AY +1), (4.4)
1de B T 0

ott le transposé du vecteur V est le vecteur ligne noté V.

Cette dérivée s’annule lorsque

La translation optimale est donc celle qui superpose les barycentres (pondérés

par les poids w;) des deux molécules (conforme a Kabsch 1976).
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4.2.1.3 Rotation

Afin de décrire ’ensemble des rotations applicables a 9, on pourrait utiliser les
angles d'Euler, ou bien la détermination d’un axe et d’un angle de rotation, mais
nous allons utiliser (équivalemment) les quaternions?.

On rappelle que tout quaternion Q, normé (Q3 + Q3 + Q3 + Q3 = 1), définit une

isométrie de R? dans lui-méme par la relation :

pao(A) = QAQ, (4.7)

ot I'on identifie, lorsqu’il n’y a pas d’ambiguité, le vecteur de R® : "(x,y,2) au
quaternion pur (0, z,y, z) et le réel r au quaternion réel (r,0,0,0).
De plus, si Q est écrit sous la forme® cos(a/2) + sin(a/2)u (¢ € R? normé), alors

[o est la rotation d’axe (orienté) porté par « et d’angle a.

Calcul de £(Q). On pourrait, comme pour la translation, dériver £ par rapport a
@, il faut cependant prendre en compte le fait que le quaternion de la rotation doit
respecter la condition de normalité ; on devrait alors introduire un terme supplémen-
taire de type multiplicateur de Lagrange. Ici, nous allons commencer par simplifier
I’expression du critére.

Notons les parties réelle et imaginaire de Q :

Q = v+q, (4.8)
v € R, qeR’
Y+ lq* = 1

po(A) s’écrit alors :
QAQ = A+ (7 —1—lgl>)A+2y(g A A) +2(g|4) ¢ (4.9)

A ce point, nous passons en coordonnées relatives et définissons M et D :

A+ A°
2 Y
D = A-A" (4.11)

2yoir annexe A
3cette décomposition est unique si on impose « € [0;27] et |Qo| # 1
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Notons également |@| la norme ou le module du quaternion Q.

Il en découle (aprés moult calculs. . .) :

1QAQ — A% = ((|QIP +1)* —47°) ||M||2+1((|Q|2—1)2+472) ID|?
+(1QI* = 1) (D|M) + 4~ (¢|M A D)
—4(q|M)* + (q| D)*. (4.12)

Ce qui, pour un quaternion de norme 1 nous donne :

1QAQ = A% = ("aq)2M[* +*IID|I* + 27 "¢(2M A D)
~Tq(2M) T (2M)q + "¢D" Dq. (4.13)

Pour £(Q), nous obtenons alors :

e@) = (Tqq) szll2Mll2+7 szllDll2+2v () wi2M; A D)

— quZ (2M;) T (2M;)q + qulD Dyq. (4.14)

Posons naturellement les matrices et vecteur suivants :

A = Zz w;2M; N\ D; < Rg,
N = Y,w(M)T@M) € My(R), (4.15)

Remarquons, au passage que
> will2M|P = tr(N), (4.16)

> willDill* = tr(A). (4.17)
i
ol « tr » représente la trace de la matrice. Ainsi, nous avons :

Q) = Tq[A— N —tr(N).Ids) g+ tr(A)y* +2"Avy.q

T tr(A) TA
B Q( A A—N—MNH@)Q (4.18)

e(Q) = 'QXQ. (4.19)
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Interprétation du résultat. L’expression de (@) obtenue en (4.19) nous
épargne tout travail de dérivation car le critére :  RMSD? = min|g—1£(Q) ap-

parait comme la norme opérateur de la matrice symétrique positive X.

Voyons tout d’abord quelques propriétés de la matrice X :

1. X est symétrique, elle est donc diagonalisable dans une base orthonormée de

vecteurs propres;

2. elle est positive (en effet, VQ,e(Q) > 0, ce qui se vérifie aussi avec I'équa-

tion (4.18)), ses quatre valeurs propres sont donc positives ou nulles;

3. elle n’est pas forcément définie (il existe une valeur propre nulle), en effet, pour

M = MY, X a une colonne de zéros.

Notons d;, i = 1...4, les valeurs propres de X de telle sorte que

0<dy <dy<ds<d,. (4.20)

Le minimum sur la sphére unité de ’TQXQ} est, par définition, la « norme
opérateur » de X et est donné par la plus petite des valeurs propres (en module).
Alinsi,

€= |1rq1;1|1:1r11 e(Q) = dy. (4.21)

Résolution finale. Il nous reste donc a déterminer la plus petite valeur propre
de X, ce qui peut étre fait en utilisant la méthode de la puissance sur X1 (si X
n’est pas inversible, son déterminant est nul et sa plus petite valeur propre est 0...);
cependant, une autre solution a été envisagée : elle consiste a calculer le polynome
caractéristique de X, puis a déterminer la premiére racine en utilisant ’algorithme

de Newton initialisé a 0 (pratiquement, 5 & 10 itérations suffisent).

La rotation optimale est alors obtenue par le quaternion propre correspondant a
dy.

Derniére remarque : pour réduire le temps de calcul, on peut réexprimer la

matrice X directement en terme des coordonnées atomiques des deux molécules
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(xhyhzi) et (x?>y?>zg) :

(z; —29)?
Fi—y))? 2=l —wiE))  2Awiz) —zal) 20y - zi))
+(zi = 29)?
(2 — a)?
20z —viz) i +?)? 2wy Fyiad)  —2(wiz) + zad)
_ . +(zi + 20)?
‘ 2wiz) —zial) 2wy +yiad) i —v))? —2(yiz) + ziy))
+(zi +20)?
(zi +27)?
2yiw) —miy?)  —2(mizd + ziwld)  —2wiz? +ziyd) (g +y0)?
+(zi — 20)?
Le polynome caractéristique de X est alors de la forme :
Px(X) = A — tr(X)A° + AN’ + BA + det(X), (4.23)

ou A et B sont des expressions volumineuses des coordonnées, mais simples a im-
plémenter.

Pour trouver le quaternion propre correspondant, c’est-a-dire la rotation qu’il
faut appliquer a 9, il suffit de réaliser un pivot de Gauss sur la matrice X — d;[
pour trouver un vecteur propre.

Ceci achéve notre calcul. Nous voyons maintenant les résultats en termes de

temps de calculs.

4.2.1.4 Résultats et performances.

Le calcul du RMSD a proprement parler est négligeable devant le temps né-
cessaire a la reconstruction de la géométrie ou méme a la lecture des fichiers de
coordonnées. Il faut compter environ 600us pour reconstruire la géométrie d’une
molécule de 300 atomes (voir paragraphe 3.3.3) et seulement 40us pour estimer son
RMSD avec une autre géométrie (en nombres flottants 64 bits). Enfin, pour déter-
miner la translation-rotation qui superpose les deux structures?, il faut ajouter un
temps de calcul d’environ 10us.

Ces temps sont donnés a titre indicatif pour une molécule d’environ 300 atomes,
qui est 'ordre de grandeur des molécules étudiées. En réalité, les temps de calculs
se corrélent avec le nombre d’atomes de la molécule (la figure 4.2 donne les temps
obtenus sur une station de travail HP xw6200 Xeon 3,4 GHz).

4Le calcul de la valeur propre ne nécessitant pas celui du vecteur propre correspondant
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40
35 caleul du RMSD
6 0.134 Nyiomes -1.312 5
k3 ¥
= 25 :
9 :
g 20 temps supplémentaire
"‘é 1517 pour la superpositig)rn
£ 10 '
Tosl o+ 0.039. Nawomes -1.441
+
0

120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

nombre d'atomes

F1G. 4.2: temps de calcul (en us) nécessaire a Iestimation du RMSD (courbe rouge)
et temps supplémentaire pour déterminer la superposition optimale (courbe bleue).

A titre de comparaison, McLachlan (en 1982) a rapporté un temps de superpo-
sition (sans reconstruction de la géométrie) de 3ms pour des molécules « de tailles
utiles » sur IBM 370/165.

FIG. 4.3: exemples de superpositions de différentes conformations moléculaires.

4.2.2 Un score de superposition pharmacophorique flou

Dans le cas général, on cherche a relater deux molécules n’ayant pas nécessai-
rement la méme liste d’atomes. .. L’approche précédente n’est donc plus valable et
la notion d’RMSD n’a plus de sens. Afin de réutiliser les résultats, on peut essayer
de mettre en évidence des couples d’atomes a apparier (pris dans chacune des molé-
cules) ; ces atomes (voire groupes d’atomes) remplissant des fonctions particuliéres
sont appelés pharmacophores (figures 4.4).

La difficulté dans l'utilisation de ces pharmacophores est de gérer les équiva-
lences : une charge négative peut remplacer une autre charge négative, un cycle
aromatique peut remplacer un autre cycle aromatique, voire (dans une certaine me-
sure) un groupement hydrophobe. Pour formaliser tout cela, on abandonne les types
précis des atomes pour un nombre restreint de catégories pharmacophoriques (notées

Tp) telles que celles présentées dans le tableau 4.1.
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F1G. 4.4: les différents groupes fonctionnels de la molécule forment des motifs phar-
macophoriques; la figure de droite est extraite de Oprea (2005).

type pharmacophorique | abréviation
aromatique Ar
donneur d’hydrogéne HD
accepteur d’hydrogéne HA
hydrophobe Hp
charge négative NC
charge positive PC

TAB. 4.1: principaux types pharmacophoriques avec leurs abréviations.
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4.2.2.1 Deéfinition du score

On modélise alors les pharmacophores par des sources générant en tout point de
I’espace un « champ pharmacophorique » gaussien en fonction de leur type (équa-
tion (4.24) et figure 4.5)

V pharmacophore @, de type T au point A et P un point de I'espace,

FA(P) _ k‘clr,e_a/T'(F(A’P)’ (424)

ou k. et o/, sont des constantes caractérisant le pharmacophore.

Pharmacophoric features
Alk. Aro. HBA HDB (+) (9

1 YH y"ld X1d X14 X15 X16

| Xo1— Xoo—Xgz—Xoq  Xos  Xpp
X31 Xgo  Xag— Xzq Xas Xgg
X e XX X X
Xs%/@vxm Xs5  Xsg

FIG. 4.5: chaque atome génére des champs pharmacophoriques. Figure extraite de
Oprea (2005).

Une molécule 9° est constituée d’un ensemble de pharmacophores @Y, indicés

par i € I° de types TP et de coordonnées A?. Le champ total de type T, généré par
MO est donc :
FR(P) = kp Y 8(TP = T)e or @A), (4.25)
1el0
Puisqu’il existe des pharmacophores éventuellement équivalents, remplacons
des a présent la fonction de Dirac §(TP = T) € {0,1} par une pondération
w(T2,T) € [0,1].
Pour mesurer le « degré de similitude pharmacophorique » de deux molécules (97t°

et 91), on étudie le produit scalaire de leurs champs pharmacophoriques totaux :

<FTO“‘FT> = kfllg Z w(ﬂoa T)w(,'rjv T) / exp {_a;“ [dQ(A?7 P) + dz(Aﬁ P)] } d3P
i€l jel R

(4.26)
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Or on montre aisément que

n

/ exp { a7 [dQ(A?,PHdQ(Aj,P)}}d"P:( a )Z—‘?d%A?,Ajy

/
2007

En posant, pour tout T € Tp

3 /
K2 = K2, /22, . ap= % (4.27)
T

(FIFr) = k3 ) w(T), T)w(T;, T)e o™ 4840, (4.28)

1]

on a

En particulier,

<F701|F701> — ]{;% Z w(]}OjT>w(ijQ’T)e—aTd2(A?,Ag)
(4,5)€(1°)?

IFR? = ki) w(TP,T) (1+2Zw(7}Q,T)e_°‘Td2(A?’A9)>. (4.29)

i Jj>1

On définit alors un critére « normalisé » €, basé sur le produit scalaire (qui prend
donc en compte la colinéarité des champs) mais qui fasse également intervenir une

comparaison sur les normes (équation (4.30)) :

AR
TE9I + ]2

¢r (4.30)

Ce critére vérifie les propriétés suivantes :

— € > 0, car le produit scalaire ne fait intervenir que des fonctions positives;
— €7 = 0 si et seulement si F2 L Fr au sens du produit scalaire dans £2(R3);

d’aprés I'inégalité de Cauchy-Schwarz,

2| Fpll- Il
FpII* + 11 Frl?

FO
Cr < H = tanh (2 arg tanh | TH) <1,

fr2dl
et € = 1 si et seulement si |2 — Fr||? = 0 et donc F2 = Fr.
Nous avons donc autant de critéres que de types pharmacophoriques 1" et il
est possible de construire un score global en sommant (éventuellement avec des
pondérations) tous ces critéres, mais on peut tout autant considérer une approche

multi-critére.
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Nous exposons ici une expression de la dérivée par rapport aux degrés de liberté
de translation et rotation du critére €7 (4.30), qui pourrait servir a 'implémentation
d’un algorithme de gradient conjugué.

Les normes des champs Fr et F2 sont invariantes par isométrie (puisqu’elles
reposent sur des distances internes), il suffit donc de dériver le produit scalaire.

Celui-ci s’écrivant comme somme de termes simples, notons f la fonction
f(t,q) = exp [~ad®(A,qBg +1)] , (4.31)

ot A et B sont deux points donnés de 'espace, ¢t un vecteur quelconque de R3 et ¢
un quaternion de norme 1.

Rappelons également que

0 o7 [Ou

Alinsi, par exemple,

0
a—{ = —2af(t,q)" (¢Bg+t— A). (4.32)
Calculons @ :
q
(¢+dq)B(q+dq) — qBg ~ dqBg+ qBdq
2 Im(dqBq)

Q

2[(BAG—a0B) A da + (aB)da — (B A7~ B)dao)

Q

. d
2<C_IOB —BAq ’ (q|B) I3 — AqOB—B/@) X ( o )

- g 7\ dg
éMQBﬂ)
~ Wp,qdyg. (4.33)
On W g 4 est donc une matrice 3 x 4.
Alinsi,
d(|[¢Bg+t— Al _

(la qaq 1% =27 (¢Bg+t—A) WiB,qg)- (4.34)
De sorte que,

of _

5 —da.f(t,q) " (qBg+t— A) Wi, - (4.35)

q ~ ——

~
1x3 3x4
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Et finalement

aQtT _4aT 2 —ard2(A° A
- = k% % u}(ﬂ7T>w(T7T>€ ard?( Rl i)
a(t,q) LERI2 + (122 ; ’
x ! (Aj — AY) (Is @ 2W(4)) , (4.36)

ol ® représente la simple juxtaposition des matrices.

Remarque : les expressions (4.33) ainsi que (4.34), qui fournissent I’expression
de la dérivée des coordonnées atomiques et des distances interatomiques par rapport
aux degrés de liberté de rotation, pourront servir dans un calcul du gradient de

I’énergie lorsqu’on fera du docking.

4.2.2.2 Heuristiques de recherche

Nous disposons maintenant d’un critére précis a optimiser afin d’obtenir une
superposition intelligente (i.e. chimique) de deux molécules. Il n’y a cette fois que
six degrés de liberté et on ne cherche a priori que 'optimum global (bien que la
connaissance des principales superpositions sous-optimales serait un plus). Ce qui
épice la question cette fois, c’est qu’il faut cribler d’énormes bases de données® en
quelques minutes maximum.

De plus, les coordonnées atomiques ne sont généralement pas disponibles. Bien
que l'exercice de prédiction de la géométrie pour des molécules aussi simples soit
plus facile que pour des molécules de tailles supérieures, 'absence des coordonnées
allonge considérablement les temps de calculs.

C’est pourquoi les algorithmes classiques de recherche opérationnelle ne sont pas
envisageables. Nous avons alors cherché a combiner les résultats concernant le calcul
du RMSD avec des approches topologiques par descripteurs. Les descripteurs sont
des indices calculés a partir de la molécule (types atomiques, graphe de liaisons
et éventuellement coordonnées atomiques) qui permettent de les classifier et/ou
de prédire certaines de leurs propriétés (propriétés élémentaires ou plus élaborées
comme les temps de repliement ou la présence de minima secondaires sur les chemins
de repliement, voir Chavez et al., 2004). Ils sont dits topologiques lorsqu’aucune
information sur la structure tridimensionnelle n’est utilisée.

Leur nombre et la possibilité de les calculer off-line font de ces descripteurs des
alliés de choix. Une comparaison des molécules sur la base de leurs descripteurs est

en effet beaucoup plus simple et rapide que celle de leurs structures topologiques. De

*Trwin et Shoichet (2005) reportent 5 x 10% composés dans la base de données ZINC
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plus, leur non-injectivité est compensée par la variété des descripteurs imaginables.
Par exemple, les trois descripteurs binaires Dq, D, et D3 dans le tableau suivant

permettent de discriminer entiérement les huit molécules :

molécule n° D1 ‘ D2 ‘ D3 ‘
1 0 0 0

O I OO U b= | W DN

1
0
1
0
1
0
1

ol Bl el el B B
— === OO O

TAB. 4.2: exemple de trois descripteurs permettant de discriminer huit molécules.

Nous présentons, ci-apres, un type particulier de descripteurs, qui caractérise les

motifs pharmacophoriques.

4.2.3 Les descripteurs de motifs pharmacophoriques

On essaye de mettre en relation les molécules sur la base de leurs pharmaco-
phores, ou plus exactement en mettant en évidence la présence de motifs pharmaco-
phoriques. Ainsi, les descripteurs dits a « 2 points » répertorient les paires de phar-
macophores avec les distances qui les séparent ; les descripteurs 3 points répertorient
les triplets (voir figure 4.6), etc. Plus les descripteurs sont d’un ordre important, plus
ils captent d’informations, ainsi, les descripteurs 4 points peuvent saisir jusqu’a la
chiralité des atomes. Malheureusement, s’il y a N,iomes descripteurs a 1 point, on

compte (Nat;mes) ~ O(N;uomes

) descripteurs n points (Natomes(Natomes — 1)/2 descrip-
teurs 2 points et (N“gmes) descripteurs 3 points). De plus, la complexité apparait
également dans I’énumération des motifs possibles : un descripteur 2 points se ca-
ractérise par deux pharmacophores et une unique distance, un descripteur 3 points
nécessite trois pharmacophores et trois distances (méme si les triplets ne respectant
pas l'inégalité triangulaire peuvent étre écartés) et pour n > 2, il faut n pharmaco-
phores et 3(n —2) distances pour caractériser un descripteur n points. L’ordre choisi
des descripteurs est donc rapidement limité par les ressources informatiques.

NB : il est toujours possible d’'utiliser comme distance, la distance topologique
(i.e. le nombre de liaisons séparant deux atomes), de sorte que ces descripteurs ont

tous une version géométrique (dite 3D) et une version topologique (dite 2D).
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0010001000011 1000000001000. ..

F1G. 4.6: caractérisation de la molécule par ses triplets pharmacophoriques, figure
tirée de (Good et al., 2004).

En se donnant un ensemble de polyédres de base : B = (Ay, Ay, ..., A,), on
peut alors caractériser la molécule entrante par sa signature selon qu’elle contient
ou non chacun des polyédres A;. On définit donc une fonction a valeurs dans N™ ou

la coordonnée 7 est égale au nombre de motifs A; rencontrés dans la molécule.

L’apport de la logique floue. La difficulté, mise en évidence sur la figure 4.7,
est que ces descripteurs ne sont pas continus au sens ol deux motifs trés proches
peuvent étre comptabilisés sur des motifs de base A; différents. Pour pallier a ce
défaut classique, l'utilisation de la logique floue est préconisée (Ross, 2004), voir
figure 4.8. Dans ce formalisme, deux polyédres proches contribuent sensiblement de

la méme fagon sur chaque polyédre de base.

Un autre apport de la logique floue, est qu’il est possible d’encoder des différences
minimes (bien que le codage soit toujours discrétisé sur les entiers, la précision est
un parameétre modifiable). Puisqu’on sait qu'il existe des composés similaires ayant
des activités différentes, (« activity cliffs ») il est primordial que les descripteurs
puissent capter ces différences. De plus, cela permet de réduire la taille de la base
de triangles utilisée.

Nous avons donc opté pour des descripteurs topologiques flous a 3 points dont
les avantages ont été mis en évidence dans l'article (Bonachera et al., 2006). On
forme alors la base 2 en énumérant tous les triplets de types pharmacophoriques
avec les distances possibles : TPdS ;T9d3 | T dY , ou T} est le type pharmacophorique

du sommet 7 et dgj est la distance topologique (donc entiére) entre les sommets i et
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F1G. 4.7: deux molécules « proches » ne sont pas caractérisées par des descripteurs
proches. ..

3/ \3 3/ 4 5 y 2
BB —— =" == —>
% % % kS v‘z& % % - %,
% % % % % %, % %
R Ry R R % RS &y %
2 % %y 2 Ry é’:’& o &
| Jo J8 Je o Jo | ]|e|ola]s |ole |« |0 ||

F1G. 4.8: I'utilisation de la logique floue préserve la continuité.

189
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7, respectant l'inégalité triangulaire. Remarquons qu’il est possible de standardiser
I'appellation des triplets afin d’éviter les redondances issues de transposition des

sommets.

Pour une molécule donnée, on énumeére chacun de ses triangles et on calcule
la contribution de chaque triangle de type T\ds315ds1T5d; 2 selon la composante
TYdy 3T d3 | T9dY , grace au critére € = 37, o € (équation (4.30)) de la maniére

suivante :

— consistance des types pharmacophoriques : il faut que
w(TY, T w(TY, To)w(TY, T3) > 0,

— prépositionnement, des deux triangles selon 'algorithme de RMSD (§ 4.2.1
amont) utilisant un appariement dicté par les types pharmacophoriques (en
cas de solutions multiples, celle qui donne le meilleur € est retenue),
une optimisation locale permet d’ajuster, dans le plan, la superposition des

deux triplets

Remarque : le score € prend également en compte la présence des différents
états d’ionisation de la molécule au pH considéré et utilise alors une moyenne pon-

dérée des sous-scores. Ceci est réalisé grace a un outil ChemAxon®.

La valeur finale de € donne alors un score qui est mis a I'échelle pour couvrir

I'intervalle [0, 50] et qui donne la contribution recherchée.

La molécule est ainsi caractérisée par un vecteur de descripteurs pouvant étre

calculé off-line.

4.2.4 Reésultats

Les principes de superposition pharmacophorique floue utilisant des descripteurs
3 points et 'algorithme de superposition fondé sur les quaternions ont été appliqués
a une base de données de molécules commerciales (base BioPrint). Il a été montré
que la distance entre les descripteurs introduits ci-dessus était plus revélatrice des
« distances » entre les véritables activités chimiques des molécules. Ces résultats
reposent en grande partie sur l'utilisation de la logique floue, mais également sur

I'utilisation des différents états d’ionisation.

Shttp ://www.chemaxon.com/marvin/chemaxon/marvin /help/calculator-plugins.html#pka
(aotit 2007).
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F1G. 4.10: autre exemple de superposition pharmacophorique.

4.3 L’échantillonnage conformationnel de deux mo-

lécules

Ayant développé ces outils, nous allons revenir au probléme initial du docking
moléculaire. Si les approches QSAR peuvent servir a la recherche de cibles poten-
tielles dans les bases de données, nous allons voir qu’elles vont aussi permettre de
déterminer des sites possibles de fixation ainsi que des positions probables pour

interagir.

Outre les résultats encourageants, 'intérét de 'approche par triplets pharmaco-
phoriques flous réside en effet dans le fait que la superposition et le calcul du score
sont quasiment indépendants de la facon dont est fabriquée la base de triangles B :
une généralisation a des descripteurs géométriques (plutot que topologiques) sera
donc implémentable. Le but est de mettre en évidence dans les deux molécules,
des motifs pharmacophoriques complémentaires et, ainsi, de proposer des sites de
fixation potentiels et des positionnements approximatifs éventuels. Ceci équivaut a
I’étape de recherche d’invaginations et de complémentarité de formes développée par

certains auteurs (Venkatachalam et al., 2003).
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4.3.1 Développements futurs

Dans le docking, on distingue trois niveaux de précision/complexité :
le docking rigide, ou I'on tente de mettre en évidence les possibilités d’accro-
chages des molécules sur la base de leur conformation préférentielle (et uni-
quement celle-ci), sans prise en compte des flexibilités des agents. C’est le cas
de la recherche de complémentarités de formes (Venkatachalam et al., 2003),
mais aussi de toutes les approches par descripteurs géométriques;

— le docking semi-flexible (Vieth et al., 1998a; Klepeis et al., 1998), prend de

plus en compte la flexibilité du ligand ;

enfin, le docking flexible prend en compte, a la fois la flexibilité du ligand,
mais aussi celle du site actif (Najmanovich et al., 2000; Hornak et Simmerling,
2007).

Remarque : pour des revues dans ce domaine, nous citons Mendez et al. (2003)
qui ont analysé les résultats du concours de docking : CAPRI; Bursulaya et al.
(2003) qui ont comparé différents algorithmes (Autodock, DOCK, FlexX, GOLD,
ICM) pour le docking ; et enfin Wang et al. (2003) qui ont comparé 11 fonctions de
score pour le docking et Pestimation des affinités’.

Nous proposons, comme développements a venir, d’adapter la méthode d’échan-
tillonnage conformationnel par CsG4 a I’échantillonnage de deux molécules, prenant
en plus en compte les degrés de liberté de la translation-rotation du ligand. Le cas
considéré correspond au docking d'un ligand dans le site actif d’'une protéine ou d’'un
compexe plus important.

Afin d’éviter les inconvénients du docking rigide, on peut envisager, non pas
de positionner une conformation du ligand dans une conformation du site, mais
de faire un docking rigide entre les familles de conformations obtenues aprés pré-
échantillonnage de chacun des deux acteurs. Ces positionnements pourront étre réa-
lisés en utilisant des triplets pharmacophoriques flous géométriques.

Les géométries ainsi obtenues permettront alors d’initialiser des populations de
solutions pour la deuxiéme étape de ’algorithme, consistant a échantillonner simul-
tanément les deux molécules avec leurs degrés de liberté respectifs et leur position-
nement relatif (docking complétement flexible).

Remarque : des stratégies complémentaires devront certainement étre considé-

rées et d’autres, adaptées. C’est le cas de 'optimisation par gradient qui va nécessiter

"pour cette étude, seule une moitié des heuristiques testées ont un taux de réussite supérieur
a 66% pour la prédiction de la structure et seulement 4 sur les 11 obtiennent un coefficient de
corrélation entre affinités prédite et expérimentale supérieur a 0,5. . .
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la dérivée de I’énergie par rapport aux degrés de liberté supplémentaires de position-
nement (translation rotation). La partie difficile de ce calcul réside dans la dérivation
des positions atomiques par rapport au quaternion de la rotation; pour cela, nous
renvoyons le lecteur a 'équation (4.34), obtenue lors de la dérivation du critére de

superposition.

Un schéma global du docking moléculaire est proposé figure 4.11 qui résume la

stratégie.

Une implémentation paralléle et un déploiement sur grille de calcul sera pos-
sible grace a la nature combinatoire de notre approche ott nous explorons I’ensemble
des assemblages possibles des conformations prééchantillonnées. Ces assemblages

seront ensuite soumis a un AG utilisant le modéle planétaire.

4.3.2 Remarques sur la fonction score

Suite a I'étude et a l'optimisation des paramétres de champ de forces, nous
espérons que cette fonction énergie sera un critére suffisant pour estimer I'affinité et
la probabilité des différentes conformations du complexe. Ainsi, il ne devrait pas étre
fait appel a des fonctions scores complémentaires, comme c’est le cas habituellement
(Bissantz et al., 2000).

Etant donné que le docking est fait dans un site actif, ot seuls quelques degrés de
liberté seront autorisés (chaines latérales et éventuelles boucles impliquées), il sera
aussi possible de calculer off-line les contributions des atomes fixes sur un maillage
de 'espace. Ces données seront alors reprises au cours de I'exécution de I’algorithme
en interpolant les contributions des points du maillage aux coordonnées atomiques
réelles.

Enfin, un autre point important sera peut-étre 'utilisation de ’approche multi-
critére qui permet de suivre I’évolution d'une fonction wvectorielle de fitness. Le cotit
de calcul supplémentaire est négligeable et la quantité d’information récoltée est plus
importante que si 'on traite une moyenne pondérée de tous les critéres utiles®. De
plus, cette approche permet de mettre en évidence les éventuels effets antagonistes
a travers la forme des fronts Pareto (Zitzler et al., 2003).

Certains auteurs ont par exemple distingué les contributions de valence des

8cette approche a été récemment utilisée pour 1’échantillonnage conformationnel, voir Vainio et
Johnson, 2007



194 Chapitre 4. Vers des stratégies de prédiction des affinités

Base de données de poche d'un nouveau
ligands pharmaceutiques récepteur

filtrage rapide par descripteurs
pharmacophoriques topologiques

Base de données de
ligands potentiels

conformations
de la poche réceptrice

Propositions de
paires sites-ligands
et de leurs postions

relatives

Solutions

F1G. 4.11: ordonnancement des principales taches pour le docking moléculaire.



entre ligands et cibles macromoléculaires 195

contribution non-covalentes (Day et al., 2002), mais, a notre sens, cette distinction
n’est pas pertinente dans une description des degrés de liberté torsionnels.

A notre avis, il faut distinguer les points importants suivants :

1. les énergies inter et intra-moléculaires : effets antagonistes, déstabilisant les

molécules individuelles pour stabiliser le complexe ;
2. Dentropie, comprise comme la robustesse d’'une solution ;
3. Denfouissement du ligand dans le complexe.

Pour I'entropie, on peut se rapporter au calcul page 37 ot nous avions montré
que S évoluait comme In(Vp), Vp étant le volume du domaine D. Cependant, ce
volume est difficile & estimer étant donnée I'extréme rugosité du paysage. En utilisant
I’équation (1.15), on a également S = £Z=¢ qui pourrait servir d’estimateur? dans
notre approche par boite (R-conformations, voir section 3.7.3) : I’énergie interne E
est donnée par la meilleure énergie dans la région échantillonnée, et 1'énergie libre

G est estimée grace a la fonction de partition.

4.4 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons essentiellement traité le probléme du positionne-
ment relatif des acteurs. En commencant par la superposition de deux molécules
identiques différant par leur conformation. Nous avons ensuite traité le cas plus
général de le recherche de similarités chimiques entre deux acteurs, avangant ainsi
progressivement vers le probléme du positionnement du ligand dans la poche du site
actif.

[’optimisation des temps de calculs par l'utilisation des quaternions a ouvert la
porte au traitement a haut-débit de grandes bases de données pharmaceutiques pour
lesquelles une stratégie de comparaison sur la base de triplets pharmacophoriques a
été développée.

Concernant le docking proprement dit, les stratégies doivent encore étre adaptées
et/ou développées. Toutefois, nous avons présenté les étapes qui nous semblaient
importantes de respecter et les critéres qui pouvaient étre utilisés.

Ceci achéve la partie de notre travail concernant la « modélisation moléculaire ».
Dans le chapitre suivant, nous nous intéressons encore aux interactions molécu-

laires, mais a une échelle beaucoup plus grossiére, en considérant les concentrations

9nous gardons nos précautions vis-a-vis d’'une telle définition de I’entropie, car nous n’avons pas,

A notre disposition, le véritable ensemble de Boltzmann, mais un simple échantillonnage limité et
épars.



196 Chapitre 4. Vers des stratégies de prédiction des affinités

F1G. 4.12: figure extraite de Wang et al. (2003), montrant les différentes poses d’'un
ligand dans un site actif obtenues par Autodock (Morris et al., 1998).

des acteurs. Nous verrons comment ces interactions influencent les dynamiques de

réactions et, par suite, celle des réseaux de régulation de la cellule.



Deuxiéme partie

Les réseaux de régulation géniques
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Chapitre 5

Modélisation des rythmes circadiens

5.1 Introduction

La complexité, déja présente dans la structure géométrique des molécules et dans
la prédiction de leurs interactions, explose a I’échelle de la cellule ot des milliers d’ac-
teurs interagissent en permanence. Ces acteurs activent ou répriment la production,
la dégradation ou l'activité d’autres molécules, formant des réseaux d’interactions
particuliérement compliqués. Toutes ces combinaisons possibles d’acteurs générent
une variété extraordinaire de comportements différents, qui permettent a la cellule

d’assurer ses fonctions vitales.

Nous aimerions savoir si une étude théorique pourrait permettre d’expliquer cer-
tains de ces comportements. Pour cela, nous avons considéré, en premiére approxi-
mation, les variables représentant la concentration des acteurs. En effet, si toutes les
régulations reposent sur des interactions moléculaires (semblables a celles étudiées
dans la premiére partie), la présence de milliards de molécules fait que 'on peut
(dans une certaine mesure) abandonner la description individuelle de chaque acteur
et de ses interactions, évitant ainsi de voir la cellule comme un assemblage combina-
toire d’objets complexes. La facon dont ces concentrations sont modifiées au cours
du temps dépend de certains mécanismes que nous rappelerons briévement dans la

section 5.2.

Bien entendu, cette approximation est sujette a caution et nous verrons, par la
suite, ses limitations (section 5.3.5). Toutefois, elle autorise une premiére approche

offrant quelques résultats (section 5.3.3).

Puisqu’il n’est pas possible d’envisager une modélisation de la cellule dans sa glo-
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balité!, nous nous sommes raccrochés a la notion de module fonctionnel : comme les
molécules travaillent de concert pour élaborer des réponses aux stimuli, on a coutume
de regrouper les génes codant pour des protéines impliquées dans le méme processus
en modules. Une premiére protéine peut, par exemple, stimuler ’expression d’une
deuxiéme, tandis que cette derniére inhibe la transcription de la premiére, formant
ainsi une boucle de rétroaction négative. Le processus probablement le mieux ca-
ractérisé dans la cellule est le cycle de division cellulaire impliquant une dizaine de
génes (Novak et Pataki, 2000).

Nous nous sommes intéressés, pour notre part, a un autre exemple de cycle : celui
des rythmes journaliers (dits circadiens). Ce projet, relié a I'Institut de Recherches
Interdisciplinaires (IRI), a réuni des personnes de divers horizons (voir tableau 5.1).
Ce groupe est en contact avec une équipe de chercheurs de I’Observatoire Océanogra-
phique de Banyuls sur Mer (OOB) qui étudient une algue verte appelée Ostréococcus
Tauri. Dans le cadre d’un projet ANR « Biologie Systémique » commencant cette
année?, ces biologistes devraient fournir les données expérimentales nécessaires a
I’élaboration d’hypothéses théoriques et les théoriciens, proposer de nouvelles expé-
riences pour les valider. L’objectif ainsi poursuivi est de forcer un perpétuel aller et
retour entre les deux disciplines.

De nombreux scientifiques ont déja cherché a simuler des boucles de régulation
géniques afin de générer des oscillations ; 'exercice consiste alors a trouver un jeu de
paramétres permettant de reproduire les données expérimentales. Nous nous sommes
intéressés a une autre thématique connexe qui est la recherche du module fonctionnel
minimal — c’est-a-dire impliquant le plus petit nombre d’acteurs — permettant de
créer des oscillations entretenues®. Cette recherche du modéle minimal traduit une
volonté de comprendre en profondeur les mécanismes oscillants.

Par une approche formelle, nous avons pu mettre en évidence un mécanisme,
utilisé depuis longtemps, mais dont 'impact est mal connu : les fonctions de dégra-
dation non linéaires et, en particulier, les dégradations enzymatiques. Ainsi, nous

montrerons a la section 5.3 qu'une dégradation linéaire des protéines ne permet pas

!bien qu’une équipe de chercheurs ait commencé & mettre en place une tentative d’intégration
de toutes les connaissances actuelles dans un modéle global de la cellule (Takahashi et al., 2002).

2incluant les équipes citées et celle d’Andrew Millar (Edimbourg).

3Le «record » est détenu par les systémes & retards pour lesquels une unique équation suffit.
En effet une protéine qui réprime sa propre expression grace a un mécanisme modélisé par un delai
temporel 7 peut osciller : 'exemple de 'équation dx/dt(t) = —x(t — 7/2) avec la condition initiale
fonctionnelle x(t) = sin(t),t € [—7/2;0] admet x(t) = sin(¢) comme solution, cependant, ce type
d’équations différentielles entre dans la catégorie des systémes de dimension infinie (voir Richard,
2003, pour une revue sur les systémes a retards).
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Laboratoires et personnes impliquées dans le groupe
de travail

Lille : partie modélisation
PhLAM : dynamiques non linéaires et chaos dans les sys-
téemes physiques
Marc Lefranc, Pierre-Emmanuel Morant, Constant Vander-
moere, Quentin Thommen
LIFL : équipe de calcul formel
Francois Boulier, Francois Lemaire, Asli Urgiiplii

LIFL : systémes multi-agents

Sébastien Picault

UGSF-LAGIS : automatique, analyse et commande des sys-
témes non linéaires

Benjamin Parent

Banyuls/mer : partie expérimentale
OOB : études des couplages entre rythmes circadiens et
rythmes de division cellulaire
Florence Corellou, Christian Schwartz, Mickael Moulager,
Francois-Yves Bouget

TAB. 5.1: personnes impliquées dans le groupe de travail sur les rythmes circadiens.

d’expliquer les oscillations du systéme différentiel ordinaire d’une protéine réprimant
sa propre expression. La particularité de notre approche a été de traiter les équa-
tions sans donner de valeurs particuliéres aux parameétres. La connaissance de ces
paramétres (typiquement, les constantes de réaction) est en effet un point sensible
de la modélisation des réseaux de régulation géniques : souvent déterminées in vi-
tro, parfois estimées in vivo, ces constantes dépendent généralement des conditions
expérimentales et sont souvent sous le controle d’autres agents que les modéles ne

peuvent pas prendre en compte.

5.2 Eléments de base pour la modélisation des ré-
seaux géniques

[’ordre du vivant ne réside pas dans la nature de ses com-

posants élémentaires, mais dans leur organisation.

Francgois Jacob,

La logique du vivant, une histoire de 1’hérédité
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5.2.1 Trois mécanismes de base

Nous ne ferons pas de présentation générale des mécanismes de la cellule (ce qui
cadrerait plus avec les objectifs d’un livre de biologie?), bien qu'une grande partie
de notre travail ait été de faire ces premiers pas dans la biologie tout en conservant
un regard d’'ingénieur automaticien.

Toutefois, afin de pouvoir élaborer un modéle des rythmes circadiens, nous devons
donner un sens a la notion de wariation temporelle des concentrations. Or, deux
principaux phénomeénes peuvent intervenir : la production de nouvelles protéines
par les mécanismes de transcription et traduction et la dégradation des protéines
par le protéasome. Nous tenterons, tant que possible, de quantifier les données afin
de donner les ordres de grandeurs nécessaires lors de I'étape de modélisation.
Reticulun

endoplasmique
rmguenx

Vacuole

Réticulum
(- endoplasmique
lisse

A #
‘— Matochondrie -

(Chloroplastes . s,
\ \ - Lysosome

o
. . ., — -
Paroi cellulosigue - Cytoplasme

RS
“~ WMembrane plasmique ——

cellule végétale cellule animale

FIG. 5.1: structure et organites des cellules végétales et animales.

5.2.1.1 La transcription

Les signaux extérieurs (chimiques, lumineux, etc.) sont acheminés via des voies
de signalisation, jusqu’aux chromosomes qui encodent I'information nécessaire a la
production des protéines.

La premiére étape du décodage de cette information s’appelle la transcription,

au cours de laquelle ADN est lu et transcrit en ARN messagers par des complexes

voir par exemple « Molecular Biology of the Cell » (Alberts et al., 2002).
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moléculaires appelés A RN-polymérases. Ce processus est complexe et dépend du géne
traité : de son initiation a la lecture des codons, jusqu’a son achévement, il repose
sur le recrutement d’agents moléculaires qui I'activent, le ralentissent ou l'inhibent
complétement (voir figure 5.2). De plus, TADN est extrémement compacté sur lui-
méme et offre un accés trés limité, ce qui complique sa lecture (Li et Widom, 2004;
Nagaich et al., 2004).

facteurs de
transcription

ARN
transcrit

ADN /%

ARN-polymérase (Saccharomyces cerevisiae)

F1G. 5.2: ARN-polymérase et ses facteurs de transcription, en train de transcrire
I’ADN en ARN. Figure extraite de Skhiri (2004).

De récentes études sur molécules uniques ont montré que la transcription n’était
pas aussi linéaire dans le temps qu’on le croyait (Tolic-Norrelykke et al., 2004) ;
sont alors apparues les notions de « pauses » et de « salves » transcriptionnelles. Les
échelles de temps pour décrire cette premiére étape ont donc été réévaluées : selon
les génes, 'ordre de grandeur pour les vitesses de transcription est environ de 5 a 50
paires de bases lues par seconde (chez escherichia coli), soit un temps caractéristique
pouvant étre de quelques minutes seulement. Paulsson (2005) s’est appliqué a mettre

en évidence des causes théoriques possibles au phénoméne de salves de transcription.

5.2.1.2 La traduction

Les ARN, synthétisés dans le noyau, traversent alors, quand elle existe, la mem-
brane nuclaire et diffusent dans le cytoplasme. La deuxiéme étape  la traduction
de 'ARN en protéine peut alors avoir lieu grace a de trés gros complexes mo-
léculaires, les ribosomes, qui lisent ’ARN, codon par codon et recrutent les acides
aminés correspondants (voir figure 5.3).

Les ribosomes traduisent environ 1 a 3 résidus par seconde chez les eucaryotes®

Scellules & noyaux
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Membrane nucléaire

Ribosomes -

Réticulum
endoplasmique

Mo rugueux
Réticulum 9

endoplasmique
lisse

FI1G. 5.3: la traduction des ARN messagers est assurée par les ribosomes au niveau
du réticulum endoplasmique.

et jusqu’a 15 résidus par secondes chez les procaryotes®, chez lesquels la traduction
peut commencer dés la transcription puisqu’il n’y a pas de membrane séparatrice.
Plusieurs ribosomes peuvent lire un méme brin d’ARN simultanément, ce qui en-
gendre des temps caractéristiques de l'ordre de quelques minutes également.

En réponse au stimulus, le systéme modifie donc le niveau de transcrip-
tion/traduction de ses génes et les molécules ainsi produites peuvent servir a rétablir
I'équilibre (homéostasie), a contrer les agressions (anticorps par exemple), & propa-
ger de nouveaux signaux aux cellules voisines, a déclencher certaines phases de la vie
d’une cellule (division, apoptose’, etc.). Pour quantifier ces différences de niveaux,
on parle de taux d’expression relatifs qui correspondent aux quantités de protéines
produites par rapport a certaines quantités de référence (production moyenne, pro-
duction au repos, etc.). Pour les taux d’expression absolus, il faut compter entre 50

et 10 protéines par cellule.

5.2.1.3 La dégradation

Enfin, les acteurs sont dégradés et recyclés. Ainsi, les ARN (moins stables que les
protéines) sont généralement progressivement détruits par des ARNases ; la perte de
leur fonction est alors retardée par I'existence d’une queue constituée de nombreuses
bases d’adénines qui est attaquée avant que ne soient atteintes les bases codantes
de 'ARN. Les temps de demi-vies caractéristiques de 4661 ARN messagers chez la

levure Saccharomyces cerevisiae ont été étudiés par Wang et al. (2002). IIs se situent

6cellules dépourvues de noyaux
"mort cellulaire programmée
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entre 3 et 90 minutes avec une distribution (apparemment®) log-normale centrée sur
23 minutes.

La dégradation des protéines est beaucoup plus dépendante de leur état : sans
marquage spécifique et correctement repliées, elles sont relativement stables. Leur
dégradation se fait donc souvent de maniére active, ¢’est-a-dire par des processus bio-
logiques spécifiques (appelés protéasomes). La dégradation par des protéases peut,
en particulier, nécessiter un marquage précis. Un autre mécanisme récurrent, est la
dégradation par des enzymes trés spécifiques, mais présentes en quantité restreinte ;
ceci engendre des dynamiques de type Mickaélis-Menten, ot les protéases saturent
rapidement.

Concernant la vitesse de dégradation des protéines : I'article de Belle et al. (2006)
présente des études a Iéchelle du génome (!) chez la levure Saccharomyces cerevi-
stae et exhibe une distribution bimodale des temps de demi-vie des protéines in vivo
(donc avec le protéasome, voir figure 5.4). Le premier lobe suit une loi approxima-
tivement log-normale de moyenne 43 minutes, tandis que le deuxiéme correspond a
5% des protéines étudiées ayant un temps de demi-vie inférieur a 4 minutes® (voir
I’article de Doherty et Beynon, 2006, pour une revue des derniéres techniques per-
mettant de mesurer les temps de vie dans la cellule, a ’échelle du protéome complet).
Ces temps sont d'un ordre de grandeur compatible avec les temps caractéristiques
des rythmes circadiens proches de 24 heures, c’est pourquoi nous pensons que leur

influence mérite d’étre étudiée.
1400
1200
800

400

Normalized frequency

O1.5 35 65 75 95 115 >135

Iogz(half-life)

F1G. 5.4: distribution des temps de demi-vie in wivo des protéines chez Saccharo-
myces cerevisiae ; figure extraite de Belle et al., 2006.

Remarque : un article, plus ancien (Pratt et al., 2002), proposait des valeurs

8les auteurs ne le mentionnent pas, mais les données présentées I’évoquent
9un test de reproductibilité sur cette étude a montré que les données étaient fiables & un facteur
multiplicatif 2 preés.
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plus importantes (en moyenne une trentaine d’heures, mais s’étalant de 6h jusqu’au
dela de la limite mesurable), mais n’utilisait qu'une sélection d’une cinquantaine de

protéines, ce qui explique probablement les différences.

Ayant rappelé certains principes généraux concernant la production et la dégra-
dation des protéines et fourni quelques données permettant de se figurer les ordres
de grandeurs, nous présentons maintenant briévement la problématique a laquelle

nous nous sommes attachés et un apercu du paysage scientifique dans ce domaine.

5.2.2 Les rythmes circadiens

La cellule présente plusieurs rythmes : circadiens, division cellulaire, suivi du
rythme des saisons, etc. Nous avons choisi d’analyser les rythmes circadiens, qui se

caractérisent par :

1. des oscillations entretenues, méme en conditions d’éclairement constantes (voir

figure 5.5) avec une période propre proche de 24 heures,

2. une « compensation en température », c’est-a-dire une robustesse de la période

vis-a-vis des variations de température,
3. la possibilité de réinitialiser le systéme par des impulsions lumineuses.

Ils présentent 'avantage d’étre auto-entretenus : en particulier, il n’est pas néces-
saire (dans un premier temps) de modéliser les entrées/sorties du module fonctionnel
correspondant. Pour cela, nous nous sommes rapprochés de I’équipe de F.-Y. Bouget,

qui les étudient chez 1’algue verte Ostréococcus Tauri.

5.3 Etude compléte de la répression autogéne

Nous proposons ici I'étude précise des dynamiques de dégradation des protéines
et leurs implications sur le comportement d’'un modéle & un géne auto-régulé (dit
autogéne). Nous n’avons considéré initialement que trois variables, correspondant
a un géne, son ARN associé et sa protéine, et nous nous sommes placés dans une
description :

continue : malgré le caractére discret des molécules, leur grand nombre permet

d’utiliser la notion de concentration continue,
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F1G. 5.5: taux d’expression d’une protéine suivi par fluorescence, en fonction du
temps, les cadres bleus et noirs figurent respectivement les périodes d’éclairement et
de pénombre. Les oscillations perdurent en conditions d’éclairement constant.

uniforme : nous ne considérons ni les variables d’espace (gradients de concen-
trations, etc.), ni les compartiments,
déterministe : pas de simulation stochastique,

et sans retard.

5.3.1 Conception d’un modéle

Nous avons imaginé un modéle de boucle de rétroaction négative, la plus simple
possible : un géne est transcrit en ARN, qui est lui méme traduit en protéine. Cette
protéine inhibe la transcription du géne et crée ainsi une boucle de rétroaction

négative. Le modéle est résumé sur la figure 5.6.

protéine : (A —= X
ARN : NI — X

PN
gene : i) @l ia)

F1G. 5.6: modéle & un seul géne de boucle de rétroaction négative : la transcription
est réprimée par la présence de protéines (symbolisée par ellipse A, liée au géne :

Gy).

A Pexemple de Francois et Hakim (2004), nous n’avons pas utilisé une variable
booléenne pour décrire 'état du gene (libre : f, ou liée : b) : nous avons considéré

I'activité du géne comme une variable continue Gy, comprise entre 0 et une valeur
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maximum G7p. Elle peut s’interpréter comme la proportion sur la population de
cellules, de génes sans répresseur'®. A concentration de protéines fixée, P, cette
activité converge vers une valeur dépendant de P.

La dégradation de ’ARN messager (noté M) est supposée linéaire car ces molé-
cules sont peu stables et dégradées progressivement en commencant par leur queue
poly-adénine. En revanche, aucune hypothése n’est faite sur la dégradation des pro-
téines, sinon que les agents qui les dégradent ne sont pas sous le controle circadien.

Cette fonction de dégradation pourra ainsi étre étudiée ultérieurement.

5.3.1.1 Les réactions

Le modéle de la figure 5.6 peut alors se réécrire sous la forme :

k
G+ P ;f Gy, (5.1)
Gy L Gr+ M, (5.2)
Gy % Gy+ M, (5.3)
M % M4P (5.4)
M g, (5.5)
P20 (5.6)

La réaction (5.1) traduit la liaison de la protéine & I’ADN; les réactions (5.2) et
(5.3) concernent la transcription du géne en ARN messagers avec différents taux de
transcription selon que la protéine est présente ou non. La réaction (5.4) correspond
a 'étape de traduction, enfin, (5.5) et (5.6) indiquent la dégradation des acteurs (le
symbole d’ensemble vide : (), indique la perte de la fonction de Pacteur).

Les lois de conservations de masse ne s’appliquent pas en général, puisque nous ne
considérons pas le recrutement des bases et des acides aminés (pour former, respec-
tivement, ’ARN messager et les protéines) ni leur recyclage lors de la dégradation.
Cependant elles peuvent étre utilisées dans la réaction (5.1) avec un sens légérement
modifié : la proportion de génes libres et liés donne toujours le nombre de génes

total codant pour la protéine P :

Gf + Gb = GT. (57)

100G 7, le nombre de génes par cellule, codant pour la méme protéine, peut étre supérieur a 1
quand il y a redondance.
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5.3.1.2 Conditions requises

Toutes les constantes cinétiques (équations (5.1) a (5.6)) sont positives ou
nulles. Nous imposons quelques conditions supplémentaires sur les variables et les
constantes :

— régularité : les variables décrivant 'activité du géne et les concentrations sont
toutes de classe C'! par rapport au temps, ¢’est-a-dire continues et continiiment,
dérivables (ce qui est nécessaire pour interpréter Gy, M et P comme solutions
d’équations différentielles d’ordre 1) ;

— le modele proposé fonctionne sur le principe d’une transcription différentielle
lorsque la protéine intervient ou non; comme il s’agit d'une répression, nous
avons :

£f>£b20§ (58)

de méme, nous interdisons une traduction totalement inefficace : £, > 0;

— remarquons enfin que G > 0, puisqu’au moins un géne code pour la protéine
étudiée.

La fonction ®, appelée fonction de dégradation, dépend de la concentration P.

Elle est quelconque, cependant, nous émettons les hypothéses suivantes :

— continuité : si deux concentrations sont proches, les niveaux de dégradation
sont nécessairement proches, ® est donc continue ; en réalité, nous allons méme
supposer ® lipschitzienne!! ;

— monotonie : si la concentration augmente, le niveau de dégradation augmente
également ; ® est donc supposée monotone croissante ;

— positivité : s’agissant d’une dégradation, ® doit étre positive ; nous supposerons
meéme ® strictement positive sur R et nulle en 0.

Un des apports de notre travail sera de montrer I'intérét d’employer une fonction
de dégradation non linéaire plutot que linéaire. Nous parlerons plus briévement de
« dégradation linéaire » et « dégradation non linéaire » plutdt que de « fonction de
dégradation ».

Finalement, nous écartons les cas limites suivants :

— pas de dégradation de 'ARN : dp; = 0, car dans ce cas, M est monotone

croissante (pas d’oscillations) ;
pas d’équilibre entre Gy et Gy, : kf = 0 ou k, = 0, car dans ce cas, c’est G qui

est monotone et ne se stabilise qu’en 0 ou Gr.

une fonction quelconque F : R” — R? est dite k-lipschitzienne sur un domaine D si, pour
tout couple (z,y) de D, on a ||F(y) — F(x)|| < k|ly — x|
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5.3.1.3 Equations du systéme

Le modéle ci-dessus peut se traduire dans le systéme différentiel non linéaire
suivant, ot toutes les variables : Gy = Gf(t), M = M(t) et P = P(t) sont exprimées

a l'instant ¢ (systéme ordinaire) :

G

d—tf — k(G — Gy) — kyGy P, (5.9)
dM

% = ki(Gr — Gy) — koGP + Ly M — B(P). (5.11)

Comme ce modeéle est stationnaire, nous considérerons, sans perte de généra-
lités, que l'instant initial est £, = 0. Nous supposons alors les conditions initiales

suivantes :

(G(0), M(0), P(0)) = (Gr,0,0). (5.12)

Le systéme apparait alors sous une forme « & = F(x) » ou F est une fonction

lipschitzienne, ce qui assure 'unicité de la trajectoire (probléme de Cauchy).

5.3.2 Analyse du systéme

Etudions maintenant ce systéme.

5.3.2.1 Domaine invariant

Ce systeéme fait partie des systémes dits positifs (Mailleret, 2004) car les variables
évoluent dans l'orthant positif : R+3. Pour s’en convaincre, il suffit de vérifier que les
frontiéres sont infranchissables : les dérivées temporelles des variables sont positives
dés que la variable est nulle. Ainsi, V¢ € Ry, (G(t), M(t), P(t)) € R,

On peut méme étre plus précis et montrer, de la méme maniére, que G(t) < Gr

et dyy M < {yGrp, puisqu’en Gy = G, la dérivée % <0, et en dyM = {;Gr, on a

bien % < 0 car Kf > {.

5.3.2.2 Etude des points d’équilibre

F étant lipschitzienne, les points d’équilibre (notés (Go, My, Fy)), s’ils existent,
doivent vérifier : J
(E(GfaM> P))Gf:GO = (0a070)a (513)

M=>My
P=P,
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soit :

e

G = 5.14
’ ks + ky Py (5.14)
vy = G006 .
O(By)) = (Mo, (5.16)

ou la non-nullité des dénominateurs est assurée par les précautions que nous avons
prises au § 5.3.1.2.

D’aprés (5.14), Gy est une fonction strictement décroissante de P,; de méme,
comme {; — {, > 0 et, d’aprés (5.15), M, est strictement croissante en Gy et donc
strictement décroissante en Fy. Finalement, dans (5.16), Py apparait comme le point
d’intersection entre deux fonctions continues monotones contraires : ® et ¢,,M,
(dont une au moins est strictement monotone). S’il existe, le point d’équilibre est
donc unique.

Pour qu’il existe, il faut s’assurer que les deux courbes se coupent. Or, les valeurs

limites en Fy = 0 et Py = oo sont regroupées dans le tableau 5.3.2.2.

P(] 0 (0. 9]
GO(PO) Gr 0
My (F) % Zigf

o(P) || 0 | P

En Py = 0, ® est en dessous de £, M,, pour étre sirs de I'existence du point

d’équilibre, nous imposons donc :
Ay oo > £M£bGT. (517)

Remarque : pour une dégradation linéaire, cette condition est toujours vérifiée.
Si cette condition n’est pas vérifiée, I'équilibre est rejeté a linfini : (Go, My, Py) =

(0, Z’&?f,oo), ce qui n’a pas de sens physique puisqu’en réalité, la production de

protéines saturera. Néanmoins, dans ce cadre théorique, P est monotone croissant

(au moins aprés un certain temps) et aucune oscillation entretenue ne peut avoir
lieu.
La condition (5.17) peut s’interpréter physiquement : elle impose des dégrada-

tions suffisantes a trés forte concentration de protéines. Or, pour P grand, le géne
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est majoritairement dans I'état lié : Gy ~ 0, la production de nouvelles protéines

est donc représentée par le terme £y,0,Gr tandis que le produit des dégradations est

Ay P

5.3.2.3 Adimensionnement

Nous allons maintenant étudier le comportement du modéle au voisinage de
son point d’équilibre, en fonction des paramétres. Or nous avons 7 parameétres :
(k¢, ko, Gr, Ly, Uy, Lar, dpy) et une fonction inconnue : ®. Pour simplifier notre étude,
nous allons adimensionner le systéme par quelques changements de variables :

plutot que le paramétre de temps ¢, utilisons comme unité de temps, le temps
de demi-vie de 'ARN : 7 = dyt;

— considérons les nouvelles variables (g, m, p) définies par :

g = &,
m = M, (5.18)
p = gP

et posons les constantes suivantes :

( kf

dym

kyl
pla (5.19)

_ b
= a,0m

_ L=b
L - dum GT>

> =T o 2

enfin, posons la fonction f, telle que pour tout u > 0,

Fu) =+ (ﬂu) | (5.20)

Dans ces nouvelles coordonnées, seuls cinq parameétres subsistent et le systéme

s’écrit :
dg
o g1 —g— 21
0 6(1 —g—gp), (5.21)
g —m, (5.22)
dr
dp
— = a(l—g—gp)+dm— f(p). (5.23)

dr
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Les différentes conditions sur les paramétres deviennent :
(0, a, 5, \) tous strictement positifs et p positif ou nul;
— f est de classe C*, croissante, nulle en 0 et strictement positive ailleurs;
= limy f > p.
Enfin, le point d’équilibre (go, mq, po) vérifie

1
= ) 5.24
90 1+ po (5.24)
mo = p+ Ago, (5.25)
= + . 5.26
f(po) H 1+ po ( )

po est alors le point d’intersection entre deux courbes monotones contraires : voir
figure 5.7

pt A
T |
T
oint fixe N

- A
T M
]_[ ___________________________________

/

R P

FIG. 5.7: ¢l existe, le point d’équilibre est unique.

5.3.2.4 Etude locale autour du point d’équilibre

If people do not believe that mathematics is simple, it is

only because they do not realize how complicated life is.

von Neumann

Analysons la stabilité du systéme linéarisé autour de (go, mo, po). Pour cela, nous
allons poser sy = %(po). Comme f est croissante, sg est positif.
C’est ici que I’on met en évidence les non-linéarités de la fonction de dégradation :

pour une fonction non linéaire, sg sera, en général, différent de %.
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Le linéarisé est de la forme :

d 9~ Yo 9—90
| m-mo | = J| m—mo |, (5.27)
P—"Po D —Do
—0(1+po) O —0g0
avec la jacobienne J = A -1 0 . (5.28)

—a(l+p)) 0 —ago—dsy

Ce systéme possede trois poles (valeurs propres de J que nous noterons oy o3,
éventuellement complexes, éventuellement confondues) dont la position dans le plan

complexe détermine le comportement local (voir figure 5.8).

|s - plane

: oscillating divergent
overdamped /—/";' Im A\ ll\ “
” [ [
3 N ~~NNA NN
/ '\"\"\’ (YAYRY | \
/ VU
)

11 e

divergent
S |
4: ,/‘

critically damped

I‘, P “..
v \U \l\,ﬁ' | \‘I‘l“/ "\,’{ \'U[I‘ /

underdamped

—
e maintained oscillations

FIG. 5.8: comportement des systémes linéaires en fonction de la position des poles
dans le plan complexe (figure extraite du poster présenté au « Gent-Lille workshop
on computational biology », voir annexe I).

Le polynome caractéristique de la jacobienne est donc de la forme :

Q/(X) = X°-— <Z Ui) X%+ <Z O'Z'O'j) X — 010903, (5.29)
= X?+aX?+bX +c. (5.30)

Ce polynome a au moins une racine réelle (que nous attribuerons a o). Nous
avons 010903 = det(J) = —d00(Ago + So + Sopo) < 0 autrement dit, il y a un nombre

impair de racines sur ’axe réel négatif :
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— siil y en a trois, alors les trois poles sont stables et le systéme linéarisé converge
exponentiellement vers (go, mg, po) sans oscillations. Dans ce cas, le systéme
initial est localement asymptotiquement stable ;

— si il n'y en a qu'une et si les deux autres sont réelles positives, alors le sys-
téme et son linéarisé sont tous deux instables mais ne présentent pas non plus
d’oscillations entretenues;
enfin, si seule o7 est réelle (nécessairement négative), alors oy et o3 sont com-

plexes conjuguées et le systéme présentera des oscillations :

Re(oy) = Re(o3) 2 —C  donne 'amortissement des oscillations; (5.31)

Im(oy) = —Im(03) £ w  donne leur fréquence. (5.32)

Si € est positif, les poles o5 et o3 sont stables et entrainent des oscillations amor-
ties. Si ¢ devient négatif (09 et o3 franchissent I’axe imaginaire pur), le systéme
linéarisé devient divergent et le systéme non linéaire présentera un point d’équi-
libre instable entouré par un cycle limite, c’est-a-dire des oscillations entretenues.
A la frontiére entre les deux domaines (¢ = 0), il y a une bifurcation dite de Hopf

(Richard, 2002) que nous allons caractériser en fonction des paramétres du systéme.

Physiquement, il est difficile de décider si le systéme biologique posséde des
oscillations entretenues ou des oscillations faiblement amorties : il est en effet diffi-
cile d’observer des cultures de cellules pendant trés longtemps (les cultures sont en
croissance exponentielle, a la lumiére constante et leur désynchronisation atténue le
signal). Toutefois, la figure suivante semble montrer que I’horloge redémarre aprés
mise en condition d’éclairement constant (figure 5.9). De plus, nous pouvons cher-
cher a rendre ( le plus petit possible, indépendamment du fait qu’il soit négatif ou

positif.

Pour étudier la position des poéles en fonction des paramétres, explicitons le

polynome caractéristique :

QJ(X) = X3 + (1 + ago + 550 + 0 + 9p0)X2
+(ago + 0so + 0 + Opg + 0dsg + 0sopo) X
+56()\g0 + So + Sopo). (533)
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F1G. 5.9: niveau de fluorescence en fonction du temps, pendant entrainement en
cycles jour-nuit, puis en condition d’éclairement constant. Le rythme, aprés s’étre
presque arrété, semble retourner vers un cycle limite.

¢ pourrait s’exprimer comme une fonction implicite de a, b et ¢, puisque, d’aprés
I'identité entre (5.29) et (5.30),

a = 2(—o0,
= W =0+ (01— ()
¢ = —0i(¢+w?)

ce qui fait apparaitre ¢ comme solution d'un polynome de degré 3. Toutefois, le
tableau de Routh (Borne et al., 1990) nous donne une expression plus simple a

rendre négative (tableau 5.2)

X3 1 b
X? a c
X aba—c 0

1 c 0

TAB. 5.2: tableau de Routh pour un polynéme de degré trois.

Or, puisque a = —trace(J) > 0 et ¢ = —det(J) > 0, il ne reste donc plus que
la condition sur ab — ¢ pour rendre le systéme localement instable autour du point
d’équilibre. La bifurcation de Hopf a lieu sur la variété ab = ¢ : avant (ab — ¢ > 0),
le point fixe est localement asymptotiquement stable; aprés (ab — ¢ < 0), le point

fixe est instable, entouré d'un cycle limite.
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Remarque : le critére Ry = ab — c fait apparaitre ¢ en facteur :

ab—c¢ = 010903 — (01 + 09 + 03) (0102 + 0203 + 0103)

= 2¢[w+ (o1 —¢)7]. (5.34)

5.3.3 Etude du critére de Routh

En utilisant les expressions explicites de a, b et ¢ dans I'équation (5.33), nous
pouvons réécrire Ry a I'aide des paramétres du modéle (en utilisant, au besoin,
les équations du point d’équilibre). Comme cette expression reste trés complexe
et inexploitable, nous réduisons le nombre de paramétres en faisant les hypothéses
suivantes :

i = 0 : inhibition totale de la transcription du géne par sa protéine;

— la troisiéme équation du modeéle (5.23), donnant I’évolution de p est dominée
par les termes de traduction et de dégradation, tandis que la partie correspon-
dant aux protéines qui se fixent sur 'ADN est négligeable. Ceci est obtenu de
facon indirecte en prenant o — 0.

Alors, le critére devient :
Ry = ((580 + 1) (1 +6+ Hpo)(580 +0+ ‘9}90) — )\5‘990 < 0. (535)

5.3.3.1 Premiére conclusion

Cette expression suffit & démontrer ce que nous avons avancé dans lI'introduction :
si 'on considére une dégradation linéaire de la forme f(p) = mp, alors sy = 7. En
nous rappelant, d’aprés les équations du point d’équilibre, que A\go = f(po) = 7po,
le seul terme négatif de SRy s’annule et, bien qu’éventuellement oscillant, le systéme
est nécessairement localement amorti. Dans nos conditions de modélisation, une
approche linéaire ne permet donc pas de reproduire les phénoménes d’oscillations

autoentretenues pourtant observés en pratique.

5.3.3.2 Interprétation

Nous venons donc de prouver que le systéme linéarisé ne pouvait pas osciller si
la fonction de dégradation des protéines était linéaire. Nous allons continuer 'inter-
prétation dans le cas général.

Tout d’abord, nous avons, avec I’équation (5.35), un critére de non-amortissement

des oscillations du linéarisé de la forme \d > Vi, ot A et § sont les taux de trans-
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cription et traduction et V., une valeur dépendante des autres parameétres'?. Cela
semble indiquer qu'un couplage minimal, du géne jusqu’a la protéine, est nécessaire

pour entretenir les oscillations.

Par ailleurs, si, au lieu de sy, nous utilisons la variable u, définie par :

U= 580
_¢9—|—go

9o = 0, (5.36)

alors, le critére de Routh (5.35) devient :

090 09,
R =1’ +u+ s — A
! (9 + g0)2 (8 + go)‘i

\

<0. (5.37)

Ce polynome, de coefficient dominant positif, doit étre négatif en u et, par suite,
doit donc avoir deux racines réelles. L'une d’elles est nécessairement négative puisque
la somme des racines (opposé du coefficient du deuxiéme monome) est negative. Pour
que ce polynome soit négatif en v > 0, il est donc nécessaire qu’il soit négatif en
u = 0.

Il y a donc la condition nécessaire suivante :

v o< 0, (5.38)
0
c’est-a-dire A\ > +3go' (5.39)
90

Une fois cette condition vérifiée, nous savons que R posséde une racine a u > 0

(notée wuy ) et nous imposons :

1 1 Ogg g
<Up=—=44/>+ N 0 __ _ , 5.40
vty \/4 (0+90)* 0+ go (5.40)

que l'on peut facilement ramener a s, en utilisant (5.36).

Encore une fois, ’équation (5.39) réexprime que le couplage du géne a la protéine
en passant par I’ARN doit étre suffisamment important, tandis que I'inégalité (5.40)
indique qu’'un profil de dégradation saturé (so inférieur a une valeur) facilite les

oscillations.

12]es autres apparitions du paramétre § sont en facteur de sy c’est-d-dire uniquement parce
que 'on a factorisé I’équation d’évolution en §(m — f(p)) afin de simplifier 'expression du point
d’équilibre.
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5.3.4 Cas particulier : les dégradations enzymatiques

Les résultats précédents semblent indiquer qu'une fonction de dégradation satu-

rée, c’est-a-dire avec g—{)(po) < %, est favorable aux oscillations. Nous avons donc
étudié les dégradations enzymatiques de type Mickaélis-Menten que nous rappelons

ici.

5.3.4.1 Equation de Michaélis-Menten

Ces fonctions sont issues d'une dégradation de type :
P+FEF=C—E, (5.41)

ou C' est un complexe intermédiaire entre la protéine P et 'enzyme FE.

La premiére réaction est supposée trés rapide. Les phénoménes transitoires
sont donc omis et nous étudions la dynamique sur la variété ou C est constant.

Comme C + E = Er la quantité totale d’enzymes disponibles, cela revient a suppo-

ser ‘il—f ~ (. Nous avons alors :

dpP
& - _kPE 042
— \PE, (5.42)
dFE
—= = —RPE+(k+ ko) (Br — B) =0, (5.43)
soit Ey = E—Zl (5.44)
1+k71+k2p
dP kiErP
ot — = iyt (5.45)
k_1+ko

La dégradation est donc de la forme :

)= (emER? (5.46)

qui est bien une fonction non linéaire. En particulier, la pente sy de cette fonction

en py peut s’exprimer en fonction du rapport % :
U flpo) — f(po) (5.47)

(k+ po)? Do K+ po

en particulier, on a bien sy < %.
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5.3.4.2 Analyse des résultats

Dans le cas particulier ou f est de la forme ﬁ”p, il est possible d’exprimer le
critére de Routh (équation (5.35)) plutot comme un polynome de 6 de degré 2 de la
forme :

Ry =60 +90+1<0. (5.48)

Il faut donc imposer les trois conditions suivantes :
v <0,
le discriminant A =~2 —4 > 0 d’oit v > —2,
-0, <0< b,
ot (61,02) sont les racines du polynome Rs.

Les domaines de paramétres se représentent mieux en posant 7 et & tels que

T = —, (5.49)

= — 5.50

¢ (14 m)2 (5.50)
ces conditions reviennent a prendre l'intersection (dans I'espace des trois parameétres
(&, k,m)) du domaine jaune (v < 0, pour avoir deux racines a parties réelles positives :
(01,05) € D), avec le complémentaire du domaine vert (v > —2, pour avoir deux

racines réelles), voir figure suivante (5.10).

F1G. 5.10: espace des paramétres permettant d’obtenir des oscillations avec une
dégradation de type enzymatique (figure réalisée avec Maple et, en particulier, la
fonction implicitplot3D).

Nous avons simulé le systéme dans chacun des quatre domaines en prenant pour
0 la valeur optimale (sommet de la parabole). La figure 5.11 présente les profils

temporels obtenus, qui correspondent bien aux comportements prédits.
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F1G. 5.11: simulations dans les différents domaines.

5.3.4.3 Conclusion

Nous avons réussi a obtenir des conditions sur les paramétres mettant en évi-
dence les domaines dans lesquels les oscillations entretenues pouvaient avoir lieu. En
particulier, nous avons montré que le profil de la fonction de dégradation influencait
la possibilité de créer des oscillations : le domaine pour une dégradation linéaire est
vide, tandis qu’en saturant la dégradation (dérivée inférieure a la pente moyenne),

ces oscillations peuvent apparaitre.
Ces résultats ont, en partie, été diffusés par I'intermédiaire de posters :

— l'un en juin 2006 (Lefranc et al., 2006), au « gent-lille workshop on computa-
tional biology » (annexe I);
l'autre en mars 2007 (Morant et al., 2007), aux rencontres du non-linéaire de

Paris, ayant donné lieu a une publication (annexe J).

5.3.5 Remarques sur nos choix pour la modélisation

Dans notre démarche, nous avons opté pour un modéle continu, homogéne, de-
terministe et sans retards. Il faut cependant garder en mémoire un certain nombre

de points importants
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5.3.5.1 Les régulations

Méme si un modéle a I'échelle 1 :1 n’existe pas, 'extréme complexité des méca-
nismes permet l'existence de nombreux points de contréle et de régulations :
— acces limité & ’ADN par les ARN-polymérases,
initiation, processus et terminaison de la transcription,
processus éventuel d’épissage,
— traduction,
— transport parfois actif des acteurs et franchissement des membranes,
controle des constantes de réaction,

— marquage pour la dégradation et processus de dégradation lui-méme, etc.

De plus, les protéines ainsi produites sont encore sujettes a de nombreuses mo-
difications qui permettent d’altérer leur fonctionnement. Ces modifications post-

traductionnelles peuvent étre de différentes natures :

1. modifications covalentes, lors de 'adjonction de certains groupements en des

sites trés spécifiques (méthylation, phosphorylation, etc.);

2. polymérisation avec d’autres partenaires (les ribosomes, les facteurs de trans-

cription sont des exemples de complexes fonctionnels) ;

3. modifications conformationnelles lorsque la protéine ne se replie pas sponta-
nément dans sa conformation native mais subit I’aide de protéines chaperones

ou suite a des modifications comme dans les cas 1 et 2.

5.3.5.2 Les aspects spatiaux

Les acteurs moléculaires évoluent dans un espace a trois dimensions, en particu-
lier il faut garder a l'esprit qu’il y a
une compartimentation de la cellule,
des gradients de concentrations (Hirata et al., 2002),
— une colocalisation des acteurs (Huh et al., 2003; Batada et al., 2004),
— une dilution des composés diie au grossissement des cellules'® (Pratt et al.,
2002).

Byoir également 1’adresse suivante, consultée en aott 2007 :

http ://genopole-toulouse.prd.fr/new image/GenoToul2004 Presentation M Cocaign.pdf.
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5.3.5.3 Les aspects stochastiques

Les cellules sont trés sensibles aux conditions extérieures, ce qui leur permet de
s’adapter et de répondre aux stimuli. Cependant, cette sensibilité peut apparaitre
désavantageuse : comment la cellule assure-t-elle un fonctionnement robuste malgré
tant de variations de ses paramétres cinétiques? Il s’agit d'un aspect particuliére-
ment important, car les sources de bruits ne sont pas qu’extérieures : lorsque le
fonctionnement d’'un module repose sur quelques dizaines de molécules, la stochas-
ticité de la diffusion et des interactions rendent la compréhension difficile.

Le role des bruits endogénes ainsi que la question de la robustesse du fonctionne-
ment cellulaire sont des thématiques fortes qui ont récemment motivé de nombreuses
recherches!®. En effet, I'évolution et la pression de sélection de milliers de généra-
tions n’ont pas conduit a des systémes parfaitement hermétiques au bruit, mais les
étres vivants semblent au contraire exploiter cette variabilité d'une facon et a des
fins encore mal comprises.

C’est pourquoi certains modéles ont été développés afin de simuler explicitement
cette variabilité : algorithme de Gillespie (1977), algorithme STOCHSIM (Le Novere
et Shimizu, 2001), m-calcul (Regev, 2002; R.Blossey et al., 2006), etc.

5.3.5.4 Des mesures sur populations entiéres

Bien que les méthodes sur cellules uniques commencent a se répandre, elles posent
des défis méthodologiques importants. Les données sur des populations de cellules®?,
quant a elles, souffrent de la désynchronisation de ces cellules (Sako, 2006), surtout
lors de I'étude des rythmes. 11 faut donc garder a I'esprit que I'effet de moyenne peut
expliquer certains comportements apparents (comme I"atténuation des signaux par

exemple).

5.4 Discussion

L’étude théorique des modules fonctionnels a donné naissance a une nouvelle
science qu’est la biologie systémique (Griffith, 1968a; Griffith, 1968b; De Jong, 2002;
Thieffry et De Jong, 2002; Di Ventura et al., 2006) qui connait d’ailleurs déja,

depuis plusieurs années, des applications thérapeutiques (Claude et al., 2000).

Men témoigne I'école d’été « bruits et robustesse dans les réseaux de régulation transcription-
nelle » qui s’est tenue & Coquelles en septembre 2005.
5 par exemple, issues des « micro-arrays »
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Nous présentons ici un rapide apercu des réalisations et des résultats théoriques
obtenus dans la littérature. A ce titre, I'article de De Jong offre une revue dans ce
domaine datant de 2002.

5.4.1 Les réseaux

La telle complexité des réseaux de régulation a tout d’abord poussé un certain
nombre de scientifiques a étudier la topologie de ces réseaux (Watts et Strogatz,
1998; Strogatz, 2001; Maslov et Sneppen, 2002; Wuchty et Stadler, 2003; Lattner
et al., 2003; N.Przulj et al., 2004; Koschiitzki et Schreiber, 2004). En particulier, la
question de comment inférer cette topologie a partir de données expérimentales a
été souvent abordée (Tavazoie et al., 1999; Kim et al., 2003; Kikuchi et al., 2003;
Gardner et al., 2003; Sokhansanj et al., 2004; Lok et Brent, 2005).

Certains chercheurs se sont restreints a I’étude de simples motifs correspondant
a des sous-réseaux (Hartwell et al., 1999; Struhl, 1999; Shen-Orr et al., 2002; Milo
et al., 2002; Frangois et Hakim, 2004), mettant ainsi en évidence le role des boucles
de rétroaction négatives (Griffith, 1968a; Lema et al., 2000; Roenneberg et Mer-
row, 2002; Hirata et al., 2002; Monk, 2003) et positives (Griffith, 1968b; Mangan
et al., 2003). Kunz et Achermann (2003) ont étudié U'interfacage de telles sous-unités
entre plusieurs cellules; Reppert et Weaver (2002) ont résumé les couplages entre
oscillateurs chez les mamifeéres.

Inversement, d’autres scientifiques ont abordé la cellule dans sa globalité : c¢’est
le cas du projet « E-cell » qui tente d’intégrer toutes les connaissances actuelles sur
la cellule (Yugi et Tomita, 2004; Takahashi et al., 2002).

Afin d’analyser ces réseaux, plusieurs méthodes — parfois originales — issues de
I'ingénierie ont été appliquées et sont répertoriées dans 'article de Di Ventura et al.
(2006). Citons par exemple pour les plus exotiques les approches logistiques
par réseaux de Petri (Goss et Peccoud, 1998) ou utilisant des « statecharts » (Fisher
et al., 2005), les réseaux linéaires flous (Sokhansanj et al., 2004), 'analyse « petit

gain » des systémes monotones (Angeli et Sontag, 2004; Leenheer et al., 2004), etc.

5.4.2 Recherche de fonctions particuliéres

Ces modules permettent d’assurer certaines fonctions (Frangois et Hakim, 2004),
comme 'acheminement des signaux (Aldridge et al., 2006), la bistabilité (Atkinson
et al., 2003; Lipshtat et al., 2006), la régulation de certaines quantités (Struhl, 1999;
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Alon, 2003), les oscillations' (Goldbeter, 1991; Goldbeter, 1995; Lewis, 2003; Naef,
2005; Xu et al., 2007). L’étude de leur synchronisation reste une question ouverte
(Gonze et al., 2005) : pour des études expérimentales sur la synchronisation, voir
Balsalobre et al. (1998) et Nagoshi et al. (2004).

Enfin, certains motifs ont été étudiés car ils font apparaitre des comportements
chaotiques (Leloup et Goldbeter, 1999) pouvant expliquer les arythmies patholo-
giques observées chez certains patients humains (Roenneberg et Merrow, 2002, 2003)

ou aprés mutations chez la souris (Xu et al., 2007).

5.4.3 Approches envisageables

De nombreuses démarches ont été suivies pour modéliser ces réseaux, 'article
de Aldridge et al. (2006) donne quelques clefs pour débuter la modélisation d’un
systéme.

En premier lieu, citons, les approches déterministes par équations différentielles
ordinaires : EDO (Goldbeter, 1995; Francois et Hakim, 2004; Gonze et al., 2004).
[’attribution de valeurs aux parameétres cinétiques présents dans les équations pose
alors un probléme, car ils sont rarement connus in vivo et dépendent fortement des
conditions environnementales. Ce probléme peut étre en partie traité!” par I'étude de
diagrammes de bifurcations présentant qualitativement le comportement du systéme
dans les différents domaines de I'espace des paramétres (Arkin et al., 1998; Atkinson
et al., 2003; Gonze et al., 2005), voir figure 5.12.

QP : quasi-periodic

SA : small amplitude
oscillations

FP : fixed point

Period ratio,r

P2 : doubling period

0.5 1 1.5
Coupling strength, K

F1G. 5.12: diagramme de bifurcation donnant le comportement de deux oscillateurs
couplés en fonction de deux paramétres : la constante de couplage et le rapport des
deux périodes propres (extrait de Gonze et al., 2005).

'Spour une revue concernant les oscillations en biologie, voir Kruse et Jiilicher (2005).
1Tquand le nombre de paramétres est restreint. . .
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Une premiére généralisation des EDO consiste a autoriser I'existence de retards
(Lema et al., 2000; Lewis, 2003; Monk, 2003; Kerszberg, 2004), connus pour apporter
une grande variété de comportements aux systémes dynamiques'® (déstabilisation,
stabilisation, oscillations. .. voir, par exemple, le livre de Richard, 2002).

Citons également les méthodes prenant en compte la stochasticité moléculaire
sous-jacente (Gillespie, 1977; McAdams et Arkin, 1997; Le Novere et Shimizu, 2001;
El Samad et al., 2005; Paulsson, 2005; R.Blossey et al., 2006). Les modéles stochas-
tiques permettent de mettre en évidence le role des bruits (Arkin et al., 1998; Sasai
et Wolynes, 2003; Locke et al., 2005), ainsi que la robustesse du fonctionnement
vis-a-vis de ces bruits (Vilar et al., 2002; Kerszberg, 2004). Remarquons que Gonze
et al. (2003 et 2004) ont comparé les comportements des modéles stochastiques et
déterministes a de trés faibles concentrations et en concluent la validité de 'approche

déterministe.

‘ classification des approches ‘

déterministe stochastique
discréte continue
spatiale concentrations uniformes
avec retards sans retard

TAB. 5.3: les différents types de description envisageables.

5.4.4 Littérature concernant la modélisation des rythmes bio-

logiques

Depuis le début de la modélisation des rythmes biologiques (Goldbeter, 1991), il y
a eu une « course » au plus petit module (en termes de nombre d’acteurs) permettant
de produire des oscillations. Nous pouvons ainsi répertorier le repressilateur a 3 génes
(Elowitz et Leibler, 2000; R.Blossey et al., 2006), un certain nombre de modéles a
deux génes formant une boucle négative : Leloup et Goldbeter (1999), Vilar et al.
(2002), Guantes et Poyatos (2006) et méme des systémes n’impliquant qu’'un seul
géne dont la protéine réprime sa propre expression (Gonze et al., 2004), introduisant
généralement des retards'® (Lema et al., 2000; Lewis, 2003; Monk, 2003; Kerszberg,

2004). Pour justifier ces retards, les auteurs évoquent les pauses transcriptionnelles,

18en effet, on entre dans une classe de systémes de dimension infinie.
91e systéme proposé par Lema et al. (2000), qui emploie une équation & retard, ne comporte
concrétement qu’une seule variable dynamique.



des rythmes circadiens 227

les temps de diffusion, les franchissements de membranes et la maturation des acteurs

(épissage, modifications post-traductionnelles).

Cette recherche de réduction de la taille des modéles traduit une volonté de
comprendre en profondeur les mécanismes théoriques sous-jacents aux oscillateurs.

C’est cette compréhension que nous avons voulu approfondir.

Pourtant, ce n’est pas uniquement le nombre de génes qui détermine la possibi-
lité de créer des oscillations : le nombre de variables et d’équations est, a note avis,
aussi décisif. Ainsi, certains auteurs ont multiplié le nombre d’acteurs en considé-
rant, comme nous, le niveau de transcription comme une variable & part entiére. Ceci
est maintenant clairement justifié par les derniéres études listées a la section 5.2.1.
D’autres auteurs ont utilisé les différents états de dimérisation des protéines (Tyson
et al., 1999; Vilar et al., 2002) ou ont distingué les espéces selon qu’elles occupent
le noyau ou le cytoplasme (Goldbeter, 1995; Locke et al., 2005). Un autre élément
important qui a été relevé, est les différences de phosphorylation de chaque pro-
téine (Goldbeter, 1995; Gonze et al., 2004) ; en effet, des expériences ont récemment
mis en évidence des régulations de transcription et de dégradation basées sur la
phosphorylation (Xu et al., 2007). Un bel exemple étant celui d’un oscillateur post-
traductionnel, uniquement basé sur la phosphorylation des acteurs pouvant méme

étre observé in vitro (Nakajima et al., 2005), voir aussi Iwasaki et al. (2002).

Un autre facteur qui a été utilisé est la coopérativité . on considére que la mo-
lécule n’est active que lorsqu’elle participe & un (homo-)multimére comportant Ny,
sous-unités. On utilise alors une fonction de Hill pour estimer la concentration en
multimeéres a partir de la concentration en protéines et le coefficient de Hill est égal
a Ny. Gonze et al. (2004) ainsi que Blossey et al. (2006) ont montré quune forte
coopération améliorait la robustesse des oscillations dans les modéles stochastiques.
De méme, Griffith (1968a) a montré qu’une coopérativité minimale était nécessaire

pour obtenir des oscillations entretenues.

Nous avons donc mis en évidence un dernier mécanisme, souvent utilisé pour
simuler les systémes (Goldbeter, 1995; Buchler et al., 2005), mais dont I'impact
reste mal connu : il s’agit des fonctions de dégradation non linéaires. Gonze et al.
(2005) ont signalé qu’il était possible de réduire le coefficient de Hill (4 dans leur

cas) s'il est fait usage d’une dégradation de type michaélienne.
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5.5 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons étudié un autre aspect des interactions molécu-
laires : par une approche purement théorique et formelle, nous avons pu mettre
en évidence l'influence des interactions a 1’échelle moléculaire sur le comportement
global d'un module fonctionnel. Ainsi, les dégradations linéaires ne permettent pas
d’expliquer, a elles seules, les oscillations d'un modéle minimal avec un seul tri-
plet (géne;ARN ;protéine). La littérature propose d’autres mécanismes tels que les
retards purs, les aspects stochastiques, la compartimentation, etc. Cependant, les
profils de dégradation de types enzymatiques sont souvent utilisés, sans que leur
impact soit bien compris. Nous avons ici proposé une méthode permettant de ca-
ractériser I'espace des parameétres, en se basant sur un critére de stabilité de Routh
appliqué au polynome caractéristique du modéle linéarisé.

Pour pouvoir traiter les équations avec des parameétres quelconques, cette étude
fait grandement appel au calcul formel. En particulier, I'utilisation du logiciel Maple
nous a permis de manipuler et de factoriser des expressions souvent trés volumi-
neuses.

Comme développements futurs, nous voudrions étudier la dépendance et plus
précisément la robustesse des oscillations en fonctions des constantes cinétiques. En
particulier, il serait utile de savoir s’il est possible de reproduire, avec un modéle
aussi simple, la compensation en température caractéristique des rythmes circadiens.

La deuxiéme étape (entamée dans notre article : Morant et al., 2007, voir an-
nexe J) est d’intégrer une donnée importante du systéme : la lumiére. Pour cela, plu-
sieurs points d’entrée ont été proposés dans la littérature : modification du niveau de
dégradation des protéines, modification de la transcription, de la phosphorylation,
etc. Ceci est nécessaire en vue de modéliser les données expérimentales.

Enfin, nous pensons également mettre en évidence d’autres mécanismes désta-
bilisants comme la diffusion des acteurs. En effet, les équations a retards reposent
implicitement sur une équation de propagation des signaux, tandis qu'un modéle de

diffusion semble mieux adapté.
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Conclusion et perspectives

Durant ce travail de thése, nous avons étudié certains problémes posés par la
modélisation en biochimie autour d’'un théme commun : les interactions molécu-
laires. Pour cela, nous avons parcouru différentes échelles en commencant par une
description trés détaillée de la molécule individuelle soumise aux potentiels de forces
interatomiques. Pour prédire la conformation d'une molécule et, a I’avenir, la confor-
mation et les affinités de complexes moléculaires, nous avons développé une stratégie
adaptée a la caractérisation globale du paysage d’énergie potentielle, pourtant for-

tement multimodal et de grande dimension.

Cette stratégie repose sur ’heuristique des algorithmes génétiques qui, bien que
gourmands en ressources de calculs, sont connus pour générer une bonne exploration
de l'espace de recherche, indépendamment des barriéres énergétiques éventuelles.
Nous avons agrémenté cet algorithme central avec un certain nombre des idées ré-
centes du domaine et hybridé I’ensemble avec des heuristiques complémentaires qui
se sont révélées trés précieuses pour améliorer les temps de calculs et la robustesse
de la stratégie. L’originalité de notre approche est d’avoir laissé les paramétres de
controle de ces algorithmes définissables par un procédé externe et de les avoir gé-
rés par le biais d’'une deuxiéme couche algorithmique (« méta-algorithme »). Afin
d’optimiser ces parameétres et de mettre en évidence la meilleure stratégie d’hybri-
dation des différentes heuristiques, nous avons proposé un critére d’évaluation d’une
exécution particuliére de I’algorithme génétique, ce qui nous a permis de valider
I’ensemble des développements réalisés jusqu’alors.

Afin d’aborder des molécules de plus grandes tailles, la définition d’une stratégie
de parallélisation des algorithmes sous forme de « planétes » représentant les noeuds
de calcul a également été validée. Dans ce schéma, I'attribution des ressources a
I'intensification par rapport a I'exploration est mise en évidence mais reste le point
sensible car, comme nous 1’avons montré, la balance optimale dépend de la molécule
traitée.

Enfin, la capacité exploratrice de notre dispositif nous a permis de faire un retour
critique sur le modéle de champ de forces utilisé pour estimer 1’énergie et de revenir
sur certains de ses paramétres. Plusieurs idées sont encore en cours de développe-
ments et des ouvertures envisageables ont été proposées. De plus, des applications

A des cas concrets sont ou ont été étudiées.

Nous avons ensuite vu comment une description plus grossiére des motifs phar-

macophoriques pouvait étre employée pour caractériser les molécules par des indices
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topologiques. L’estimation de la similarité moléculaire repose alors sur un critére in-
dépendant des translations rotations (déplacements) pour lesquels nous avons utilisé
les quaternions qui nous ont permis de dériver des formules simples et peu coiiteuses
en temps de calculs. Ce travail a également été validé par une publication dans une
revue internationale.

Enfin, dans la derniére partie, nous avons présenté des modéles globaux d’in-
teractions a 1’échelle des modules fonctionnels de la cellule. Pour ces derniers, des
variables abstraites, représentant les concentrations des acteurs, permettent de mas-
quer la complexité sous-jacente aux molécules individuelles. Toutefois, les réactions
a I’échelle moléculaire engendrent des profils différents qui se répercutent sur la dy-
namique du module. C’est ce que nous avons montré sur un cas minimal en terme
de nombre d’acteurs.

Entre la description atomique et la modélisation des modules fonctionnels, nous
avons réalisé un formidable « zoom arriére », représentatif du fossé qui existe entre
les données expérimentales sur les molécules et les informations qu’il est possible
d’obtenir a I’échelle des cellules. Pour combler ce fossé, des méthodes expérimentales
et computationnelles commencent a voir le jour. En particulier, les méthodes de
microscopie sur molécules uniques commencent a offrir un apercu de la variabilité
et de la spatialité des acteurs. Inversement, des projets comme « e-cell » qui tente
d’intégrer toutes les connaissances accumulées sur la cellule, représente, la encore,
un premier pas pour joindre les extrémes molécule-cellule. Nous reproduisons, a ce
sujet, la figure de Sali et al. (2003) qui fait le point sur les méthodes les plus utilisées.

A notre sens et ce travail de thése en est l'illustration  les savoir-faire de
I’Automatique sont applicables dans les deux approches : d’une part la conception
de nouvelles méthodes et/ou I'ajustement de stratégies de recherche, usuellement
appliquées a des problémes d’ingénierie, peuvent étre adaptés a des probléemes d’ex-
ploration d’espaces de phase ; d’autre part, la connaissance des outils de modélisation
des systémes dynamiques peut servir a une meilleure compréhension des mécanismes

mis en place dans la cellule.
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F1G. 5.13: différentes approches possibles afin d’acquérir les données nécessaires a
une meilleure compréhension des mécanismes de la cellule; figure extraite de Sali
et al. (2003). Nous rajouterions volontiers une derniére case intitulée « modélisation

par équations différentielles ». . .



234 Chapitre 5. Modélisation



Troisiéme partie

Annexes : compléments
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Liste des abréviations

abréviation Détails
1L2Y Code PDB, Tryptophan Cage
1LE1 Code PDB, Tryptophan Zipper
1UAO Code PDB, mini peptide formant un §-turn
ADN Acide désoxyribonucléique
AG Algorithme Génétique
AMBER champ de forces et logiciel : Assisted Model Building with Energy
Refinement
ARN Acide ribonucléique
CASP Critical Assessment of methods of protein Structure Prediction
CEA Commissariat & 'Energie Atomique
CFF Consistent, Force Field
CHARMM Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics force field
CNRS Centre National de la Recherche Scientifique francaise
CypB Cyclophilline A
CRH Conformationally Restrained Helix
CS Conformational Sampling
CsA Cyclosporin A
CsGa Conformational Sampling Genetic Algorithm
CVFF Consistent Valence Force Field
CypB Cyclophilin B
ddl degrés de liberté
ECEPP Empirical Conformational Energy Program for Peptides
EEF1 Effective Energy Function 1
GB Generalized Born models
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238 Liste des abréviations
abréviation Détails
GNU Gnu’s Not Unix
GPL Gnu General Public License
INRIA Institut National des Recherches en Informatique et Automatique
IRI Institut de Recherches Interdisciplinaires
LIFL Laboratoire d’Informatique Fondamental de Lille
MC Monte Carlo
MD Molecular dynamics
1Gay méta Algorithme Génétique
MM2/3/4 champ de forces : Molecular Modeling
MMFF Merck Molecular Force Field
MW Master-Worker
NCBI National Center for Biotechnology Information
NOE Nuclear Overhauser Effect
EDO Equation Différentielle Ordinaire
0O0OB Observatoire Océanographique de Banyuls sur mer
OPAC Optimisation PAralléle Coopérative
ParadisEO PARAIllel DIStributed Evolving Objects
PDB Protein Data Bank
PIN Protein Interacting with Nima
PMF Potential of Mean Force
PNAS Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA
QSAR Quantitative Structure-Activity Relationship
RMN Résonance Magnétique Nucléaire
RMSD Root Mean Squared Deviation
UGSF Unité de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle
UNRES champ de forces : UNited RESidues

WWW

World Wide Webh




Annexe A

Introduction et résultats utiles

concernant les quaternions

A.1 Définition

H : un R-espace vectoriel

On appelle gquaternion tout vecteur de H = R*.

On munit alors H de la base canonique : (e, i,7,k) ou e=7"1,0,0,0),
i=10,1,0,0), 5 =%0,0,1,0), k =(0,0,0,1).

Tout quaternion ) se décompose de fagon unique sur (e, i,j, k) et on note

(qo, q1, 42, q3) ses composantes :
VQ e H, Mg, ¢, q2,93) € R' | Q = qoe + qri + q2j + g3k (A.1)

On appelle partie réellela composante selon e et partie imaginaire, la composante

ﬁ
selon (7, j, k). On notera Re(Q) la partie réelle (€ R) et ) la partie imaginaire de @
(€ R3). Enfin, on notera P I'ensemble des quaternions imaginaires purs ; ils forment
H
un sous-espace de H isomorphe a R3 de sorte que I'on identifiera Q = (¢, g2, q3) &

%0, q1, g2, q3) quand il n’y a pas d’ambiguité. On note alors (abusivement) :

—

Q = Re(Qe+ Q, (A.2)
Re(Q) € R,
Zj € P =vect(i, ], k).

239
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Conjuguaison Pour tout quaternion (), on définit son quaternion conjugué : ()

par

Q = qoe — (17 + @25 + 3k). (A.3)

H : une R-algébre

On définit maintenant le produit (interne) de deux quaternions par :

ex = x Va € (i, 7, k),

2 = 2 = k2—_¢

ij = —ji = k (A4)
Jk = —kj = 1,

ki = —ik = j.

On reconnait en e, I’élément neutre (qui sera noté en conséquence 1, lorsqu’il n’y
a pas d’ambiguité) et, pour (7, j, k), on a les formules habituelles du produit vectoriel

de R3, a la différence qu’on a maintenant une partie réelle non-nulle en général.
Ce produit est associatif, distributif sur +, mais n’est pas commutatif.

L’expression du produit dans la base (e, 1, j, k) est :

QQ" = (9% — ©dy — ©9 — @3a3)e
+(q0¢ + @1dp + a3 — 4305)i
+(9093 + @200 + G301 — ©145)7
+(q03 + @300 + 01> — @21k (A.5)

En particulier, on a
Q=G+ +6+6 =1QF, (A.6)

qui est le quaternion réel égal, par définition, au module au carré de Q).

Autre expression du produit Nous disposons d’une autre expression pour le

produit QQ" qui fait explicitement apparaitre les parties réelle et imaginaire (utiliser

(A.5)) :
, Re(QQ') = qoq, — Q.Q',
O = ; , SRR AT
“ ( QR = @@ +¢Q A’) A

oll A represente le produit vectoriel habituel de R? et ¢ . ¢ son produit scalaire.
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Produit scalaire : ceci nous permet de définir une topologie, et méme un produit

scalaire dans H :

QIQ) = Re(@.c?o:Zqiq;, (A8)

QI = \/<Q\Q>=\/QS+Q%+Q§+CJ§- (A.9)

Dont on peut rapprocher 'expression de la définition du produit scalaire dans

R2, isomorphe a C :

- P e / /
<az —|—bj‘al—|—bj> = aa + bl
(a+ib).(a' —ib') = ad + bV = Re(z.2).

Lorsque les quaternions @ et (' sont imaginaires purs (qo = ¢, = 0), nous avons

alors :

QR =-(QQYe+QNQ. (A.10)

Avec (A.6) et (A.9), on voit que, dés que @) # 0, on a

L Q
Q' = OF (A.11)

En outre, Q L Q" < qugh + q1q) + @205 + 3¢5 = 0 = QQ' € P.

Finalement, H forme une R-algébre.

A.2 Interprétation géométrique dans R’

Les quaternions imaginaires purs forment un sous-espace vectoriel isomorphe a
R3 que nous allons identifier & I’espace physique. Les quaternions de norme 1 vont
alors encoder les isométries positives de R?, leur partie imaginaire correspondra a
I’axe de rotation et leur partie réelle va nous permettre de stocker I'information

« angle de rotation ».

Endomorphisme orthogonal Notons S la sphére unité de H, c’est-a-dire 'en-

semble des quaternions de module 1.
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Pour tout @) € §, on définit également 'application

fo: H — H
P — QpQ. (A.12)
Théoréme : fg restreint & P (le sous-espace des quaternions imaginaires purs)

est un endomorphisme orthogonal (une isométrie de P).

Démonstration :

* La linéarité est évidente;
* Vérifions la stabilité de P (elle ne tient pas au fait que Q € S) :

en utilisant (A.7), on a

-
9 -Q

—~ =
Re(@pQ) = Re(Qp)Re(Q) —Im(Qp) Im(Q)

= (qo0 — 5-7)% + (P +0+ QA 7)6
= (@AD)Q
= 0.
* Enfin, montrons l'orthogonalité :
fo est orthogonal si et seulement si [p| = |fo(p)| pour tout p imaginaire pur.

Or, |fo(p)| = 1QpQ| = |Ql.Ip|.|Q] = |p|, puisque @ € S.

¢
. =g —_—
Puisque Q € S, Re(Q)? + || Q]|*> = 1, nous pouvons poser a et u tels que
a
Re(Q) = COS(E), (A.13)
5 = sin(%) u, (A.14)
a € [0,2n], (A.15)
|7 = 1. (A.16)

Le cas @ = 27 (Q = —1) peut également étre exclu puisque Vp € P, f_1(p) = p
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autrement dit, f_; = f; = identité.

Cette décomposition est unique tant que |Re(Q)| # 1 (fg # identité), car dans
ce cas le choix de % est arbitraire. Enfin, remarquons que l’axe porté par u est
orienté car changer  en (—u ) revient a changer a en (—a/), ce qui n’est pas possible
d’aprés (A.15).

Si a = m, () est imaginaire pur et fg est la symétrie axiale d’axe .

Théoréme : si Q = cos(a/2)e+sin(a/2)W, U unitaire et p € R?, alors fg(p) est
I'image du point p par la rotation d’angle a et d’axe la droite portée par le vecteur

. —
directeur .

Démonstration :

A — ;- .
On notera les vecteurs avec des fléches () pour mettre en évidence les produits

scalaire et vectoriel de R?, tandis que les produits de quaternions seront non-fléchés.

« o
Q = COS(E) + sm(§)u,
(u,p) € P2

Calculs préliminaires :

up = —(ulp) +uAp,

pi

upt

Or (u A pli)

et (WAD)AU
soit upi

Calcul de fo(p) -
QpQ

En linéarisant le sinus, on a

QpQ

qu’on peut écrire

—(ulp) —u AP,
—(u|p)u + ({4 A pld) + (4 A p) A 1).

0
(ala)p — (ulp)i = p — (ulp)i,
p

cos(%) + sin(%)ﬁ] P [cos(— —sin(=)u
COS2(%

cos(a)p + sin(a)u A p+ 2 siHQ(%)(ﬁW}ﬁ.

(t|p)ii 4 cos(a) (p — (u|p)d) + sin(a)d
(t|p)ii 4 cos(a) (p — (u|p)d) + sin(a)d

)p+ COS(%) sin(%)(ﬁp — pi) — sin2(%)ﬁpﬁ
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Le terme en (u|p)u correspond a la composante de p selon I'axe de rotation @
et est donc resté inchangé au cours de la rotation. Le vecteur p, = p — (u|p)i
apparaissant dans les deux derniers termes est le projeté de p sur le plan orthogonal
a u; il est transformé en cos(a)p, + sin(a)u A p; qui est bien la décomposition du

vecteur image de p, par la rotation d’axe porté par u et d’angle o.

Enfin, il s’agit d’une rotation vectorielle, pour exprimer une rotation affine, il

faut encore réaliser une translation :

r(p) = A+ fo(p — A), (A.17)

ou A est un point quelconque de ’axe de rotation. ..

Lien avec les angles d’Euler. Voici pour finir, les équations liant les angles

d’Euler avec les coefficients du quaternion correspondant :

qQ = cos(g)cos(%‘ﬁ)
G = Sln(g) COS(@) (A 18)
G = sin(g) sin(@)
g3 = cos(%)sin(“r2)
Et inversement :
0 = arccos(qs +q5 — qi — 43)
) arctans(qs, qo) — arctans(qa, q1) (A.19)
Y = arctany(gs, qo) + arctans(ga, q1)

A.3 Interprétation matricielle

L’interprétation matricielle, basée sur un isomorphisme entre H et l'espace
SO4(R) des matrices réelles orthogonales (4 x 4) permet d’introduire plus natu-
rellement la notion de produit et simplifie en outre certaines démonstrations. Par
ailleurs, elle permet d’appréhender les quaternions comme une sous-algebre d'un

espace plus grand, plutdt que comme l'extension d’un espace plus petit. ..



Annexes 245

On définit (e, 1,7, k) de la maniére suivante :

1 0 00 0O -1 0 0
1 1
o Id— 0 0 0 | i 0O 0 0 ’
0010 0 0 1
0 001 0 -1 0
(A.20)
00 -1 0 0 0 0 1
. 00 0 -1 0 0 -1 0
] = y k = )
10 0 0 1 0
01 0 -1 0 0

a rapprocher des complexes :
10 0 —1
1= , 1= .
01 1 0
Autrement dit, on a 'isomorphisme caractérisé par la mise en bijection de

G —q@ —q2 g3
1 Go —43 —Qq2

Q@ = qoe + q1i + q2J + g3k, avec Mg = (A.21)
a2 as qo T
93 42 —q1 Qo
On vérifie aisément les propriétés suivantes :
Mg ="My,
— det(Mg) = |Q[*, (on retrouve ainsi qu’il n’y a pas de diviseurs de zéro dans
H),

Qq = ‘Mag =" (MgM,) ="MMq = 7Q.

Ces matrices redonnent les formules des produits (A.4), ce qui montre que

vect(e, i, j, k) (que 'on appellera H) est bien stable par le produit des matrices.
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Annexe B

Revue des principaux articles

concernant 1LE1

B.1 Munoz et al. 1997, Nature

Cet article ne concerne pas 1LE1 directement mais plutot la formation des petites
épingles ( en général ; il marque le début de 1’étude des structures 3 contrairement

aux a-hélices, connues depuis plus longtemps. Les causes sont multiples :

elles sont moins stables : I'auteur reporte un temps de repliement 30 fois plus
long que pour les hélices soient 6us environ,

elles agrégent plus facilement.

Les auteurs confrontent leurs données expériementales de fluorescence a un mo-

deéle simpliste prenant en compte :

AS : la perte entropique diie au repliement,
AH : gain énergétique da a la formation de ponts hydrogénes (notés HB),

— AG : gain di a la formation d’'un cluster aromatique hydrophobe.

Le modéle consiste a compter les résidus « gelés », les ponts hydrogene et les

contacts hydrophobes.

Le retour a I’équilibre aprés un saut de température a été suivi par fluorescence
sur un tryptophane; il suit une monoexponentielle permettant d’estimer les para-

métres AS et AH (bien que le ratio de molécules en épingle ait diminué de 15%).

S’ensuit une discussion des différences de formation des hélices par rapport aux

tournants (3 :
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hélices «

structures 3

L’apport d'un HB (énergétique-
ment bénéfique) se fait au prix du
géle d’un résidu (entropiquement

défavorable).

Pour créer un HB, il faut bloquer

deux résidus.

La formation d’une hélice peut

commencer en plusieurs endroits

La formation d’une épingle est

quasiment séquentielle.

simultanément.

B.2 Cochran et al. 2001, PNAS

Premiers auteurs a concevoir la famille des « tryptophan zippers » (trpzips) et

en particulier celui qui nous concerne : le trpzip 2, appelé alors ITHRX (futur 1LE1).

Dans la course a la plus petite épingle 3 stable n’utilisant pas de pont covalent
(qu’on pensait limitée a 20-30 acides aminés), ils ont cherché a utiliser le tryptophane
qui est connu pour faire des « stackings » stabilisant. Sachant que la modélisation

des paires aromatiques est une question difficile, I’étude in vitro est justifiée.

Alors que les précédentes épingles connues n’étaient pas trés stables (AG quasi
nulle & 298K), I'utilisation d’un double stacking Trp-Trp stabilise grandement la
structure. Les trpzips ont des énergies de repliement (par résidu) comparables a celles
de protéines bien plus grandes (AG = 60 — 120 cal.mol™!.residu™'). Ainsi I'étude
par dichroisme circulaire (DC) et résonance magnétique nucléaire (RMN) montre
que la dénaturation thermique est réversible. L’entropie de dépliement est toutefois
plus grande que celle des moyennes et grandes protéines avec un ASjjgoc = 6.44+0.3

cal.mol~L.residu=!.

Les structures ont été déterminées par « distance geometry » et recuit simulé,
et les meilleures solutions ont été affinées par dynamique moléculaire avec Am-

ber/Discover.

Les spectres CD indiquent des interactions entre chromophores aromatiques et
attestent de la présence d’une structure tertiaire bien définie. Des expériences a
différentes températures montrent également que les trpzips ne dimérisent pas aux

concentrations considérées (entre mM et pM).

Les trpzips constituent donc des systémes idéaux pour I’étude théorique et ex-

périmentale du stacking aromatique.
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B.3 Yang et al. 2004, Journal of Molecular Biology

Cet article présente une simulation « all atom » par « Replica Exchange Molecular

Dynamics » et des expériences sur le repliement des trpzips. ..

Remarque : la structure initiale de trpzip2 (IHRX) a été revue a la lumiére
des derniéres découvertes sur le stacking des cycles aromatiques, il devient 1LE1;
les simulations en dynamique moléculaire avec un champ de force plus récent ainsi
que des expériences de RMN ont plutot montré une structuration des tryptophanes

en forme de « T » (tranche contre face).

Le trpzip2 exhibé par Cochran et al. est extrémement stable et monomeérique,
méme a des concentrations élevées en dénaturant, et ce malgré le fait que le sta-
cking aromatique n’est pas tout a fait isolé du solvant... A forte concentration de
dénaturant (GuHCL), 1LE1 semble se replier suivant un modéle a deux états, tandis
qu’en conditions normales, il exhibe plutot une cinétique de repliement hétérogéne
avec de multiples minima. Les auteurs cherchent a mettre ceci en évidence par des

simulations.

Au moins 3 régions de transitions ont été identifiées par dynamique molécu-
laire dont 2 sont observées expérimentalement en conditions normales et la derniére
lorsque le dénaturant est ajouté. La dynamique moléculaire a également localisé 7
bassins d’attraction (structurellement distincts) a basse température, sans réelle bar-
riére intermédiaire. Ceci accrédite la thése du paysage d’énergie rugueux autour du
natif. D’ailleurs, a trés basse température, la simulation donne une unique structure
proche des données RMN (voir figure B.1).

Afin de comparer les données du 1LE1, les auteurs disposent de « Carmb » :
un pentapeptide formé par I'un des deux feuillets d’1LE1 qui permet de mimer

I’environnement des tryptophanes tout en empéchant leurs interactions croisées.

Les potentiels de champs moyens sont estimés sur la base de simulations de
dynamique moléculaire (MD) avec « Replica exchange » (voir section 3.2.5). Les
simulations ont été menées avec le champ de force de AMBER : parm96 et un
modéle de solvant implicite (Generalized Born/Solvent Accessible Surface Area),
les charges ont été fixées a pH 7. Les longueurs de liaisons sont restreintes a leurs

dimensions nomiales par l'algorithme SHAKE.

Enfin, les auteurs font remarquer que dans leurs simulations, seulement 3 des 4

tryptophanes ont leurs angles dans la fourchette expérimentale.
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B.4 Snow et al. 2004, PNAS

Etude de la dynamique de repliement des trpzips 1, 2 et 3 par simulation de MD,
par suivi expérimental de sauts de température par fluoresccence et par spectroscopie
infrarouge.

La simulation, d’'une durée totale (en faisant la somme) de 22ms, permet de
mettre a jour les défauts du champ de forces « OPLS atomes unifiés » (qui prédit
des minima non-natifs dans le paysage d’énergie libre), et de valider le champ de
forces « OPLS all-atom » (OPLSaa) qui a bien reproduit les taux de repliement et les
enthalpies de dépliement (bien que le trpzip 3 fit sensible aux conditions initiales).

Afin d’analyser les données statistiques sur I'ensemble de la simulation (démarée
a partir d’'une conformation expérimentale), les auteurs surveillent deux variables
représentatives : le RMSD au natif et la somme, notée L, des distances correspon-
dantes aux ponts hydrogéne et ponts entre cycles aromatiques attendus (plus L est
petit, plus les deux feuillets 3 seront ressérés). En chaque point du plan (RMSD, L),
le potentiel de champ moyen est estimé par la formule de Boltzmann.

Enormément (dizaines de milliers) de simulations (de 10ns & plus de 1,5us)
ont été lancées en paralléle grace a I'environnement de Folding@Home!, pour diffé-
rentes températures, différentes conformations initiales, différentes paramétrisations
du champ de forces, etc. La formation de I’épingle a été reproduite plusieurs cen-
taines de fois & température ambiante.

Les auteurs incitent a la validation des champs de forces par des approches expé-
rimentales complémentaires (comme ici ou les données de fluorescence sont parfois

sensiblement différentes de celles de spectroscopie).

B.5 Guvench et al. 2005, Journal of the American
Chemical Society

Cet article reporte la modélisation par dynamique moléculaire du peptide 1LE1
en « all-atom » afin de mieux comprendre le positionnement relatif des différents
résidus tryptophanes.

Les auteurs rappellent quelques travaux antérieurs :

des calculs quantiques ab initio sur les diméres de benzénes ont conclu que les

conformations « Edge-to-Face » (EtF) et « Parallel Displaced » (PD) sont qua-

"http ://folding.stanford.edu



252 Annexes

siment iso-énergétiques avec une faible barriére les séparant (~ 0.2kcal.mol ™).
— Des statistiques sur les structures protéiques cristallines connues ont mis en
évidence tout un continuum dans la répartition des angles entre plans aroma-
tiques, avec un faible avantage énergétique pour les conformations PD (énergie
libre inférieure a lkcal.mol™?).
Enfin, des études de mécanique moléculaire dans le solvant ont montré que les
stackings Phenyl-Phenyl, Phenyl-Tyrosine et Tyrosine-Tyrosine étaient 1ége-
rement plus stables en PD qu’en EtF contrairement aux diméres benzéniques,
plutot en EtF.

Les auteurs ont alors comparé les trajectoires de MD avec et sans la prise en
compte des multipoles (notées respectivement +MP et -MP) afin de mettre en évi-
dence leurs effets sur la conformation. Ceci est réalisé en langant les simulations avec
et sans les charges partielles, tout en conservant les groupements NH intacts, pour
ne pas perturber les ponts hydrogénes. En utilisant le logiciel Charmm, le champ
de forces Charmm22 (MacKerell et al., 1998) et un solvant explicite, les auteurs ont
constaté que

dans les deux cas, le squelette fluctue peu (surtout au voisinage du tournant et
des extrémités) et de maniére similaire, protégeant ainsi les ponts hydrogénes
du solvant ;

par contre, les chaines latérales des tryptophanes se comportent différemment :
en -MP, elles fluctuent beaucoup plus entre EtF et PD, favorisant légérement
les conformations PD, tandis qu’en +MP, elles favorisent largement EtF.

Remarque : les simulations sont lancées a partir des structures RMN, qui sont
toutes en EtF.

De plus amples simulations ont permis d’estimer les variations énergétiques entre
EtF et PD (en séparant contributions électrostatiques et Van der Waals) dans les cas
-MP et +MP. La principale différence tient aux interactions électrostatiques entre
chaines latérales aromatiques (en comparaison des interactions électrostatiques entre
tryptophanes et solvant et des contributions Van der Waals avec le solvant ou entre

tryptophanes).

Conclusion : les auteurs préconisent le développement d'un terme supplémentaire

dans les champs de force, spécifique aux interactions aromatique-aromatique, qui

évoluerait en din ou n est nécessairement supérieur a 1 puisqu’il ne s’agit pas de

simples interactions coulombiennes (sous-jacentes ici) entre charges ponctuelles mais

entre multipoles.
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B.6 Wengzel et al. 2006, Europhysics Letters

Les auteurs ont précédemment développé un champ de forces « all-atom » pour
I’estimation de ’énergie libre, dédié spécifiquement aux protéines hélicoidales :
PFFO01 (Herges et Wenzel, 2004). Il a été testé sur des protéines de tailles 20-60
acides aminés, puis a été modifié pour accepter les protéines formant des épingles [.
Ce champ de forces agit dans I'espace torsionel, il comprend les termes de Coulomb,
de surface accessible au solvant, un potentiel de Lennard-Jones, les contributions
des ponts hydrogéne et un terme torsionel pour le squelette.

Alors que d’autres auteurs (Snow et al., 2004) ont reproduit le repliement de 1LE1
(ainsi que deux autres trp zippers) par des simulations de 22ms (soient O(10'?) éva-
luations de I’énergie), on montre ici que la méthode de « Basin hopping technique »
(BHT) permet de mettre & jour le repliement de 1LE1 avec O(10°) évaluations, de
facon prédictive et reproductible.

Le principe de la BHT consiste a remplacer I’évaluation de I’énergie des conforma-
tions par celle du minimum le plus proche ; le paysage d’énergie potentielle ressemble
alors a une succession de plateaux ot les barriéres ont disparues. Cette approche est
utilisée ici de concert avec le recuit simulé.

Sur 10 simulations indépendantes, 4 ont convergé vers le minimum énergétique
connu avec un RMSD (sur le squelette uniquement) inférieur a 2A, une 5¢ a converge
en terme de RMSD mais avec +3kcal.mol™! par rapport au natif. Les 5 derniéres
se sont arrétées dans la fourchette [+4;+10]kcal.mol™" et des RMSD supérieurs a
3A. Les auteurs précisent également qu'ils reproduisent correctement le stacking des

tryptophanes qui apparait sur la figure comme étant en PD.

Statistiques sur les conformations échantillonnées. Afin de comprendre
pourquoi le terme de formation de HB (2kcal.mol™! par pont hydrogéne, dés qu'un
groupement CO est a moins de 3A dun NH) ne domine pas la dynamique — ce
qui d’ailleurs favoriserait les conformations hélicoidales — les auteurs ont analysé
le terme de désolvatation qui le compense. Ces deux contributions semblent en effet
antagonistes, et il apparait que le repliement de 1LE1 repose sur la compétition
entre désolvatation et formation de ponts hydrogéne.

Lorsqu’on représente 1'énergie libre selon les deux variables #s (short — nombre
de ponts hydrogéne entre résidus topologiquement proches) et #/ (long = nombre
de ponts hydrogéne entre résidus topologiquement éloignés), on met en évidence les

hélices et les épingles 3. On voit alors apparaitre un puits profond autour du natif,
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mais également un deuxiéme minimum local dans la région hélicoidale.

Lorsqu’on choisit les variables §H B (nombre de ponts hydrogene) et RMSD (sur
le squelette), on voit que lorsque I'on s’éloigne de la conformation native, les 4 ou 5
ponts hydrogénes sont coupés pour ensuite en reformer 6 ou 7, voire plus dans une
conformation en hélice.

Les auteurs mettent ces résultats en relation avec l'article de Yang et al. (2004)
puisque le paysage d’énergie en conditions normale apparait trés complexe et ru-
gueux. L’ajout de GuHCL comme dénaturant (connu pour stabiliser les tonneaux
3) doit alors certainement déstabiliser les conformations hélicoidales au profit de la

structure native.
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Annexe C

Article 1 : Journal of Soft
Computing, 2007

paru dans « Journal of Soft Computing » en janvier 2007, 11(1),
p. 63-79

B. Parent, A. Kokosy et D. Horvath,

Optimized Evolutionnary Strategies in Conformational Sampling
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Abstract Novel genetic algorithm (GA)-based strategies,
specifically aimed at multimodal optimization problems, have
been developed by hybridizing the GA with alternative opti-
mization heuristics, and used for the search of a maximal
number of minimum energy conformations (geometries) of
complex molecules (conformational sampling). Intramolec-
ular energy, the targeted function, describes a very com-
plex nonlinear response hypersurface in the phase space of
structural degrees of freedom. These are the torsional an-
gles controlling the relative rotation of fragments connected
by covalent bonds. The energy surface of cyclodextrine, a
macrocyclic sugar molecule with N = 65 degrees of free-
dom served as model system for testing and tuning the herein
proposed multimodal optimization strategies. The success of
GAs is known to depend on the peculiar hypotheses used
to simulate Darwinian evolution. Therefore, the conforma-
tional sampling GA (CSGA) was designed such as to allow
an extensive control on the evolution process by means of
tunable parameters, some being classical GA controls (popu-
lation size, mutation frequency, etc.), while others control the
herein designed population diversity management tools or the
frequencies of calls to the alternative heuristics. They form
a large set of operational parameters, and a (genetic) meta-
optimization procedure was used to search for parameter con-
figurations maximizing the efficiency of the CSGA process.
The specific impact of disabling a given hybridizing heuris-
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tics was estimated relatively to the default sampling behavior
(with all the implemented heuristics on). Optimal sampling
performance was obtained with a GA featuring a built-in tabu
search mechanism, a “Lamarckian” (gradient-based) optimi-
zation tool, and, most notably, a “directed mutations” engine
(atorsional angle driving procedure generating chromosomes
that radically differ from their parents but have good chances
to be “fit”, unlike offspring from spontaneous mutations).
“Biasing” heuristics, implementing some more elaborated
random draw distribution laws instead of the ‘flat’ default
rule for torsional angle value picking, were at best uncon-
vincing or outright harmful. Naive Bayesian analysis was
employed in order to estimated the impact of the operational
parameters on the CSGA success. The study emphasized the
importance of proper tuning of the CSGA. The meta-opti-
mization procedure implicitly ensures the management, in
the context of an evolving operational parameterization, of
the repeated GA runs that are absolutely mandatory for the
reproducibility of the sampling of such vast phase spaces.
Therefore, it should not be only seen as a tuning tool, but
as the strategy for actual problem solving, essentially advo-
cating a parallel exploration of problem space and parameter
space.

Keywords Genetic algorithms - Multimodal optimization -
Hybrid optimization techniques - Island model - Algorithm
performance tuning - Molecular modeling, conformational
sampling

Abbreviations GA Genetic algorithm - CSGA Conforma-
tional sampling GA - nGA Meta-GA (used for parameter
setup optimization) - uF Meta-fitness score (target function
of the HGA) a measure of success of conformational
sampling

1 Introduction

The study of complex (multi-dimensional and highly
non-linear) functions, and, in particular, the search of their
optima, has always been a major challenge in science and
engineering. The study of such systems is, of course, directly
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motivated by the fact that life itself is extraordinarily com-
plex. Conformational sampling [14,24], e.g. predicting on
hand of computational techniques how (bio)molecules “fold”
[3,29,39] in a given solvent, is a problem of physical chemis-
try with a potentially high importance for theoretical biology
and drug design. According to Boltzmann’s distribution, the
probability for a molecule to adopt a state of energy E, at a
temperature 7, is proportional to exp(—E /kgT) where kg is
Boltzmann’s constant. A “state”, in the above sense, would
be fully defined by the set of 3 Nyioms atomic coordinates.
Here, however, the torsional angles around bonds that al-
low the free rotation of interconnected fragments are used as
the actual degrees of freedom [37]. All the populated low-
energy states, not only the absolute energy minimum, need to
be discovered (multimodal optimization), as they are poten-
tial contributors to the experimentally measurable “average”
molecular properties. Intramolecular potential energy is typi-
cally calculated according to some empirical molecular force
field [16], based on an estimation of the different interactions
between the atoms of the molecule.

Structure determination of biomolecules requires input
of experimental constraints derived from measured nuclear
Overhauser effects (NOE) or X-ray diffraction density maps
[2]. The rugged energy landscape is thus turned into a
funnel-like hypersurface with a clear-cut minimum repre-
senting conformers that fulfill these constraints. Other
attempts to “ease” the problem solving involve the use rot-
amer libraries [33] enumerating the experimentally most of-
ten encountered torsional states.

This paper primarily focuses on the algorithmic aspects
of exploring a molecular energy surface, like the one of cyclo-
dextrine, chosen as benchmark in this work. The “success” of
the sampling procedures will be assessed with respect to the
deepness and number of independent minima of the energy
surface found at given computational effort.

Different categories of stochastic algorithms inspired by
statistical physics have already been used for conformational
sampling, notably molecular dynamics [20] and simulated
annealing [39]. However, their ability to visit relevant min-
ima highly depends on the initial conditions, given the diffi-
culty to cross the high potential barriers present in the energy
landscapes. Other sampling heuristics deal with a pool of
solutions called individuals or particles: sequential Monte
Carlo sampling [5,8], and the “ant paradigm” [39] based on
the recruitment of individuals (“ants”) in interesting areas
of the search space thanks to a temporary memory (‘“phero-
mones”).

A powerful problem space exploration strategy, the ge-
netic algorithm (GA) [1,19,26,32], simulates a Darwinian
evolution process in order to achieve convergence of an ini-
tial random population of solutions towards an optimum of
the response surface. Innovative strategies like elitism, parall-
elization, similarity filtering (to simulate food sharing) [40]
have been added to the “core” GA [13]. GAs have already
been used [4] for conformational sampling. However, the
classical GA methodology suffers from a series of defaults
with respect to certain peculiarities of the conformational

sampling problem. A goal of this work is to suggest further
improvements, mainly based on “hybridizations” of the clas-
sical GA with other optimization techniques, as follows:

e Adapted probability distributions for the random draw of
torsion angle values: Classical GAs typically use “flat”
random distributions to initialize the variables of the first,
random population. In conformational sampling, each
torsional angle value would therefore be equiprobably
given a value between 0° and 359°. However, torsional
angle values triggering extremely unfavorable local inter-
actions (between the atoms directly bound to the heads
of the torsional axis) are, except for highly strained ring
systems, rarely seen in optimal molecular folds. Rather
than waiting for the Darwinian selection process to erad-
icate such unfit genes from the “gene pool”, two alterna-
tive “biasing” strategies of the torsion value random draw
were assessed here: the “local strain” strategy favors the
draw of values minimizing the local interaction strain,
while the “tradition-based” approach prioritarily draws
values observed in previously sampled, stable conform-
ers.

e Tabu search: GAs were typically employed to quickly find
a reasonable solution rather than the global optimum of
a problem. Although GAs generate whole populations of
solutions, they were rarely used for actual multimodal
optimization, and their ability to find several different
optima was not carefully assessed. Classical GAs may
revisit previously found optima and therefore waste com-
putational resources. In order to avoid this, the introduc-
tion of a “tabu” search mechanism [11,12] ensuring a
self-avoiding walk in problem space has been attempted.

e Lamarckian optimization: Due to the peculiar nature of
the potential energy function, including a “hard” atom—
atom repulsion term depending on the inverse of the
twelfth power of interatomic distance [16], a chromo-
some coding a near-optimal conformer with a slightly
misplaced terminal fragment may score an energy largely
above the level of typical “unfolded” structures. Waiting
for a random mutation to “fix” the problematic detail is
not a good strategy, as the “almost correct” solution may
not pass the next selection step. The obvious choice is
to let it glide to the closest energy optimum, following
the gradient. To keep up the analogy with evolutionary
theories, such a move may be viewed as a “Lamarckian”
process, where the individual “learns” from its environ-
ment, improves itself and then “back-copies” the acquired
knowledge into its genome.

e Directed mutations: Random mutations are a key ele-
ment of natural evolution, although a notoriously ineffec-
tive one, as most such changes are highly detrimental.
Likewise, a random change of a torsion in a stable con-
former will rather lead to an impossible arrangement with
overlapping atoms than to a more stable geometry. Rota-
tions of fragments around their axes typically occur in a
concerted manner, following the minimal resistance path
between two local optima. It is therefore more realistic
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to allow all other degrees of freedom to freely readjust
while the “mutated” torsion is forced towards its newly
imposed value. This is the classical principle of flexible
“torsion angle driving” [9] in molecular mechanics. Its
use in the context of a GA-driven approach as a source
of high-fitness “mutants” is however original.

The central topic of this paper is thus the search of the best
ways to combine or “hybridize” a GA-based approach with
other optimization heuristics, in order to obtain a tool capa-
ble of efficient exploration of rugged energy landscapes of
molecules. Conformational sampling has herein been used as
a problem generator [6] for studying the behavior of the GA.
The choice of the optimal modus operandi of this hybrid GA
is not trivial, as all the previously introduced hybridization-
related issues require some tuning, in addition to the choice of
“classical” GA parameters (population size, mutation
frequency, parallelization controls, chromosome migration
frequency, etc.). As the tunable parameter space is vast, a
meta-genetic algorithm (LGA) was used to explore it, in
search of the optimal parameterization of the conformational
sampling procedure. The “conformational sampling genetic
algorithm” (CSGA), operates as a multimodal optimizer in
torsion angle space, and its measure of “success” serves as
fitness function for the pGA, mining the CSGA parameter
space for optimal operational setups of the CSGA (Fig. 1).

The remainder of this paper is organized as follows: the
first part of the Methods section depicts the implementation
of the CSGA with a precise description of each parameter
and each hybridizing heuristic, as well as the sampling suc-
cess criterion used as “meta-Fitness” score by the uGA. The
second part presents the setups of computational experiments
aimed at assessing the specific impact of the key heuristics
embedded in the CSGA, followed by Results, Discussions
and Conclusions.

2 Methods

2.1 Description of the conformational sampling genetic
algorithm

2.1.1 Data encoding

A chromosome encodes the list of the torsional angles of
the molecule in degrees (as integers between 0 and 359).
Torsional axis detection is automatic. Each torsional angle
i (e.g. chromosome locus i) is assigned a weighing factor
coding the expected impact of the rotation around that axis
on the molecular conformation. Weighing factors w; are thus
chosen to linearly increase with the size of the moving frag-
ment (for efficiency, the smaller end of each rotatable bond
is submitted to a rotation procedure around the bond axis).
They reach a maximum of 1.0 for all torsional axes coupled
to fragments of size 50 atoms or more. In order to allow the
sampling of cyclic conformers, the user needs to specify a
ring edge to be formally “broken”, allowing its ends to move
away from each other upon rotation around other axes of the

ring. Otherwise, a ring will appear as a rigid body to the tor-
sion detection routine. Intracyclic torsional axes are assigned
a weight of 1.0, since they control the proper closure of ring
systems.

A chromosome will be “expressed” by a geometry buildup
routine: using a “template” that can be any molecular geom-
etry with correct bond length and valence angle values, the
routine will, in turn, rotate the fragments around each axis
i by an amount needed to set the corresponding torsional
angle to the value 6; at the locus i of the chromosome. This
generates a set of 3Nyoms Cartesian coordinates completely
characterizing the molecular fold (conformer) coded by a
given chromosome.

The fitness of the individuals is defined as the opposite
of the intramolecular energy E,: low-energy conformers
are fittest. Energy is computed according to the consistent
valence force field (CVFF) [16], completed with an implicit
solvent effect term [21], as a sum of interatomic contributions
that depend on the geometry returned at the “chromosome
expression” step. The energy expression is detailed in Egs.
(1), (2), (3), (4) and (5), while graphically depicts the inter-
nal coordinates that correspond to each of the bond stretching
Voond (1), angle bending Vang (), torsional Viors(6) and non-
bonded potentials Vy, (d) (see Fig. 2). The internal coordinate
values labeled by a “0” superscript stand for chemical con-
text-dependent parameters (chosen in function of the nature
of the atoms of each bond b, angle a or torsion ¢) and repre-
sent the “nominal” bond lengths, valence angle values, etc.
Except for the point charges Q; of the atoms 7, intervening in
the Coulomb and desolvation energies, the remaining vari-
ables are force field parameters controlling the intensity of
the modeled interactions, most of them being dependent on
the natures of the involved atoms. They will not be detailed
here. The functional form in 1/d? of the Coulomb potential
is due to assuming a linear increase of the dielectric constant
in function of the distance between the involved atoms.

Eo= Y Vo) + D Vald)+ D Vi)

bonds b angles a torsions ¢

+ > Vin (dif) (1)
non—bonded atom pairs i, j
2
V(L) = Kp(Ip —17) )
2
Va(ba) = Ka(¢a — 02) 3)
Vi(0) = K;[1 —cos n, (6, — 6)] ©))
Aij  Bij 0iQ;
an(dij) = aﬁ - d_6 + KCoulombT
L Ly L
0; + 03
+KDesolv—4 (5)

ij
In torsion angle space, bond lengths and valence angles
are constant and need not to be calculated except for user-
defined bonds in cyclic systems, which need to be declared
as “broken” in order to allow independent rotations of the
intracyclic torsional axes. For these bonds, the harmonic V},
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Fig. 1 Coding of the molecular structure as “chromosomes” in a GA: each chromosome locus contains a torsion angle value associated to a
rotatable bond in the structure. The two structures correspond to two chromosomes differing with respect to a single locus i, which means that
the corresponding molecular fragment is offset by a rotation of 16; — 6/| around the pointed torsional axis.
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Non-bonded interactions:
Van der Waals and Coulomb

Fig. 2 Different types of energy contributions involved in the overall Hamiltonian of a conformer

terms as well as the V,, contributions of all the valence angles
involving such bonds, must be included in the energy calcu-
lation in order to ensure that the ring will be closed such that
the “loose” ends are set at a the expected distance .

While the number of covalent bonds in a molecule scales
linearly with size, the number of non-bonded atom pairs
scales as O(N?). These interactions absorb most of the com-
puter effort in energy evaluation. However, contributions of
remote atom pairs are typically neglected: in the present work
Vb are explicitly estimated only if d;; < 10 A.

2.1.2 Population initialization

A GA starts from a random population of chromosomes,
where the values assigned to each locus are drawn, according
to a flat probability rule, out of the associated pool of options.
Here, this “flat strategy”” would amount to initialize each locus

(torsion) with arandom value between 0° and 359°. Howeyver,
chemists know that torsional angles often adopt instances
minimizing the local strain between the atoms directly bound
to both ends of the torsional axis (that stereochemists call
“staggered” conformers [23]). Of course, local strain is
acceptable if it serves to relax the global tensions in the
molecule. However, in practice — except for tensioned rings
—strong local strain is rarely the price to pay in order to reach
global stabilization. In the modeling community, rotamer
libraries [33] are often used to cut down the size of search
space by letting torsional angles only adopt values that were
experimentally encountered in related compounds.

The herein introduced “local strain” biasing strategy uses
the calculated local strain energy — E'°(6;), the sum of inter-
actions between vicinal atoms directly bond to the torsion
axis heads, to evaluate, at an empirical temperature 7', the
Boltzmann factor exp[—E'°°(6;)/kgT]. If the molecular
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Hamiltonian would consist of a simple sum of these local con-
tributions, then the probability distribution of each torsional
angle would be simply proportional to the corresponding
Boltzmann factor. Using the Boltzmann distribution per se
is not a good idea, because it might totally block higher
local energy configurations from being drawn. Therefore, the
following expression is used to calculate the “local strain”
probability p'°¢(6;) of setting torsion i to a value 6;:

1 + Npias exp [—E'¢(0;)/kpT|
> {1+ Niasexp [—E"(60;)/ksT]}

all states i

P =

(6)

Nbpias is a variable allowed to randomly change within the
range (3,10) whenever the pace of progress towards fitter
solutions decreases (see the “control” paragraph). When
initializing a chromosome, there will be a three to tenfold
increase in probability to “draw” a torsion angle value cor-
responding to minimal local strain than one causing strong
local clashes.

An alternative strategy investigated here will be further on
referred to as the “tradition-based” biasing strategy, relying
on the analysis of the pool of conformers already generated
at a given moment of the sampling process, in order to extract
the torsion angle values that are preferentially adopted in the
fittest solutions currently available. Assuming that, at a given
moment of the sampling process, j = 1, ..., Nyjs previously
visited chromosomes Xij of energies E/ are available. The
“tradition-based” probabilities p'™4(6;) of setting the torsion
i at 9; are related to the sum of the Boltzmann factors of all
the previously generated conformers in which 6; has been
seen to occur:

> 8(x =6) exp (~E/ksT)
> exp (—EJ /ksT)

where the § function in Eq. (7) returns 1 when its Boolean
argument is true and O otherwise. Because of this risk of
premature discarding of large zones of the problem space
(torsional values not appearing in either of the most stable
conformations will never be drawn), the strategy was always
used in conjunction with the “local strain” technique and only
within one of the parallel runs (islands; see Sect. 2.1.3 below).
Obviously, initial CSGA runs that cannot benefit from the
knowledge of any previously sampled conformers may not
apply this strategy.

ptrad (91) —

(N

2.1.3 Population

Both the population size Npop and the number Njg of paral-
lel runs (islands) to be launched are customizable parameters
of a simulation. Currently, the initial population is formed
by the Npop fittest chromosomes out of a pool of 10* ran-
domly generated individuals, according to the torsion prob-
ability distribution in use. It is worth noting that the current
approach also supports the “seeding” of the initial, random
population with chromosomes obtained from previous runs
(details follow in Sect. 2.1.9).

Occasional migrations [35,40] of the momentarily fittest
individuals are allowed, with a parameter Np;g; controlling
migration frequency. In CSGA, an island exports its fittest
individual if the following conditions are simultaneously ful-
filled:

e Thefitness of this individual is strictly superior to the larg-
est between the one of the previously exported “emigrant”
and the one of the here so far best imported “immigrant”.
This directive ensures that an individual will be exported
only once, thus avoiding the spread of multiple redun-
dant copies of a same chromosome throughout various
islands.

o At least Npje generations have passed since the latest
emigration event from this island.

e There is at least one of the active parallel runs for which
there is no immigrant awaiting to be accepted (stored in
a temporary file, an emigrant is waiting to be read by the
run it has been addressed to, after which its file is deleted
and the run gets ready to accept another).

Immigrant input in a CSGA run is immediately followed by
reproduction, so that imported chromosomes that are unfit
with respect to the host population and would not make it
through the selection process have one chance to participate
in crossovers with “indigenous” chromosomes.

2.1.4 Reproduction

This algorithm uses both crossovers and mutations in order to
generate offspring. First, the N0, members of a current pop-
ulation are regrouped into Npairs < Npop/2 parent couples.
The fittest “free” individual (not yet assigned to a couple)
randomly “picks” a partner out of the remaining unpaired
chromosomes. Its “choice” may be rejected if the partner
chromosome fails to display significant differences with
respect to at least two loci coding important torsional
angles (with assigned weights above 0.8). In case of rejection,
amaximum of 20 other random picks are allowed until a valid
couple is formed. Otherwise, the individual is discarded from
sexual reproduction. Only a parameterizable crossover rate
JSmate of the valid Npairs couples are actually allowed to gener-
ate offspring. Crossovers are generated by randomly picking,
for each couple, one out of the eligible crossover loci ensur-
ing that offspring will be different form either of the parents.
The decision to apply one- or two-point crossovers is random
and the options are equiprobable. The tunable mutation rate
Jmut controls the frequency of one-point mutations imply-
ing a random change of a single torsion value, according to
the probability distributions currently in use for the selected
torsion.

2.1.5 Selection mechanism
The extended population following the reproduction step is
filtered according to two alternative selection mechanisms

e The default procedure sorts all individuals by decreasing
fitness. Starting with the fittest, similarity filtering sets
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the next individual of the set as a reference. Less fit con-
formers are discarded if they are “too similar” (accord-
ing to a geometric fingerprint-based similarity score [22],
not detailed here) to the reference (similarity score >
Omax, an adaptive similarity threshold value). This feature
simulates the process of “food sharing” [35]. The first
Npop non-redundant conformers kept by the procedure
will form the next generation. If less than Npqp pass the
similarity filtering, random chromosomes will be added.
In this scenario, both parents and their children may pass
to the next generation if they are dissimilar enough and
fit enough.

e The “child-against-parent” competition specifically
replaces the parents by their offspring if the fittest child
outperforms the fittest parent. Similarity filtering proceeds
as outlined before. As either children or parents make
it into the next generation, this procedure favors solu-
tion diversity and slows down convergence. It is invoked
instead of the default selection, once every (tunable) N,
generations.

Since the interdiction of coexistence of related chromosomes
may significantly slow down convergence, oy is steadily
adapted to the current status of the population. In the begin-
ning (random population), omax is set to a tunable, user-
defined similarity control Spax. As long as evolution proceeds
at a reasonable pace (in the sense that the best-so-far energy
is seen to decrease at least once every k generations), opyax 1S
kept atits current level. If, however, evolution appears to stall,
the tolerated similarity is gradually increased, which may in
turn relaunch the finding of fitter solutions. The number & of
generations used to control the requested pace of evolution
has been related to the parameter Npopew controlling the over-
all tolerance of the process with respect to stalling evolution,
as described further in Sect. 2.1.8 : k = Nponew/3-

2.1.6 Tabu mechanism

A CSGA run maintains a “tabu list” featuring the chromo-
somes sampled by previous runs, and continuously updated
with new ones generated by the run itself, as described in
Sect. 2.1.8. Prior to fitness evaluation, the tabu list is checked
for entries matching the current chromosome, if none of the
important torsions (with weights above 0.9) differ by more
than A, (tunable) degrees. If so, the procedure assigns an
arbitrarily high energy to this redundant chromosome, trig-
gering its demise.

2.1.7 Hybridization with deterministic optimization
heuristics: Lamarckism and Directed Mutations (Explorers)

As already mentioned in Introduction section, two well-
known problems encountered in force field-based molecular
simulations were specifically addressed by adding the fol-
lowing heuristics to the GA engine:

e Lamarckism [27]: Whenever crossovers or mutations
generate a new “‘best-so-far” chromosome, this may be

further submitted, with a tunable probability py , to a con-
jugated gradient optimization in torsional angle space.
The torsion values at the found local minimum replace
(after folding back to the range [0, 359] and rounding to
the closest integer) the ancient contents of the chromo-
some.

e Directed mutations (“Explorers”): An important
constraint term K (6, — Qtarget)z is added to the molecu-
lar energy function, forcing the driven torsion 6to evolve
towards Bgarget. A conjugated gradient optimization of this
modified potential allows all the other degrees of freedom
j # i to find the optimal arrangement compatible with
the constraint 6; = Oarger. Once this point is found, the
constraint term is removed and the structure reoptimized.
If Otarger is very different from the ancient value of that
torsion, it is unlikely that reoptimization will move back
to the initial geometry. This approach is therefore a source
of diversity, like random mutations, but the resulting con-
formers are much more likely to pass selection due to their
low energy. However, the procedure is quite time consum-
ing and would cause serious disruption of the evolution-
ary loop if run within the islands of the CSGA. Therefore,
it has been programmed under the form of stand-alone
“explorer” processes, that are started by a CSGA run,
provided that no other such explorer is already running
(there may be at most one “explorer” for Njs CSGA is-
lands at any time). The explorer process is provided with
the chromosome of the momentarily fittest individual and
a torsion to be driven, randomly picked within the list of
important torsions (weight > 0.9). It proceeds in four
cycles, “pushing” the driven torsion away from its initial
value by 45°,90°, 135° and 180°. Atthe end of each cycle,
the resulting individual is transferred to any of the active
CSGA islands by means of the migration mechanism.

2.1.8 Population management and convergence control

An “aging” parameter Ap,x specifies the maximal number of
generations for which a chromosome may be kept in a pop-
ulation, to be thereafter replaced by a random chromosome
(see aged genetic algorithm [25]). The progress of evolu-
tion is monitored in terms of decreasing energies of the top
five ranked individuals. If evolution stagnates for a too long
time (no fitness improvement among the top five during a
parameterizable Nponew generations), the whole population
is removed and replaced by random chromosomes, while the
fittest member of the population is added to the “tabu” list
(see Sect 2.1.6) in order to avoid its rediscovery. In case of
such a population reset, the adaptive similarity threshold opyax
is once again set to its extreme value Spax. A parameterizable
number Njj; of fittest individuals are preserved from deletion
and aging (see elitism [40]). In the current implementation,
Nelir may be either O or 1. However, these “immortal” indi-
viduals are always subjected to the ‘“child-against-parent”
selection rule: their direct offspring may not coexist with
them in a same population, in order to avoid a premature
convergence.
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Fig. 3 Global conformational sampling scheme, featuring the triplicate CSGA runs embedded into the meta-optimization loop

Finally, the global ending condition for each island is
double: either

o the total number of generations exceeds a global limit
Ngen, or

e the best energy reached so far did not, in spite of several
population reset attempts, progress by more than 0.5 kcal
during the last Ny,j; generations.

In the current implementation, Nge, has been set to a very

high value of 10° generations, so that the tunable Ny,i param-
eter is actually controlling the ending of runs.

2.1.9 Triplicate runs: increasing the reproducibility
of the CSGA

Given the stochastic nature of GAs, the final outcome of a
sampling process (at given tunable parameter values) may
strongly differ from run to run. In order to enhance repro-
ducibility, runs are repeated thrice before proceeding with

the analysis of the set of found conformers (Fig. 3). In this
“block” of three successive runs, each run inherits “tabus” and
“tradition” from the pool of previously sampled diverse solu-
tions. After completion, the newly sampled chromosomes are
post-processed, e.g. merged with the old set and subjected to
diversity filtering. A same similarity threshold Spax = 0.8 is
used in post-process filtering, no matter what current value
had been employed during the runs (two solution pools issued
from differently parameterized runs may therefore be directly
compared).

While tabu searching is expected to increase solution
diversity, the steady increase of forbidden areas in the prob-
lem space may eventually impede on the convergence of
the procedure. Therefore, the third run in the series “seeds”
its initial population with the best chromosomes found by
the two predecessors, and allows their further evolution in a
tabu-free environment (Api, is set to 0, overriding user
choice). As this run is meant to ensure a complete



B. Parent et al.

Table 1 Operational parameters of the CSGA and the pool of possible values defining the problem space of the tGA

Parameter Possible values Description
Nis1 2,3,4 Number of ’islands’ (parallel runs)
Nmig 5, 10, 25, 50 Migration period
Ngen 99999 Maximum number of generations to go (constant)
Nwait 500, 800, 1000 Number of successive generations of stalled evolution triggering termination of the run
Nronew 50,75, 100 Number of generations without progress triggering population reset
Npop 50, 100, 150, 200 Population size
Nelit 0, 1 Number of fittest individuals exempted from aging and population reset
Amax 10, 102, 103, 10* Maximum age of individuals (generations)
Smut 1, 10% Mutation rate
Smate 40, 70, 100% Crossover rate
c—p 1,2,5,10 “Child-against-parent” selection frequency (once every N._, generations)
‘max 75, 80, 85, 90% Maximum similarity allowed throughout the population
Anmin 20, 30, 40, 50, 60 Tabu avoidance threshold.
pL 0.1,0.3,0.5 Probability of submitting a new “best-so-far”” individual to “Lamarckian” conjugated gradient optimization

optimization of potentially suboptimal chromosomes, a strict
termination criterion of Ny, = 2, 000 is set to override the
user choice for this parameter.

Each island is a running copy of the CSGA executable
in a dedicated directory, complied and executed on a Silicon
Graphics 4-processor R12K at 360 MHz under IRIX 6.5. The
CSGA and Explorer codes have been written in FORTRAN
77. A migrations directory serves as temporary storage for
exchanged chromosome files, which are deleted after lecture
by the target island. A layer of tcsh scripts is in charge of
starting the runs after creating the execution directories. At
termination, each CSGA island fires off a child post-process-
ing script, which will die if other islands are still active. The
child of the last active island will eventually proceed with
the analysis, merging and diversity-filtering of the solutions
files storing the chromosomes visited by each island. Then,
the next triplicate run will be launched, or, if this had been
the last of the three, control is passed back to the pGA loop.

2.2 Optimization of the tunable parameters of the CSGA:
the Meta-GA Loop

GAs are known [15] to be very sensitive to the choice of their
control parameters (Table 1). The best parameter setup could
in principle be derived on hand of a purely analytical descrip-
tion of the GA (using Markov chains, or infinite population
models) [7,31] and experimental analysis of its behavior [36].
This is however unlikely to succeed, given the complexity of
the herein reported approach. The other option is to tackle
this meta-optimization problem with appropriated methods
for maximization of a noise-affected objective function, the
“success score” of the CSGA run. Such methods may include
auto-adaptation, fuzzy learning [18], or GAs [15]. The lat-
ter option, a LGA used to maximize the performance of the
CSGA multimodal optimization tool has been adopted here.
The success score of the CSGA in function of its operational
parameters (the “meta-fitness” function pF) needs to embody
three key aspects:

e The first one is the multimodal aspect of the task of
the CSGA: finding as many as possible of the relevant

minima of the energy landscape. The quality of a CSGA
simulation thus cannot be measured by the classical
‘best-so-far’ index [28,34]

e In order to reduce stochasticity, uF will be evaluated on
hand of the conformer ensemble produced by a Triplicate
run.

e Eventually, uF is also a matter of computer time: out of
two CSGA runs yielding conformer samples of a same
quality, the faster should be preferred.

The above demands are met by Eq. (8), which is a linear com-
bination of the free energy —kp T In(Z) of the set of n diverse
conformers of energies E; obtained by the current triplicate
run and an empirical time penalty factor. The partition func-
tion Z of the conformer family is the sum of the conformer
Boltzmann factors, at 7 = 300K and kg = 2 cal/(mol K),
with energies in kcal/mol.

F k Tzn:e ( Ei x CPUtime |.  (8)
=—| - xpl———)—« .
" ° i=1 b ksT

The CPU time above is taken as the sum of run times
of each processor, divided by +/Njg in order to favor set-
ups with higher levels of parallelization. The mixing factor
o = 1.4 x 10~* implies that a run that consumes two more
“effective” hours is favored in terms of uF only if it succeeds
to decrease the free energy of the conformer family by more
than 1 kcal/mol.

Given the importance of the computer effort required
for a single evaluation of uF (hours—days), meta-optimiza-
tion is limited in terms of the total number of parameter
configurations that can be explored. A basic ptGA meth-
odology has been used: starting from a set of ten random
“meta-chromosomes” (complete sets of operational parame-
ters), ten new individuals are generated, issued, in 15% of the
cases, from single point mutations, and from cross-overs for
the remaining 85% (here, cross-overs add a single “child” to
the population, issued from two randomly selected parents).
A history file of already visited parameterization schemes
is kept, in order to ensure a self-avoiding walk. Selection is
solely based on the uF score. The meta-optimization soft-
ware consists of a series of tcsh (UNIX shell) scripts relying
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on awk (pattern processing tool under UNIX) programs for
the management of the parameter chromosomes.

2.3 The global conformational sampling scheme

Figure 3 shows the overall conformational sampling strategy,
including the pGA-layer that fires off triplicate runs over the
network, using the steadily evolving parameter sets coded
by meta-chromosomes. The pool of conformers issued by a
triplicate run is used to estimate the pF of the current oper-
ational parameter set, before being merged with the global
conformer depository containing all the diverse (Spax = 0.8)
conformers within +20 kcal/mol of excess with respect to the
global best-so-far energy. If four successive triplicate runs
fail to add any new members to the global depository, the
conformational sampling procedure of the molecule termi-
nates. In order to avoid confusion, in the following the term
“simulation” will be used to refer to the whole pGA-driven
sampling scheme as described here.

2.4 Assessing the impact of the described strategies
on the conformational sampling results

A rapid evaluation of the impact of meta-optimization has
been done on hand of several small organic molecules, which
were alternatively subjected to (a) ten different (triplicate)
CSGA runs with randomly chosen operational parameters,
then (b) subjected to the global nGA-driven simulations as
outlined above and (c) resubmitted to ten triplicate CSGA
runs using the top ten operational parameter setups found by
the meta-optimizer. Individual CSGA runs performed at steps
(a) and (c) were “ab initio” runs and were not provided with
any information concerning previously sampled conformers,
in order to ensure that their performances are comparable.

In order to understand the impact of the original strate-
gies introduced here, a benchmark problem has been com-
paratively submitted to various CSGA versions, alternatively
enabling and disabling each strategy under study. The chosen
system was cyclodextrine (Fig.4), a macrocyclic sugar com-
posed of six glucose rings. All the rings were opened to sam-
pling, which leads to a problem with 65 degrees of freedom.
The algorithm needs to properly close each six-membered
ring and the macrocycle formed by the latter.

The following series of simulations were performed
(using a same random set of ten parameter sets as initial
meta-population):

e “Default” simulations: the global sampling scheme (all
strategies enabled).

e “No Tabu” simulations: the “tabu” strategy has been
switched off.

e “No Explorer” simulations: “Explorer” processes were
disabled.

e “No Tradition” simulations: disallow tradition-based bias
(use only the “local strain” strategy to initialize random
chromosomes).

e “Flatdistribution” simulations: uses a flat probability den-
S1ty.

Four independent “default” simulations and three of each of
the above noted variants have been performed.

2.5 Bayesian analysis of the choice of parameters
on the performances of the CSGA

Bayesian learning [41] has been employed in order to dis-
criminate, in the space of operational parameters, between the
“good” and the “bad” CSGA runs. By estimating the proba-
bility of obtaining a “good” or a “bad” result upon setting a
given parameter to a specified value, this approach provides a
first estimation of the role of each CSGA control. The “Learn
Good from Bad” toolbox of the Pipeline Pilot software [30]
has been employed to mine for correlations between opera-
tional parameter values and the uF. For each strategy, the typ-
ically 90-120 parameter meta-chromosomes visited during
the repeated simulations were sorted with respect to their uF,
with the top 10% being considered “good” and the remaining
“bad”. A similar analysis has been conducted for the entire set
of visited parameter chromosomes, all strategies confounded.

3 Results and discussion

It has been shown [17] that a combinatorial optimization
problem over a broad class of functions is NP-hard. For the
class of deterministic functions f : {0, I}L — Z, that can be
computed in polynomial time, the problem to know whether
there exists a point p such that f(p) < A (at given A) is NP-
complete. The conclusion of this study is that the theoretical
or experimental analysis of GA behavior cannot be performed
regardless to the type of functions being optimized. Figure 5
illustrates the importance of searching for appropriate opera-
tional CSGA parameters. For each of the ten triplicate CSGA
runs with random parameters (right side boxes) and the runs
using the best ten setups visited by the pGA (left side boxes,
respectively), free energies of the conformer sets issued from
eachrunin the triplicates were calculated. The plots report the
averages and variances of free energies over each triplicate
CSGA run and clearly show that triplicates realized with ran-
domly chosen setups may encounter serious difficulties with
respect to both convergence and reproducibility. The tuning
of CSGA setup is therefore of paramount importance and
a GA is a well-suited tool for meta-optimization. Although
other approaches, such as experimental design, might be well
suited for such a task, the complexity of the problem is prohib-
iting an in-depth search for the best-suited meta-optimization
tool.

Further results presented in this work are therefore
restricted to the peculiar problem of the closure of the
cyclodextrine ring system. This is a difficult problem for clas-
sical conformational sampling techniques such as molecular
dynamics [20] because of the steepness of the potential wells
due to the covalent ring closure constraints. Acyclic com-
pounds, with extended low energy wells covering large phase
space zones, allow for an easy discovery of many low-energy
geometries, while raising a challenge of different nature: the
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Fig. 4 The cyclodextrine molecule, shown without hydrogens. Dashes mark the bonds that were “broken” in order to open the ring systems for

sampling

slightly deeper energy wells that are actually populated at
room temperature may never be discovered within a reason-
able simulation time. This work offers no insight about what
the optimal parameter set for the sampling of such molecules
may look like. Due to the expectedly huge number of low-
energy conformers, the simulation of an acyclic compound
similar in size to cyclodextrine would have taken much longer
to complete and would have therefore been a poor benchmark
problem.

3.1 General discussion of the success of the different
strategies

In spite of repeated runs, results are affected by important
fluctuations: A first observation based on Fig. 6, displaying
the lowest energy levels versus the number of relevant min-
ima obtained by each simulation, is the heavily stochastic

nature of the results. The four different “default” simula-
tions converged, in spite of triplicate repeats, to significantly
different energy levels. The best minimum found by the less
successful simulation is at +6 kcal/mol from the global best
of this strategy. Moreover, two of the default simulations fin-
ished after having visited only four different local minima,
while the two others managed to find 14 and 20, respectively.
This is a consequence of the meta-optimization termination
condition (four successive CSGA runs failing to enrich the
pool of solutions with new, relevant visited minima). The
probability of encountering such an “unlucky” series of
“unproductive” CSGA simulations at early stages of meta-
optimization appears to be intolerably high with the “default”
strategy.

The best-found minima actually correspond to the
experimentally determined structure of cyclodextrine. Each
six-membered ring has been set in the proper ‘“chair”
conformation, and a strain-free closure of the macrocycle
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has been realized. The best minima found by each strategy
all actually feature the correct ring geometry, they (and their
energies) differ only because of different arrangements of
the rotatable -OH and -CH, OH groups that “ornate” the ring
system (and for which no experimental determination of their
exact position is possible, since they are rapidly spinning in
a molecule at room temperature).

“Explorers” are essential for effective conformational
sampling: In absence of this directed mutation strategy, two

of three simulations (squares in Fig.6) failed to reach the
bottom of the energy well by several tens of kilocalories per
mole. Also, the total numbers of visited optima is limited in
all three “No Explorer” runs. Directed mutations are there-
fore beneficial both in terms of energy decrease and pop-
ulation diversity increase. The implementation of torsional
angle driving as an “intelligent” mutation strategy within
a GA appears to be very useful. Its principle, a constraint-
driven deterministic optimization of the objective function,
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strategy

may be generally applicable to other classes of problems out-
side the field of molecular modeling. In the current software,
the effort-sharing between parent GA and child “explorer”
processes is roughly controlled by the number of islands. As
a single “explorer” may run at a time, the more GA islands
are active, the (relatively) less computer effort is allocated for
exploration. A search for more flexible management schemes
of explorer processes has therefore been envisaged.

Setting of tabus increases population diversity, but slows
down convergence: The three “No Tabus” simulations (plot-
ted with triangles in Fig. 6) can be seen to lead to populations
of few, but quite fit solutions. This is expectable within a fit-
ness landscape with few sharp peaks. Simulations of flexible
molecules with “flat” energy zones may need to be pursued
for much longer until the risk of revisiting becomes tangi-
ble. The recurrent visiting of the same energy wells in the
“No Tabus” strategies allowed for more chances to locally
optimize the low-weight torsions controlling the arrange-
ment of smaller molecular fragments. Tabus are imposed with
respect to high-weight degrees of freedom controlling the
overall molecular fold. For each fold, there are many possi-
ble arrangements of the side groups with respect to the central
elements. There are however no guarantees that, between the
first emergence of a fold and the adding of this fold to the
tabu list, the algorithm had enough time to search through
all these arrangements and find the optimal one (even though
the third run of each triplicate is specifically dedicated to this
purpose; see Methods). Once a tabu is set, it will effectively
prohibit the algorithm to continue searching for better side
group arrangements around a fold, since all conformations
based on that fold are “forbidden”. Therefore, the final con-
former list in a tabu-based strategy may include geometries
with suboptimal side group arrangements and higher energy.

The “tradition-based” strategy is the main trigger of pre-
mature convergence: Fig. 6 clearly shows that the two most
successful strategies, returning a significant number of
diverse minima and low energies, are the two approaches
that do not rely on the torsion values in previously found
solutions when defining the probability rules for the draw of
random torsional angle values. Although only one of the Njg
islands applies “tradition-based” biasing, herein generated
chromosomes are quite likely to be fitter than the ones of the

other runs. The migration mechanism ensures their effective
spread over the other islands, and the presence of “unnatu-
rally” fit solutions at too early stages of evolution triggers
long waiting times until the next improvement of the locally
fittest individual, with the risk of premature fulfillment of
stopping criteria. Tradition-based biasing may also clash with
the tabu strategy: as the former encourages the reuse of pre-
viously seen torsional values, it implicitly increases the risk
of regenerating tabu folds.

The herein performed simulations do not evidence any
significant advantages of the “local strain-based” biasing strat-
egy (depicted with stars) with respect to the “flat” strategy
(circles). This is not surprising, since ring closure constraints,
not taken into consideration by either of the biasing strate-
gies, largely determine the torsional values that are allowed
around intracyclic axes. Local strain-based biasing may still
play a key role in modeling linear, flexible compounds.

The quality of the results of a simulation is roughly cor-
related with its total computer effort. As shown in Fig.7, the
free energies —kp T’ In Z computed on hand of the final global
set of diverse conformers generated by each simulation are
roughly related to the sum of effective CPU times of all the
triplicate runs performed within the simulation. Longer simu-
lations tend to yield better results, applied strategies notwith-
standing. With the notable exception of the two failed “No
Exglorer” simulations, the data points are slightly correlated
(R =0.31). It can be concluded that none of the employed
strategies has a direct impact on the rate at which the phase
space of the problem is explored, nor on the expected number
of generations needed to “discover” a fit solution, but rather
control the risk of premature termination due to stagnation.

3.2 Statistical analysis of the operational parameters

Naive Bayesian learning is able to evidence loose depen-
dencies between variables and observables even for noisy
data sets, as is the case here. “Events” (e.g. a parameter p;
adopting a given value V;; outof the j =1, ..., m; eligible
options) seen to occur within the subset of “good” examples
with a frequency above the random expectation are consid-
ered to “favor” the obtaining of a good result (e.g. the value
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adopted by the parameter was “correct”). Oppositely, values
rarely seen to occur within the chromosomes of the top 10%
best CSGA runs are “bad”. The used software returns, for
each event (p; = V;;) a positive or negative empirical “prob-
ability score” P(p; = V;;) stating how “correct” or how
“wrong” the choice of V;; has been for p;. P(p; = Vij) =0
means that setting p; to V;; neither improves nor decreases
the chances of success of the CSGA.

It is important to note that the sample of data points uF =
uF(p1, p2, ..., pi) submitted to the Bayesian analysis rep-
resent the output of an evolutionary program and are not ran-
domly distributed in parameter phase space. Favorable phase
space zones should be more densely populated, as the meta-
optimization process selects offspring similar to the parents
(unlike the CSGA, the nGA uses no dissimilarity enforce-
ment). Convergence of the LGA towards a consensus zone in
parameter space should trigger high probability scores asso-
ciated to the corresponding parameter values. However, like
in natural evolution, irrelevant features (‘“junk DNA”) are
also inherited, so that it cannot be excluded to see a fortu-
itous “pseudo-convergence” of irrelevant parameters towards
a given value which gained the upper hand simply for been
carried by a “winning” chromosome.

Also, the success of a triplicate CSGA run is, strictly
speaking, not only a function of its operational parameters but
also of the previously found solutions entering as tabus that
block out whole conformational space regions and implicitly
impact on the way in which the CSGA conducts the search
for new optima. In other words, the pF landscape evolves as
well during the meta-optimization process [18], which may
further slow down the convergence of the optimal parameter
search.

In spite of the potential bias of the above-cited phenom-
ena on the observed parameter-uF correlations, many of the
trends evidenced by the Bayesian analysis do make sense
and will be discussed further on, after rescaling, within each
of the comparative plots, the probability score of the most
impacting event to £1.0.

Quick convergence of the meta-optimization process has
been observed with the “No Explorers” and “No Tabus” strat-
egies. Figure 8 locates the top 10% most successful CSGA
runs of four different strategies, highlighted as triangles in
the plane of the first two principal components (PC) [10] of
the parameter space.

Within the “No Explorers” strategy, all successful runs
are found in the vicinity of the x-axis (PC2 = 0), with a
marked cluster at the center of the plot, clearly evidencing
a high degree of relatedness of the underlying operational
parameter configurations. This is not surprising, as only one
of the three simulations managed to find any low energy con-
formations: all the successful CSGA runs are indeed based
on related parameter chromosomes issued from a same evo-
lutionary process.

By contrast, the “No Tabus” successes represent runs
from all the three simulations. The degree of interrelatedness
of the underlying parameter configurations is less well marked
than in the previous case, but nevertheless real: virtually all

the points are grouped in the upper part of the plot (PC2 > 0).
Different meta-runs of the “No Tabus” strategy convergently
led to similar choices of operational parameters. The meta-
optimization of the “No Tabus” CSGA appears to be the
fastest to reproducibly converge. This may be related to the
previously noted fact that the addition of tabus is actively
modifying the puF landscape.

While the successes of the “Default” approach show some
weak tendency towards higher PC1 values, the ones of the
remaining strategies do not display any noticeable clustering
behavior (as exemplified by the last of the four plots). It might
therefore be concluded that the “No Explorers”, “No Tabus”
and to a lesser extent the “Default” strategies are more sen-
sitive with respect to the parameter choice than the others.
This conclusion is also supported by the fact that the latter
strategies are also the ones for which the Bayesian learn-
ing tool consistently found quite strong correlations between
parameter choices and success rate.

Bigger populations are a better guarantee of success, as
can be seen from the Bayesian analysis of all parameter chro-
mosomes, all strategies confounded, in Fig.9. It is obvious
to expect better sampling with larger populations; however,
the required computer effort is seen to scale linearly with
population size as well. Therefore, the choice of « in Eq. (8)
eventually controls whether meta-evolution favors shorter,
but less productive runs rather than longer ones, with better
chances to find deeper energy wells.

The aging parameter A,k appears to play an important
role within the “No Explorers” and “No Tabus” strategies
only (Fig. 10). The former is the one with the most difficul-
ties to converge and therefore tends to maintain the status-
quo of the population rather than risking the insertion of new
random and unfit chromosomes. Deleting chromosomes after
ten generations is certainly a bad choice within this strategy.
The apparent inappropriateness of the choice Apax = 1, 000
is puzzling. On the contrary, the “No Tabus” strategy would
gain from often “refreshment” of chromosomes: low Apax
values do indeed stand out as favorable.

A frequent use of Lamarckian optimization (f, = 0.3—
0.5) is in general recommended, although this parameter
plays a role only within the “No Explorers” and “No Tabus”
strategies (Fig.11). Lamarckian optimization is systemat-
ically used by the Explorer processes. When these are
disabled, gradient-based optimization within the CSGA is
expected to gain in importance, as the only source of fully
optimized individuals. This is indeed being observed: suc-
cess of the No Explorers protocol is significantly correlated
with an often usage of the Lamarck optimizer. By contrast,
extensive use of Lamarck optimization appears to be det-
rimental within the “No Tabus” strategy, probably because
it favors revisiting minima (the deterministic optimizer acts
as an attractor of diverse conformations towards a common
local minimum).

Random mutations are being favored throughout all
strategies: out of the two choices available for the random
mutation frequency fmu, 1 or 10%, the latter is being
systematically preferred (plots not shown).
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The tolerated stagnation of evolution before triggering a
population reinitialization should not exceed 75 generations,
in all the studied strategies. This tendency is, as expected,
strongest within the “No Tabus” strategy, the most demand-
ing for sources of population diversity.

Consensually, a high level of chromosome migration
between islands appears to be optimal. Emigration of a new
solution from its “native” island is permitted only once every
Nmig generations: out of the four options of 5, 10, 25 and
50, Nmig = 10 has been designed as the optimal choice, all
strategies confounded.

The frequency of use of the “child-against-parent”
selection rule only matters within the “No Explorers” and
“No Tabus” strategies. In both latter cases, the Bayesian

probability scores suggest that this selection rule should be
completely abandoned. This is surprising in the “No Tabus”
context, as the rule was supposed to enhance population
diversity.

Imposing a strict similarity control parameter Spax within
the populations is good policy. In virtually all strategies, the
tolerated degree similarity between two conformers that are
allowed to coexist in a population should be set below 75%;, as
this initial strict setup is being gradually relaxed in response
to stalling evolution. The only exception is seen with the “No
Explorers” strategy.

Eventually, a slight but consistent tendency in favor of
elitism can be evidenced. No clear impact of the other tun-
able parameters of the CSGA could be established.
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4 Conclusions

A GA-based conformational sampling procedure has been
successfully used to search for relevant energy minima of a
complex organic molecule, cyclodextrine. Specifically
designed to handle multimodal optimization problems with
about 100 degrees of freedom, the approach owns much of its
success to its “hybridization” with other optimization strate-
gies. Notably, the policy of “directed mutations (Explorers)”
turned out to be extremely important for efficient discovery
of low energy conformers. The mechanisms used to manage
population diversity, and notably the “tabu search” employed
in order to avoid revisiting of known optima appeared to be
of paramount importance for ensuring the retrieval of var-
ious diverse local minima of the energy surface. Setting a
“tabu” in the phase space neighborhood of a sampled con-
formation may involve the risk of blocking out some slightly
deeper neighboring local minima corresponding to different
arrangements of the small terminal moieties of the molecule.
However, the benefit of the enforcement of non-redundant
sampling is definitely more important than this drawback. In
the specific molecule under study, replacement of the flat tor-
sional value probability distribution with more sophisticated
working hypotheses, aimed at returning the supposedly “cor-
rect” torsional values at higher rates, proved inconclusive.
Biasing the random number generator in favor of torsional
angle values that correspond to minimal local repulsions
between vicinal atoms did not bring any clear advantage. The
bias of torsional angle values in favor of values adopted in the
previously sampled stable conformers proved to be, however,
a cause for premature convergence of the sampling process
and should be used with more restraint or fully abandoned.
Given the important number of operational parameter
that control the CSGA, the genetic meta-optimization pro-
cedure proved extremely helpful in searching for reasonable

parameter setup configurations. In a GA, a delicate balance
needs to be kept between, on one hand, maintaining popula-
tion diversity and, on the other, allowing for the convergence
of this population towards a pool of related (sub)optimal chro-
mosomes. For example, in the “No Tabus” strategy, which
misses a key element acting in favor of population diver-
sity, the fine-tuning provided by the meta-optimization pro-
cedure tried to compensate the “handicap” and empowered
other diversity-enhancing mechanisms (lowering the max-
imal chromosome age, favoring population reinitialization
by lowering the stagnation tolerance). This illustrates how
important parameter tuning is for an effective use of genetic
algorithms.

Due to the stochastic nature of genetic algorithms, the
reproducibility of their results cannot be taken for granted,
even if specific efforts were undertaken in this sense (tripli-
cate rather than single runs being used as a basis for measur-
ing the sampling success). The systematic repeat of triplicate
runs triggered by the meta-optimization loop ensured that
all the simulations eventually discovered the correct over-
all geometry of cyclodextrine, although the found solutions
diverge with respect to the orientations predicted for the flexi-
ble rotatable substituents of the rings. However, flexible com-
pounds with large “flat” energy wells in phase space may be
much less easy to sample in a reproducible way.

As the optimal CSGA setups depend on the nature of
the potential surface to be sampled, the specific conclusions
and setups that were successful with cyclodextrine cannot be
assumed to automatically apply to other molecules. In our
opinion, the need to specifically tune a GA with respect to
each new problem is general. Tuning cannot happen before
the problem is solved, and therefore meta-optimization should
not be regarded as a preliminary to problem-solving, but as
the way to problem solving, that adjusts the tuning of the core
GA on hand of the “experience” from previous trials.
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This paper introduces a novel molecular description—topological (2D) fuzzy pharmacophore triplets, 2D-
FPT—using the number of interposed bonds as the measure of separation between the atoms representing
pharmacophore types (hydrophobic, aromatic, hydrogen-bond donor and acceptor, cation, and anion). 2D-
FPT features three key improvements with respect to the state-of-the-art pharmacophore fingerprints: (1)
The first key novelty is fuzzy mapping of molecular triplets onto the basis set of pharmacophore triplets:
unlike in the binary scheme where an atom triplet is set to highlight the bit of a single, best-matching basis
triplet, the herein-defined fuzzy approach allows for gradual mapping of each atom triplet onto several
related basis triplets, thus minimizing binary classification artifacts. (2) The second innovation is proteolytic
equilibrium dependence, by explicitly considering all of the conjugated acids and bases (microspecies).
2D-FPTs are concentration-weighted (as predicted at pH = 7.4) averages of microspecies fingerprints.
Therefore, small structural modifications, not affecting the overall pharmacophore pattern (in the sense of
classical rule-based assignment), but nevertheless triggering a pK, shift, will have a major impact on 2D-
FPT. Pairs of almost identical compounds with significantly differing activities (“activity cliffs” in classical
descriptor spaces) were in many cases predictable by 2D-FPT. (3) The third innovation is a new similarity
scoring formula, acknowledging that the simultaneous absence of a triplet in two molecules is a
less-constraining indicator of similarity than its simultaneous presence. It displays excellent neighborhood
behavior, outperforming 2D or 3D two-point pharmacophore descriptors or chemical fingerprints. The 2D-
FPT calculator was developed using the chemoinformatics toolkit of ChemAxon (www.chemaxon.com).

1. INTRODUCTION

Rational drug design'? largely relies on the paradigm of
site—ligand shape and functional group complementarity in
order to explain the affinity of a ligand for its macromolecular
receptor. While molecular modeling may offer a deeper
insight into ligand recognition mechanisms—molecular dy-
namics simulations? or free energy perturbation calculations*
might, in principle, also account for the entropic effects at
binding—it did not succeed to displace the more straight-
forward concept of binding pharmacophores®~’ from the
minds of medicinal chemists.

The idea that ligand-site affinity can be broken down into
pairwise contributions from interacting functional groups is,
after all, not all that far-fetched. Ligand binding is entropi-
cally penalizing—a ligand would not restrict its freedom of
translation, rotation, and conformational flexibility by binding
to a receptor unless this cost is compensated by enthalpic
gains. The existence of at least one ligand pose making
favorable contacts with the active site is a necessary, albeit
not sufficient condition—but even so, a virtual filtering
procedure, discarding all molecules failing to show enough
complementarity to the site, might well score significant
enrichment in actives. Complementarity, in the pharmacoph-

* Corresponding author tel.: +333-20-43-49-97; fax: +333-20-43-65-
55; e-mail: dragos.horvath@univ-lillel.fr, d.horvath@wanadoo.fr.

T Université des Sciences et Technologies de Lille.
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oric sense, must be understood as the ability to form
stabilizing interactions—hydrophobic contacts, hydrogen
bonds, and salt bridges—between a ligand and a site. The
exact chemical nature of the interacting functional groups
can be dropped in favor of their pharmacophore type® T—
hydrophobic (Hp) or aromatic (Ar), hydrogen-bond acceptor
(HA) or donor (HD), and positively charged (PC) or
negatively charged (NC) ions. Pharmacophorically equivalent
functional groups are considered replaceable, ignoring the
specific ways in which their chemical environment may
modulate their properties (the hydrogen-bonding strengths,
for example). Formally, pharmacophore-type information can
be represented under the form of a binary pharmacophore
flag matrix F(a,T), with F(a,T) = 1 if atom a is of type T
and F(a,T) = 0 otherwise.

While the pharmacophore paradigm had been introduced
as a purely qualitative framework to explain ligand affinity
and specificity for a given site, it has been recently taken
over and used as a fundament for various chemoinformatics
approaches—empirical algorithmic approaches for rational
in silico compound selection, on the basis of some numeric
descriptors™!? of the distribution pattern of pharmacophoric
groups in the molecule. This overall pattern, mathematically
represented by a fingerprint (vector) in which every com-
ponent refers to a specific combination of types at given
separations, accounts for the nature and relative position (in
terms of topology or geometry) of all of the groups that are
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potentially involved in site—ligand interactions (the actually
involved ones are not necessarily known at this stage). Phar-
macophore fingerprints may be exploited in both similarity
searches!! and predictive quantitative structure—activity
relationships (QSARs).!? Similarity searches assume that
molecules described by covariant fingerprints have similar
overall pharmacophore patterns and, hence, a higher chance
to share a common binding pharmacophore (and to bind to
a same target) than any pair of randomly chosen compounds.
In QSAR, model fitting may select'?® several key fingerprint
components as arguments to enter an empirical (linear on
nonlinear) function estimating the expected activities.

Despite their simplicity and potential pitfalls,'* pharma-
cophore-based empirical models have been shown to be
successful chemoinformatics tools. A key factor to success
is the proper definition of underlying pharmacophore de-
scriptors, with a minimal loss of chemically relevant infor-
mation. One widely used approach is to monitor the numbers
of pharmacophore group pairs®! as a function of the phar-
macophore-type combination they represent and the distance
separating them. Distribution density plots of such pairs with
respect to geometric or topological distance have been shown
to display excellent neighborhood behavior (NB),!¢ in the
sense of selectively attributing high pharmacophore similarity
scores to compound pairs with similar experimental proper-
ties. The use of fuzzy logics'” at the descriptor buildup and
similarity scoring stages appeared to be paramount in order
to smooth out conformational sampling or categorization
artifacts. Higher-order descriptors'®~2° monitor the triplets
or quadruplets of pharmacophore types and, therefore, furnish
a much more detailed description of the overall pharma-
cophore pattern but become more costly to evaluate and,
more important, much more prone to categorization artifacts.
This is the case of the binary three-dimensional three- and
four-point fingerprints, which were found to show deceiv-
ingly low NB compared to their fuzzy two-point counter-
parts.'® The main reason for this is the uncertainty of the
assignment of a pharmacophore-type triplet or quadruplet
to one of the predefined basis triangles or tetrahedra
corresponding each to one of the fingerprint elements. In
the context of a binary three-point fingerprint (see Figure
1), a basis triangle i is fully specified by a list of three
pharmacophore types Tj(i)—each type T; being associated
with a corner j = 1—3 of the triangle—plus a set of three
tolerance ranges [di™"(7),dy™>(i)] specifying constraints for
triangle edge lengths. Basis triangles should thus be under-
stood as the meshes of a grid onto which a molecule is being
mapped. Considering an atom triplet {a;, a», a3} in a
molecule, this triplet is said to match a basis triangle i if (1)
each atom g; is of pharmacophore type T;(i), in other terms,
Fla;,T(i)] > 0 for each corner j and (2) the calculated—
geometric or other—interatomic distances dist(a;ax) each fall
within the respective tolerance ranges: di™"(i) < dist(a;,ax)
< dkjmax(i)-

If in a molecule M an atom triplet simultaneously fulfilling
the above-mentioned conditions can be found, then the
fingerprint of M will highlight the bit i corresponding to this
basis triangle. The risk taken here is that in a very similar
compound M'—or, if dist(a;a;) are taken as geometric
interatomic distances, in a slightly different conformation
of the same molecule M—the equivalent atom triplet
{d'1,d’5,a’3} may fail to match the basis triangle i. It is
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sufficient to have one of the three distances dist(a’;,a’)
exceeding by little one of the boundaries in order to highlight
a completely different basis triangle i’ in the fingerprint of
M’. Basis triangles i” and i are similar, but this is ignored by
a binary similarity scoring scheme failing to find either bit
i or bit i’ set in both compounds. In two-point descriptors,
where elements standing for successive distance ranges are
assigned successive indices i’ =i =+ 1, the fingerprint scoring
function could be trained to account for the covariance of
neighboring bins. Such a straightforward fuzzy logics cor-
rection is no longer applicable here. There are, for example,
three “successive” triangles of i {with the same [dy™"-
(7),di™(i)] ranges for two of the edges and using the
successive tolerance range for the third} but only one slot
at position i + 1 of the fingerprint. The direct consequence
is that relatively small differences in interatomic distances
may trigger apparently random jumps (symbolized by the
arrow of Figure 1, upper part) of the highlighted bits from
one location in the fingerprint to another.

This paper shows that fuzzy tricentric pharmacophore
descriptors can be successfully constructed and used. The
current work reports the buildup of the topological fuzzy
pharmacophore triplets (2D-FPT) using shortest-path topo-
logical distances as an indicator of pharmacophore group
separation. The descriptor reports basis triangle population
levels in a molecule instead of a binary presence/absence
indicator. An atom triplet in the molecule will contribute to
the population levels of all of the related basis triangles by
an increment which is directly related to their fuzzy matching
degree (Figure 1, below). In the fuzzy approach, it is
sufficient to characterize basis triangles i by a set of three
nominal edge lengths d(i) instead of the above-mentioned
tolerance ranges. The fuzzy degree by which an atom triplet
is said to match a basis triangle will be 100% if interatomic
distances perfectly equal nominal edge lengths, dist(ajax)
= di(i), and smoothly decrease—according to a law to be
detailed further on—as discrepancies between real and
nominal distances become important.

While 2D-FPTs are obviously not subject to conforma-
tional sampling artifacts, fuzzy-logics-based descriptors
nevertheless present essential advantages:

o Their tolerance with respect to the limited variability of
topological distances between pharmacophore groups mimics
the natural fuzziness of ligand recognition by active sites,
which may tolerate the insertion or deletion of linker bonds
in a series of analogues.

o Their size may be significantly reduced by an appropriate
choice of the basis triangle set. In the fuzzy approach, it is,
for example, possible to keep only basis triangles with edge
sizes being multiples of 2, 3, or 4. Within the strict buildup
procedure, any atom triplet featuring two atoms separated
by an odd number of bonds would fail to highlight any of
the basis triangles of even edge lengths—it would, in other
words, slip between the meshes of the grid. A fine grid
enumerating all basis triplets with all possible combinations
of nominal distances must then be used—but many more of
these will be required in order to cover the same global span
in terms of possible distances.

A second element of originality introduced here is the
pharmacophore-type assignment scheme for ionizable com-
pounds. Classical rule-based pharmacophore typing ignores
the mutual long-range influence of multiple ionizing groups,
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Figure 1. Buildup of a binary (above) and a fuzzy (below) pharmacophore triplet fingerprint, a vector in which every element stands for
the presence (binary) or occurrence count (fuzzy) of given basis triplets. A triplet in a molecule (a) highlights a binary fingerprint component
of the one best matching basis triangle or (b) increments the integer components of all of the matching basis triangles by amounts dependent

on the match quality.

where each one of these is typed according to its protonation
state of an isolated functional group at the considered pH.
This leads to a typical overestimation of the occurrence of
cation—cation or anion—anion pairs in polyamines and
polyacids, respectively, and skews the molecular similarity
measure upon the deletion of an ionizable group. Also,
classical pharmacophore descriptors are not sensitive to
electronic effects, being, for example, largely invariant upon
the replacement of a methyl group (hydrophobe) by chlorine
(another hydrophobe). This is acceptable unless, for example,
the mentioned substitution prevents a neighboring amino
group from accepting a proton in order to form a salt bridge
at its binding site. To address these issues, 2D-FPT relies

on the analysis of calculated?! populations of all of the ionic
or neutral forms involved in proton exchange equilibria—
the “microspecies” u, as they will be called throughout the
paper—at a given pH. Each of these microspecies is mapped
onto the basis triangle set, taking the actual anions and
cations and donors and acceptors into account. The molecular
fingerprint is rendered as the weighted average of microspe-
cies fingerprints with respect to the predicted concentrations
c%(u) of each microspecies u at the considered pH of 7.4.
In many cases, 2D-FPT-based analysis successfully proved
that apparently near-identical compounds with puzzlingly
different activities are not really as similar as they seem:
the apparently minor (in the sense of classical rule-based



D J. Chem. Inf. Model.

BONACHERA ET AL.

Table 1. Parameters Controlling 2D-FPT Buildup—Two Considered Setups

parameter description FPT-1 FPT-2
Enin minimal edge length of basis triangles (number of bonds between two pharmacophore types) 2 4
Emax maximal triangle edge length of basis triangles 12 15
Egep edge length increment for enumeration of basis triangles 2 2
e edge length excess parameter: in a molecule, triplets with edge length > Ey,« + e are ignored 0 2
D maximal edge length discrepancy tolerated when attempting to overlay a molecular triplet atop of a basis triangle 2 2
PHp = PAr Gaussian fuzziness parameter for apolar (hydrophobic and aromatic) types 0.6 0.9
PPC = PNC Gaussian fuzziness parameter for charged (positive and negative charge) types 0.6 0.8
PHA = PHD Gaussian fuzziness parameter for polar (hydrogen bond donor and acceptor) types 0.6 0.7
l aromatic—hydrophobic interchangeability level 0.6 0.5
number of basis triplets at given setup 4494 7155

assignment) functional group substitutions actually had major
impacts on ionization at the given pH. Many “activity cliffs”
seen in classical descriptor spaces can be “leveled out” with
pK.-shift-sensitive 2D-FPT.

At last, the problem of appropriate similarity metrics to
be used with 2D-FPT will be discussed, and an original
scoring function, better adapted to such a high-dimensional
descriptor, will be introduced. A plethora of various recipes
have already been suggested!! for comparing the descriptor
sets (vectors) of two compounds m and M in order to
determine a molecular dissimilarity score XZ(m,M) =
AID(M),D(m)] (the distance in the structure space where each
molecule is seen as a point localized by its vector of
descriptors). 2D-FPT is, however, a large and potentially
sparse fingerprint: out of the several thousands of basis
triplets, only a few will be populated in simple molecules.
Euclidean or Hamming distances may thus overemphasize
the relative similarity of two simple molecules, while
correlation coefficient-based metrics may be biased in favor
of pairs of complex compounds. The original working
hypothesis used here is to explicitly acknowledge that the
simultaneous absence of a triplet in both molecules is a less-
constraining indicator of similarity than its simultaneous
presence, whereas its exclusive presence in only one of the
compounds is a clear proof of dissimilarity. Specific partial
distances are calculated with respect to the shared, exclusive,
and null triplets in a fingerprint. A linear combination of
these contributions leading to optimal neighborhood behavior
was selected and used as the specific 2D-FPT similarity
score.

For validation purposes, the NB of 2D-FPT was checked
with respect to an activity profile featuring activity data
(pICsy values) of each molecule with respect to more that
150 targets, according to a previously outlined methodol-
ogy.? Activity dissimilarity scores for ~2.5 x 10° compound
pairs were generated by Cerep, on the basis of the data in
the BioPrint database>»** and according to a novel profile
similarity scoring scheme. A second NB study has been
carried out on publicly available data, by merging various
QSAR data sets,>~?7 for different targets into an activity
profile, assuming that each one of the molecules does not
bind to any target except the one(s) for which pICs values
above the micromolar threshold have been reported. Eventu-
ally, a validation study featuring virtual screening simulations
will be presented. Virtual similarity screenings using 2D-
FPT descriptors and metrics were performed by “seeding” a
large commercially available compound collection (May-
Bridge) of 50 000 molecules with two sets of compounds
(not used for 2D-FPT calibration) of known activities
(featuring both actives and inactives) with respect to the
dopamine receptor D2 and the tyrosine kinase c-Met,

respectively. The ability of the 2D-FPT approach to retrieve
the known actives and to avoid the selection of known
inactives was benchmarked with respect to ChemAxon fuzzy
pharmacophore fingerprints.!3

2. METHODS

2.1. 2D-FPT Buildup: Fuzzy Mapping of Molecular
Triplets onto Basis Triplets. Two prerequisite tasks must
be completed prior to the actual construction of 2D-FPT.

Pharmacophore Flagging. This aspect will be detailed later
on, because it is a central issue in ensuring the pK, sensitivity
of the fingerprints. At this time, the pharmacophore flag
matrix F,(a,T), equaling 1 if atom « in the structure m is of
type T €{“Hp”, “Ar”, “HA”, “HD”, “PC”, “NC”} and zero
otherwise, should be taken as granted. To account for the
fact that aromatics and hydrophobes may, to some extent,
interchangeably bind to the same binding pocket, in this
work, aromatics are also flagged as lower-weight hydro-
phobes and vice versa. This requires the introduction of a
fuzzy pharmacophore-type matrix ®,(a,T), identical to
the binary flag matrix F for all of the polar types.
For hydrophobes and aromatics, however, ®,(a,7) =
max[F,(a,T), [F,(a,T")] where T stands for “aromatic”” when
T stands for “hydrophobic” and vice versa. 0 <[ < l is a
tunable aromatic—hydrophobic compatibility parameter (Table
1). For example, an aromatic atom a has F,(a,Ar) =
®,(a,Ar) = 1.0, but F,(a,Hp) = 0 while ®,(a,Hp) = L

Choice and Nonredundant Enumeration of the Basis
Triplets Defining a Particular Version of 2D-FPT. The
selection of a series of basis triplets to be monitored by the
molecular fingerprint is essentially arbitrary and might be
adapted to the specific problem for which 2D-FPTs are to
be tailored. For the sake of concise specification, basis triplets
are named Tidy;—Trdi3—Tsd1, where T; are the corner
pharmacophore-type labels mentioned above and d;; are the
lengths of edges opposing each corner. For example, Ar4—
Hp5—PCS8 stands for a triangle in which the hydrophobe is
four bonds away from the cation and eight bonds from the
aromatic, while the aromatic and cation are five bonds apart.
Basis triplets in this work were generated by systematic
nonredundant enumeration, looping over each corner type,
and respectively over each edge length from a user-defined
minimal value E;, to a maximal Ep,x, with an integer step
Egep. A pseudocode depiction of this procedure is given in
Figure 2. Fingerprint element i hence monitors the population
level of the basis triangle coded by the ith enumerated name
in the list. The choice of Epyin, Emax, and Egep (see Table 1)
controls the coverage and graininess of the triplet basis set.

With these prerequisites, 2D-FPT buildup starts by the
enumeration of all atom triplets {ai, @, a3} in a molecule
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for each T, in (‘Hp’, ’Ar’, "THA’, "HD’, ’PC’, "NC’) { #loop over type of cornerl
for each T, in (‘Hp’, ’Ar’, "HA’, "HD’, "PC’,'NC’) {  #... corner 2
for each T in (‘Hp’, Ar’, "HA’, "HD’, 'PC’, 'NC’) { #... and corner 3

# Visit all the edge lengths from Emin to Emax with Estep
for (d1;=Epinsd12<=Eaxsd127=Eqgep) {

#For 2" edge, no need to loop over lengths below d,,
for (di3=d;2,d13<=Epadi3+=Eqep) {

# Only length combinations that may represent a triangle are enumerated
# - third length may take only values verifying triangle inequalities
dryip=max(Epip,|d;o-dy3);

Qo =min(Epy,d1ptd,5);

for (d23=dmin,d23<dmax;d23+=Estep) {

# Generate triangle corner labels L, by concatenating types and
# opposed edge lenght
L=T1d;L,=Tyd)3;L:=Tsd)p;

# Sort triangle corner label strings into a sorted list S.
sort(L,S);

# Final basis triplet name is obtained by concatenating corner labels in
# their sorted alphabetical order
NAME=S,’-’S,’-’S;;

# Check whether this name had been generated previously;
#if not add it to the list of basis triplets BLIST
if {(BLIST.containsElement(NAME)) BLIST.add(NAME)

} #end third edge length loop
} #end second edge length loop
} # end first edge length loop
} # end third corner type loop
} # end second corner type loop
} # end first corner type loop

Figure 2. Pseudocode rendering of the basis triplet enumeration
procedure.

m, such that (1) the shortest topological distance between
any two atoms equals or exceeds the minimal edge length
E.in in basis triplets and (2) the longest one does not exceed
the maximal edge length E.,x by more than a tunable excess
parameter e (Table 1).

To avoid confusion, in the following, the notation #(ay,a;)
to denote the (shortest-path) topological distance between
two atoms will replace the generic interatomic distance
dist(ax,a;) used in the introductory discussion on pharma-
cophore triplets. An atom triplet [note that the atoms of a
triplet must be ordered such as to conveniently assign atoms
to triangle corners; {a;, a», as} should not be understood as
a list of three atoms taken according to their sequential
ordering in the structure but the permuted list with the
aromatic atom in position 1 if 7,(i) = Ar etc.] is said to
“potentially match” a basis triplet i if (1) each atom g;
features the pharmacophore type T7j(i), in other terms,
D,,[a;,T{(i)] > O for each corner j, and (2) the topological
distances #(a;,ax) are close to the corresponding nominal edge
lengths dj;(i), in the sense that |t(ajar) — di(i)] = A, the
latter being a user-defined tolerance parameter (Table 1).

If a basis triangle is found to be a potential matcher of
the triplet, their actual degree of similarity is calculated
according to a simplified triangle overlay procedure related
to the ComPharm?® algorithm. Both the basis triplet i and
the molecular triplet are represented as triangles of given
(integer) edge lengths in the Euclidean plane. Each atom g;
in corner j is a source of a “pharmacophore field” y,(T.P)
of type T. The intensity of such a pharmacophore field at
any point P of space located at a distance d;» from corner j
is postulated to decrease according to a Gaussian function
®(a;,T) exp(— prd;p®) of this distance, scaled by the extent
®(a;,T) to which atom q; represents the pharmacophore type
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T. A 2D-superposition procedure translating and rotating the
basis triangle with respect to the molecular triplet in order
to achieve a relative alignment maximizing the covariance
of these pharmacophore fields is launched after an initial
triangle prealignment placing equivalent corners as closely
together as possible. The fuzziness parameters pr are treated
as independent user-defined parameters of the method (Table
D).

Triplet-to-basis triangle overlay calculates a pharmacoph-
ore field covariance score ranging (in principle) between 0
(no match at all) and 1 (congruence). This score O(i,{a})
is an implicit function of the present pharmacophore types
(and their intrinsic fuzziness parameters pr), the nominal edge
lengths of the basis triangle, and the actual topological
distances within the atom triplet. In reality, covariance scores
of 0 are never obtained, because the overlaid objects are
filtered potential matchers. Actually, triangles sharing a
common edge are guaranteed to score at least 0.67 (two
conserved features out of three), no matter how far their third
corners fall apart. Therefore, only covariance scores above
the 2/3 threshold are considered:

0%(i,{a,}) = max[0.0,0(,{a,}) — 2/3] (1)

The increment of the basis triplet population level due to
the presence of a given atom triplet in m is proportional to
O*(i,{ax}). Given the potentially large 2D-FPT fingerprint
size, it is more practical to operate with integer rather than
real population-level values. A scale-up factor of O* has been
introduced such that a basis triplet represented in a molecule
by a single, perfectly congruent triplet reaches an arbitrary
population level of 50. The ith 2D-FPT element D;(m),
representing the total population level of a basis triplet 7 in
species m, becomes

Dy(m) = int[150 x D

atomtriplets{ay }inm

O*Giqpl (2

2.2. Proteolytic Equilibrium-Dependent Fingerprint
Buildup. The 2D-FPT generator uses ChemAxon’s molec-
ular reader classes? to input compounds in various formats
and to standardize®® connectivity and bond-order tables of
compounds admitting several equivalent representations.
Standardization rules were formally defined as chemical
reactions in an XML configuration file read by the Che-
mAxon standardizer object (setup file in the Supporting
Information).

On the basis of the standardized internal representations,
the pharmacophore-type assignment procedure begins by
submitting the current molecule to the ChemAxon pK, plug-
in.3! This plug-in first predicts pK, values for the ionizable
groups of the molecule, then generates all of the possible
conjugated acids and bases—the microspecies u—together
with their expected concentration c%(u), in percent, at the
given pH (equal to 7.4 throughout this work). Next, the
ChemAxon pharmacophore mapper tool (PMapper") is used
to flag the pharmacophore types within every microspecies.
Specific pharmacophore flag matrices F,(a,T) and ®,(a,T)
will be generated for each microspecies y. PMapper is
controlled by an XML file specifying flagging rules. A set
of relevant substructures is specified as SMARTS3? with
labeled key atoms. Functional groups matching such sub-
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Figure 3. Graphical example of the principle of the construction of pK,-sensitive 2D-FPT fingerprints: (a) rule-based pharmacophore
flagging would assume three charged types in the molecule. Two triplets, both populated according to rule-based flagging, are localized in
the sample fingerprint shown (bar sizes display population levels D;, while the x axis enumerates the basis triplet counter i). Atom triplets
that respectively contributed to each of the highlighted D;’s are marked in the structure. (b) The molecule actually appears at pH = 7 under
the form of these two zwitterions. Each form carries only one of the triplets exemplified above. (c) The actual molecular fingerprint is
obtained by weighed averaging of the microspecies fingerprints and, therefore, will resemble more the one of the zwitterionic forms predicted

to occur at a concentration of 88% at equilibrium.

structures and the corresponding key atoms are detected in
the molecule. An atom is assigned a given pharmacophore
flag if it matches a certain substructure but not others.
However, because formal charges are rigorously set in each
microspecies, the assignment of PC and NC flags directly
relies thereon. Any atom a carrying a positive formal charge
(matching SMARTS “[*+4]”)—except for the nitrogen in nitro
groups or nitrogen oxides—in the current microspecies ¢ will
be assigned a flag F,(a,PC) = 1. By contrast, a classical
flagging scheme would rely on the recognition of protonable
group SMARTS and detect a potential cation even if it was
not represented as such in the input molecule. Hydrogen-
bond donor and acceptor flags are also set on the basis of
specific rules pertaining to the microspecies. For example,
a formally protonable N with a free electron pair, but not
actually protonated in the current microspecies, will not be
assigned an acceptor flag unless its pK, value exceeds 5.
Therefore, amide nitrogens will never be labeled as acceptors,
but aniline nitrogens will unless they are strongly deactivated
by electron-withdrawing groups. Oxygens always count as
acceptors and —OH groups as donors. The recognition of

aromatics is directly provided by ChemAxon’s tools, while
hydrophobes are defined as any carbon or halogen that is
not aromatic and not charged.

The molecular fingerprint is thus obtained as a weighed
average of microspecies fingerprints:

)
>

microspeciesuofM 100

Dy(M) = int Di(u) 3)

where D,(u)’s are obtained for each microspecies u, accord-
ing to eq 2 using the specific pharmacophore flag matrix of
the current microspecies for the estimation of the overlay
score. The principle of proteolytic equilibrium-sensitive 2D-
FPT buildup is illustrated in Figure 3. In the following, the
notation D; will, unless otherwise noted, implicitly refer to
molecular average 2D-FPTs calculated according to eq 3.

2.3. FPT Similarity Scores. The appropriate choice of
the similarity score 2(m,M) = f{[D(M),D(m)] comparing the
2D-FPT vectors of two molecules m and M is critical in order
to ensure good NB. With classical metrics, such as the
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Euclidean or Dice formulas, a first question is whether
descriptors should be used as defined in eq 3 or after average/
variance rescaling, leading to the set of normalized UJ(M):
where o(Dy) = (Dy(m))u1 . stands for the average of the

D (M) — (D (m)),n
\/ <Dk2(m)>allm - <Dk(m)>alln12

_ D) — Dy
o(D,)

@k(M) =
4)

population level of triplet k over the BioPrint drugs and
reference compounds?* and o(Dy) stands for the correspond-
ing variance. A further choice consisted in introducing a
weighting scheme to specific triplets that are significantly
populated in relatively few classes of compounds and absent
from all of the others. These may be subject to an up to
10-fold increase of their relative importance with respect to
ubiquitously present ones:

) <Dk(m)>mwilth(m)>0
W, = min|10.0, &)
oD,

Throughout this paper, structural dissimilarity metrics used
with 2D-FPT will be denoted by the symbol X superscripted
by the type of the metric, with an index informing on the
use of normalized descriptors (N) as given in eq 4 or the
weighting scheme (W) defined in eq 5. For example, the
weighed Dice dissimilarity score using normalized descrip-
tors is defined below, with Nt being the total number of basis
triplets of the given 2D-FPT setup:

Nt
2 Wyo(m) D(M)
. k=1
S M) =1 — - (6)

T Nr
N WD m) + Y. WD M)
k=1 k=1

Indices N and W are omitted unless the metric explicitly relies
on normalization and weighting and in cases of specific
metrics (see below) or metrics from third-party software,
whenever normalization and weighting options are no longer
available.

The third, main, original contribution of this paper is the
introduction of ZFPT, a specific metric of the dissimilarity of
fuzzy pharmacophore triplets. Classical similarity scores,
however, are generic metrics, applicable in arbitrary vector
spaces, for example, independent of the actual nature of
molecular descriptors associated with the degrees of freedom
of the structure space. As this work will show, the specific
design of a similarity scoring scheme based on an actual
interpretation of the information in the fingerprint may
significantly improve NB.

Concretely, the knowledge that D;(M) represents popula-
tion levels of basis triplets, and that the simultaneous absence
of a triplet in two molecules is a less-constraining indicator
of similarity than its simultaneous presence, will be actively
exploited. A first prerequisite in this sense is the introduction
of a measure of the significance Sy(M) of a triplet k for a
molecule M, with respect to the observed averages and
variances of each triplet population level:
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Sy (M) =
0 if D(M) < 0.70(D))
1 if D(M) >0.70(D,) + o(D,)
D(M) — 0.7a(D,) . 7
otherwise
o(D,)

A triplet k in a pair of molecules (m,M) may fall into one of
the following categories: shared (++), for example,
significant—in the above-mentioned sense—for both m and
M, null (— —), for example, not significant for either, and
exclusive (+ —), for example, significant for either m or M
but not for both.

Rather than assigning it to one and only one of these, its
fuzzy levels t of association to each of the categories are
defined in order to always sum up to 1:

S (M) S, (m)
T’j +(m,M) == norn];
__ [1 = SM][1 — S (m)]
U (mM)= norm
_ [Si(m) — S (M)]
T’j (m,M) = : normk

norm = S,(M) S,(m) + [1 — S (M)I[1 — S(m)] +
1S(m) — S (M) (8)

The fraction of triplets in a category c therefore becomes

Nr

1
f(M,m) = ;ZTZ(M,m) )

Tk=1

Classical distance functions are typically calculated on the
basis of the differences observed for each component k of
the molecular descriptors dx(m,M) = | D(m) — D(M)|. The
herein introduced originality consists of a separate monitoring
of these contributions for the shared, exclusive, and null
triplets. Rather than simply summing up all 6;(m,M) con-
tributions (leading to a Hamming-type dissimilarity score),
weighed partial distances I1¢(m,M) are estimated in order to
monitor how much of the difference stems from triplets in
each category:

Nt
> W, z(m,M) 6,(m,M)
k=1
Iy, \((m,M) = (10)

Nt
W

k=1

The working hypothesis adopted here was that a meaning-
ful dissimilarity score can be expressed as some linear
combination involving certain of the three fractions defined
in eq 9 as well as the three partial distances (eq 10).
Successive trials monitoring the NB of the resulting metric
with respect to a subset of the entire learning set (see the
following section) led to the following expression:

= m,M) = 0.132310,,, " (m,M) + 0.635711,," "
(m,M) + 0.2795[1 — £ (m.M)] (11)
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The NB of the herein proposed scoring scheme was bench-
marked with respect to classical dissimilarity metrics in
various validation studies.

2.4. Experimental Data and Validation Studies. The
performance of 2D-FPT in similarity searches has been
assessed and compared to that of other 2D and 3D pharma-
cophore descriptors, following the previously published
methodology!® for monitoring the NB of in silico similarity
scores. In the current work, activity profiles of 2275
nonproprietary (commercial drugs and drug precursors)
molecules from the BioPrint database of Cerep were used
to calculate the activity dissimilarity scores A(m,M) =
JIp(M),p(m)] expressing the amount of difference between
the response patterns of the two molecules with respect to
the considered battery of targets. Profiles p,.m) report
measured pICsy = —log ICsy (mol/l) values of every molecule
m against each of Nres =154 different biological targets ¢
(enzymes, receptors). p,(m) = 9/6/3 means that molecule m
is a nano-/micro-/millimolar binder of 7, respectively. The
actual algorithm used for estimating the activity profile
dissimilarity score A(M,m) is outlined in Appendix A.

An alternative NB study has been conducted on the basis
of an activity profile compiled from publicly available data
sets®~?7 (see the Supporting Information). Unlike the highly
diverse BioPrint data, this study features a compilation of
112 compounds tested on the angiotensin converting enzyme
(ACE), 111 on acetylcholine esterase (AchE), 163 on the
benzodiazepine receptor (BzR), 321 on cyclooxygenase-II
(Cox2), 641 on dihydrofolate reductase (DHFR), 66 on
glycogen phosphorylase B, 67 on thermolysin, and 88 on
thrombin (THR)—a total of 1569 molecules from eight
activity classes. Each activity class is represented by a typical
QSAR set, featuring variations of one or a few central
scaffolds and including both actives (pICsy > 6) and inactives
in roughly equal proportions. The actual compilation of 1569
compounds has been realized by standardizing® the struc-
tures of molecules from the cited sources, then merging the
sets and discarding duplicate compounds with conflicting
activity data (associated activity values for a same target
differing by more than one pICsy log). In the absence of
experimental data about the affinity of a compound m with
respect to a target ¢, inactivity was assumed and pICsy(m,t)
set to 3.5 in order to fill up the structure—activity profile
matrix. Under this assumption, activity dissimilarity scores
A(M,m) were calculated according to Appendix A, with the
conversion function ¥ in equation A6 modified so as to
return 1.0 only if its argument exceeds 12.5% of the number
of targets in the profile (that is, one difference with respect
to eight targets—the 5% threshold used with the much larger
BioPrint profile makes no sense when Ngeis = 8). With these
specifications, an active compound M appears as equally
distanced—at A(M,m) = 1—from any confirmed inactive of
its own class, as well as from all of the molecules belonging
to different classes. A(M,m) = 0 only if m and M are both
actives within the same class. An inactive is set at A(M,m)
= 0.1 from any other inactive, within its own series or not,
but such pairs were consistently discarded, like in the
BioPrint study case.

In the comparative NB studies, the experimental activity
dissimilarity A(M,m) is confronted to various calculated
molecular dissimilarity scores 2(M,m). The purpose of such
a benchmark is assessing in how far molecules (m,M) that
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are predicted to be neighbors in a given “structure space”—
low X(M,m)—are systematically found to also be neighbors
in “activity space”—low A(M,m). The statistical formalism
used to quantitatively evaluate NB is briefly revisited in
Appendix B. NB can be graphically assessed by plotting the
optimality criterion €2 against the consistency y at various
structural similarity thresholds s. For simplicity, the plots
were truncated at y = 0.4—displaying only the high-
consistency range. Therefore, the characteristic U shape of
Q—y plots'® may not always be apparent, but this is of little
relevance for the discussion: the rule of thumb for the
interpretation of the obtained graphs is that low Q at high y
signals good neighborhood behavior.

2.4.1. Benchmarked Descriptors and Metrics. The NB
of the 2D-FPT has been compared to the ones of different
two-point pharmacophore descriptors, including fuzzy bipolar
pharmacophore autocorrellograms (FBPA),? a 3D descriptor,
and ChemAxon’s topological fuzzy pharmacophore finger-
prints.'> The latter were calculated using both the recom-
mended standard configuration (PF) and employing the “-R/--
ignore-rotamers” (PFR) option of the ChemAxon descriptor
generation tool. This option suppresses the default hypothesis
according to which more fuzziness is applied when generat-
ing descriptor elements corresponding to more distanced
atom pairs, as these have more options to experience
important relative movements in the real molecule subjected
to thermal agitation. ChemAxon’s Chemical Fingerprints®?
(CF) were also used for benchmarking, as a representative
of fragment-based fingerprints. To explicitly monitor the
benefit of the novel-type flagging technique used with 2D-
FPT, an alternative FPT relying on the same rule-based
procedures used with PF/PFR has been generated. Molecular
dissimilarity scores based on third-party descriptors were
calculated according to the metrics best adapted for each—
the Tanimoto score with ChemAxon’s PF and CF and the
fuzzy FBPA metric, respectively. XML setup files used for
PF and CF descriptor and dissimilarity score calculations
(PF.xml and CF.xml respectively) are included in the
Supporting Information.

2.4.2. Virtual Screening of Seeded Compound Collec-
tions. A set of 50000 random compounds—excluding
organometallic derivatives and compounds of molecular mass
above 1000 g/mol—from the MayBridge** vendor catalog
were used as a reference chemical space to which molecules
of known activities were added: (1) 194 compounds with
reported c-Met tyrosine kinase activities from the literature, 333
including 72 actives with ICsp < 1077 M and (2) 460
molecules that were tested against the dopamine D2 recep-
tor3® (219 with ICsp < 1077 M). Both sets covered activity
ranges from nanomolar to low millimolar values of ICs. For
each, the pharmacophorically most diverse three representa-
tives were picked out of the respective subsets of very potent
inhibitors (ICsp < 1078 M) and used as lead compounds for
virtual screening according to both the 2D-FPT (FPT-2) and
the PF-based Tanimoto metrics. The numbers of both
confirmed actives (ICso < 1077 M) and confirmed inactives
(ICso > 1077 M) were monitored within the sets of 200
nearest neighbors from the seeded chemical space found by
each metric around each of these six leads.
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Figure 4. Comparative Q—y plots illustrating the improvement of NB upon enabling the fuzzy mapping of atom triplets onto basis triplets,
for both fingerprint versions FPT-1 and FPT-2, using the 2D-FPT specific similarity score ZF*T (BioPrint data set).

3. RESULTS AND DISCUSSIONS

3.1. The Importance of Fuzzy Mapping. To explicitly
quantify the importance of fuzzy atom triplet mapping onto
the basis triangles, the fuzziness factors p of considered FPT
versions from Table 1 were temporarily set to 5.0 in order
to generate comparative Q—y plots for the corresponding
unfuzzy fingerprints (the specific ZFPT score was used in all
cases). At such high values of p, atom triplets will strictly
highlight basis triplets of identical edge lengths. They will
fail to highlight any basis triplet if the given combination of
interatomic separations is not represented in the basis set.
The corresponding curves in Figure 4 differ very little at
their origins, where the selected pairs mostly include
analogues with the same molecular scaffold and therefore
are made of almost exactly the same atom triplets. However,
the use of fuzzy logics is essential for extending the selection
beyond these very first close analogues, to encompass pairs
of compounds for which the underlying pharmacophore
pattern similarity is not necessarily backed by a skeleton
similarity. With fuzzy logics, many more activity-related
compound pairs can be successfully picked without allowing
pairs of different activities to enter the selection. € is
observing a significant decrease without a loss of consistency,
which is not seen when fuzzy mapping is turned off.

3.2. Importance of the pK,-Dependent Fingerprint
Buildup Strategy. The introduction of pK,-dependent phar-
macophore-type weights is expected to significantly con-
tribute to the chemical meaningfulness of FPT. For example,
a rule-based “educated guess” typically used to recognize
potentially ionized groups in organic compounds would rely
on the axiom that aliphatic amines are protonated, for
example, must be flagged as cations and donors. Accordingly,
N-alkylpiperazine-containing organic compounds will be
assumed to harbor a cation—cation pair (see example in
Figure 3). However, at pH = 7, only one of the two nitrogens
is likely to carry a proton, its charge preventing the second
one to do so. The cation—cation pair hence only appears in
a minority of molecules, and its weight in the overall
pharmacophore pattern should be adjusted accordingly.

Piperazine may in reality be closer related to cyclohexy-
lamine or morpholine than the rule-based pharmacophore
pattern matching would suggest. Of course, rules can be
tentatively optimized to avoid these kind of pitfalls: for
example, the ChemAxon default pharmacophore mapping
rules do not include tertiary amines into the cation category.
This makes sense in medicinal chemistry, where the majority
of amino groups in drugs are tertiary. The undue hypothesis
of polycation patterns in the pharmacophore motif may hence
be avoided, though at the cost of failing to perceive the
similarity between secondary and tertiary amines.

An accurate prediction of the ionization status of proton-
able groups is a prerequisite for the success of the herein
advocated flagging strategy. The NB of the fingerprints
relying on ChemAxon’s pK, prediction plug-in outperforms
the strategy of rule-based protonation state setup (Figure 5).
This is thus an indirect proof of the accuracy of the pK,
prediction tool, offering an accurate estimation of expected
protonation states. The rules used to build the alternative
2D-FPT (all other setup parameters being equal to FPT-1
values) were ChemAxon’s default rules, the same used to
construct the PF two-point pharmacophore fingerprints. A
total of 59 pairs of compounds with identical activity profiles,
ranking among the top 1000 most similar according to the
pK,-based approach, would lose their top-ranking positions
and regress by more that 10000 ranks in the ordered pair
list according to the rule-based method. Conversely, 50
activity-related pairs are perceived as similar by the rule-
based metric, but not by the pK,-based scoring scheme. The
significant differences appear with respect to the distribution
of activity-unrelated compound pairs. A total of 14 “viola-
tors” of the pK,-based scheme (pairs with A = 1 but
nevertheless ranked among the top 1000) are correctly
reranked among the structurally dissimilar by the rule-based
procedure. By contrast, 100 of the rule-based violators are
successfully eliminated by the pK,-based approach. Four
typical examples of these latter ones are given in Figure 6.
The similarity of compound pair a is clearly overstated by
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Figure 5. Standard rule-based flagging strategy of ionizable groups outperformed by the herein introduced pK,-dependent fuzzy-type

assignment procedure.

(d)

Figure 6. Examples of BioPrint compound pairs that look similar and are ranked among the top 1000 structurally closest pairs by the
rule-based pharmacophore flagging scheme but, in reality, display radically different activity profiles and are correctly perceived as structurally

different by the pK,-based pharmacophore flagging scheme.

the rule-based scoring scheme, which regards both molecules
as neutral species—acylsulfonamides are not declared as
potential anions, and tertiary amines are not declared as
cations in the ChemAxon default setup file pharma-frag.xml.
Pair a stands thus for the numerous examples of activity-
unrelated violator pairs that might have been avoided by
redefining some of the flagging rules. In cases b, c, and d,
however, pharmacophore dissimilarity cannot be accounted
whatsoever by detailed flagging rule definitions: subtle
substitution effects are seen to trigger relatively small pK,
shifts, but with dramatic impacts on the overall populations
at proteolytic equilibrium. In compound pair c, the dis-
similarity stems from the much more important ionization
of the dichlorophenol compared to the monochlorophenol.
While the left-hand compound mainly appears (according

to the ChemAxon pK, tool) under its zwitterionic form at
pH = 7.4, the right-hand counterpart is predominantly
positively charged. Even more dramatically, in example d,
the addition of a simple methyl group enhances the proto-
nation of the tertiary amine (70% cation at pH = 7.4
compared to 40% only in the left-hand molecule). Unless
this effect is explicitly accounted for, a pharmacophore
dissimilarity metric might never be able to explain the
important activity differences observed upon the addition or
deletion of a single hydrophobic center. Of course, the
success of the approach relies on the precise pK, estimation,
or else the overestimated equilibrium population shifts that
fortuitously explain observed activity differences might as
well prevent the metric from recognizing the real pharma-
cophore similarity of activity-related pairs. As many com-
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Figure 7. Comparative Q—y plots of the NB (BioPrint data set) of various similarity scores with 2D-FPT (FPT-1 setup). Considered
metrics are variants of the Dice formula: P (“Dice” in Figure legend), Z,'\),'“'e (“Dice-N” in legend), and 23,“ (“Dice-W” in legend), as
well as the 2D-FPT specific similarity score ZFPT (“FPT” in legend, eq 11).

pounds in this study are well-known drugs and reference
molecules that are likely to have served for the pK, tool
calibration, further validation on the basis of original com-
pound collections might be welcome. This notwithstanding,
it can be concluded that one of the notorious limitations of
pharmacophore-based similarity, the inability to explain
activity shifts accompanying slight substitution pattern
changes—a thorny issue raising fundamental questions about
the validity of the neighborhood principle—might be suc-
cessfully overcome in quite numerous cases of pK, shift-
related activity differences.

3.3. The Relative Performance of the Specific FPT
Similarity Score. The NB of the various similarity scoring
schemes using 2D-FPT (built according to setup 1 in Table
1) has been assessed, the results being shown in Figure 7.

The uppermost, solid curve represents the behavior of a
fake dissimilarity score equaling the sum of heavy atoms in
the molecule pair (m,M). It is nevertheless a well-shaped
Q—y plot, proving that activity-relatedness is statistically
more likely to occur within subsets of small molecule pairs.
This size effect is due to the fact that the smaller (~10 heavy
atoms) of the employed molecules are unlikely to be strong
binders to targets in the activity panel. Activity profiles of
such compounds will be mostly empty, and their comparison
returns low A scores (of about 0.1). Significant accumulation
of such compound pairs at the top of the by-size sorted pair
list ensures a significant consistency level of more than 60%
within the top 20 lightest pairs (right-most point on the
curve). Compound pairs with A scores of 0 (hitting common
targets) are not contributing to these initial high consistency
scores. The artifactual NB of size would have been even
more marked if a bonus for binding to a same target would
not have been included in A (results not shown).

Any rational pair selection strategy must therefore do better
than (e.g., lay below) the size-driven NB curve. This is, un-
surprisingly, not the case for the Dice metric based on nor-
malized descriptors, which is quite sensitive to the complex-
ity of the pharmacophore patterns of molecules, and implic-
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Figure 8. Dependence of the number of populated triplets on
molecule size.

itly to molecular size (see Figure 8). Small molecules with
few populated triplets run an artificially high chance to be
ranked as very similar: at Di(m) = 0, Y(m) simply relates
to —ay(m). The lesser the number of populated triplets is,
the closer to the vector of average triplet populations—and
the more correlated—the vectors & (m) and Y (M) will be.

The same effect can be noticed with Euclidean scores (not
shown). When Dy(m) > 0 and Di(M) > 0, the chances that
Dy(m) = Dy(M) are quite small. Molecule pairs with a
significant common set of populated basis triplets will,
because of the summation of small but numerous residuals
Ox(m,M), typically end up at a higher Euclidean dissimilarity
than pairs of small molecules with Dy(m) = Dy(M) = 0 for
an overwhelming majority of triplets k. For example, the
introduction of a methyl group in a large molecule M would
trigger changes in the population levels of many more triplets
k than the introduction of the same —CH; in a small
compound m. Therefore, the calculated Euclidean distance
score for a methyl/normethyl compound pair would coun-
terintuitively increase with molecule size.

The Dice scores with or without the weighting of rare phar-
macophore triplets can be successfully used to compare brute
2D-FPT, although they are clearly outperformed by the spe-
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Figure 9. Comparative Q—y plots illustrating the NB of 2D-FPT (both setups, using the specific ZPT) with respect to other descriptors

and associated metrics (BioPrint data set).

cific FPT metric. In the Dice formula using 2D-FPT without
any further norming or rescaling, the main criterion control-
ling dissimilarity is the number of common nonzero descrip-
tor elements, as these are the only contributing to the sum
of Di(m)Di(M). Any molecules having no nonzero Dy values
in common will be considered 100% dissimilar. However,
two large molecules with less-sparse 2D-FPT vectors are
much more likely to achieve some fortuitous overlap of their
fingerprints than two small molecules. Even if an overwhel-
ming number of exclusively populated D;’s exist, having Dy-
(m)Di(M) > 0 for at least one k automatically ensures that
such a molecule pair will nevertheless be ranked as more
similar than any pair of small molecules with no shared
triplets at all.

A general problem in molecular similarity scoring—be it
molecular descriptor comparison or activity profile matching—
appears to be the appropriate handling of the uncertain “null”
situations describing the absence of an item (pharmacophore
triplet, affinity with respect to a target) from both molecules.
On one hand, it may be argued that the two compounds share
the absence of an item, which makes them more similar. On
the other, sharing the presence is clearly a stronger proof of
similarity than sharing the absence, and the question is, how
much stronger? Also, how can shared presence and shared
absence be counterbalanced against the number of differences
observed in the fingerprint, to achieve a meaningful final
score?

The excellent NB of the dedicated dissimilarity score
defined in eq 11 suggests an appropriate balancing of the
contributions for the specific case of 2D-FPT. The dis-
similarity score ZFFT is seen to increase in response to (a)
observed differences between population levels of exclusively
populated basis triplets and (b) observed differences between
population levels of shared triplets. The coefficient of the
latter is more important—however, it is the former that

statistically contributes the most to the dissimilarity scores
because situation a occurs more often.

Furthermore, 2T decreases as the total fraction of shared
triplets increases—with the effect that ZFPT(M,M) will
decrease with molecule size: larger molecules (with richer
pharmacophore patterns, strictly speaking) are “more similar
to themselves” than smaller ones. This is not paradoxical if
we give up considering =FPT as a similarity metric, but
consider it as a substitution score not unlike the ones used
for sequence matching in bioinformatics:* the conservation
of the rarer, larger, and functionally specific tryptophane in
two sequences is seen as more significant and given a larger
bonus than the conservation of a ubiquitous alanine.

3.4. Neighborhood Behavior of 2D-FPT, Compared to
the Other Descriptors. Figure 9 compares the NB of 2D-
FPT using ZF*T to that of other descriptor spaces and metrics.
In can be seen that CF chemical fingerprints, which are
tailored for (sub)structure recognition, do not fare better than
size-driven artifacts. All of the pharmacophore descriptors,
however, perform better than cumulated size. At low
selection sizes (large ), PF outperform the fuzzy three-
dimensional FBPA. However, although the latter metric tends
to be too permissive (allowing compound pairs with different
activities among its top-scoring pairs), it is nevertheless able
to retrieve a maximum of existing activity-related pairs while
maintaining a reasonable consistency of the selection (deep
Q minimum). Interestingly, applying higher fuzziness levels
for more distant pharmacophore point pairs (default behavior
in ChemAxon’s pharmacophore fingerprint calculator) seems
counterproductive in this benchmarking test: better results
(PFR) are obtained when this approach is switched off.

It is remarkable that the 2D-FPT curves and notably the
one obtained with the smaller triangle basis set (FPT-1)
originate at relatively low consistency levels. As the selection
is extended, the fraction of activity-related among the co-
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Figure 10. The eight pairs with highly dissimilar activity profiles found among the 50 most similar pairs according to 2D-FPT similarity

scoring (FPT-1 setup).

opted pairs becomes much larger than that seen within the
first top scorers. At high consistency values (0.5—0.7),
significantly more activity-related compound pairs are re-
trieved by 2D-FPT than by any of the other scoring schemes.

Such behavior might be expected with topological descrip-
tors such as 2D-FPT, because pairs of diastereomers (M,M*)
score as much as a compound scores with respect to itself:
SFPT(M.M*) = ZFPT(M,M). The hypothesis that the initial
inconsistency is due to the accumulation of activity-unrelated
diastereomer and enantiomer pairs at the top of the similarity-
sorted pair list must however be discarded. PFs, for example,
are also topological distance-based and use a classical
Tanimoto-based scoring scheme, so that ZPF(M,M*) = ZFF-
(M,M) = 0 and diastereomers are always top scorers.

However, the very high consistency of the right-most data
point of the PFR curve proves that the 105 compound pairs
with 0.00 < XPFR < (.01, the herein included pairs of
diastereomers, are not overwhelmingly activity-unrelated.
Actually, ZFPT no longer guarantees diastereomer pairs to
rank among top scorers. ZT(M,M) > 0 decreases with the
complexity of M, and pairs of slightly differently substituted
analogues (M,M") sharing a highly complex pharmacophore
pattern may score better than pairs of less complex molecules
(m,m*) with identical fingerprints. Although IT"~(m,m*) =
IT**(m,m*) = 0, having ff*(M,M") > frt(m,m*) may
eventually let the pair of close analogues score lower ZFPT
values than the pair of diastereomers. The consistency
inversion observed with 2D-FPT is, unexpectedly, not a
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consequence of ignoring stereochemical information but
actually stems from pairs of closely related analogues of very
high molecular complexity. Among the best-ranked 100 pairs
of compounds according to the FPT-1 setup of 2D-FPT
scoring scheme, 66 have A > 0.2, 30 have A > 0.5, and 15
have A > 0.8. By contrast, in the pair subset ranked from
100 to 200, there are only 21 at A > 0.2, 13 at A > 0.5,
and 6 at A > 0.8, for example, less than half as many NB
violators than in the first 100 pairs. Violator pairs are, beyond
doubt, chemically similar (to the point that finding the
difference when looking at the structures is not always easy;
Figure 10, except for examples 6 and 7, where substitution
differences involve the introduction of a heterocycle and a
cationic group, respectively). It is difficult to “blame” the
2D-FPT metric for having selected them. However, such
“me-too” close analogue pairs are always among the top
scorers of all of the similarity metrics, including PF and
FBPA, but they are not seen to distort either of the herein-
obtained NB curves. It can be safely assumed that, statisti-
cally speaking, closely related analogues differing in terms
of either the stereochemistry or minor substituent changes
tend to have similar biological activities, the exceptions to
this rule being relatively rare (but widely publicized*’). The
previous section showed that 2D-FPTs are able to success-
fully explain some of these “activity cliffs” on the basis of
predicted pK, shifts. It appears however that they also tend
to specifically pinpoint another subset of activity cliffs,
pertaining to a specific series of close analogues that tend
to score better than the ubiquitous activity-related “me-too”
pairs. The 2D-FPT score-driven ranking of the BioPrint
compound pairs evidenced a top-ranking subset of highly
complex and very similar compound pairs with an increased
propensity to form activity cliffs versus that of “typical me-
too” pairs. At this point, it is however unclear whether this
finding may be generalized to suggest that more-complex
molecules are more likely to have their biological properties
strongly affected by small chemical alterations. This is
certainly not true with respect to overall physicochemical
properties: methylation of a macrocycle like the third
example in Figure 10 would hardly affect properties such
as the octanol—water partition coefficient; by contrast, the
methylation of methanol leads to the physicochemically
different dimethyl ether. It is however important to remark
that most of the compound pairs in Figure 10 are natural
compounds or derivatives of natural compounds, optimized
by Darwinian evolution to be perfect binders to a given
target. From this viewpoint, it seems understandable that any
small chemical alteration on the natural ligands may have
dramatic changes in affinity. Synthetic drug molecules appear
to be much less well-adapted to their targets and therefore,
statistically spoken, much more tolerant to structural varia-
tions. 2D-FPT might provide a very useful metric for
molecular complexity and implicit lead-likeness or drug-
likeness—issues*! that will be explored elsewhere.

The second parametrization attempt FPT-2 turned out to
be more successful, but although the subsets of top scorers
are significantly less marked by the accumulation of activity-
unrelated pairs, the previously discussed consistency inver-
sion does not vanish. Its better performance can be mainly
ascribed to the shift of the minimal and maximal topological
edge lengths from 2 to 4 and from 12 to 15, respectively.
Monitoring triplets including directly bound, geminal or
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vicinal atoms does not enhance NB. This makes sense:
binding pharmacophores typically include anchoring points
from different parts of the ligand. Triplets involving, for
example, both the carbonyl =O and the hydroxyl —OH in a
hydroxamic acid RC(=0)—NH—OH are not accounted for
in any of the versions—a specific fitting for metal enzyme
inhibitors might prove necessary under these circumstances.
The coverage of long-range molecular triplets seems to be
very important: it also seems a good idea to extend the size
of actually considered molecular triplets by e = 2 more bonds
beyond Epax.

The initial choice of a grid of basis triplets having a mesh
size (edge increment Eg.,) of 2 appears to be the good
compromise. An Eg., of 3 would have reduced the basis set
size dramatically—however, molecular triangles with edge
size values not appearing in the basis triplets would have
been at risk to fall through the grid meshes, in failing to
match any one of the basis triplets. Successful 2D-FPT setups
with Eg, = 3 may exist but must be actively searched for
in the setup parameter space. Eq, = 1 would, on the contrary,
engender much larger grid sizes, thus causing significantly
more practical problems with the handling of the resulting
descriptors. Given the excellent behavior at Ege, = 2,
potential benefits of denser basis sets are unlikely to outweigh
the descriptor size-related inconveniences.

A first key observation in Figure 11, monitoring the NB
of various metrics with respect to the public data set obtained
by merging eight independent QSAR series, is the much
lower Q values compared to what had been seen within the
BioPrint set. Unsurprisingly, detecting structurally similar
pairs of related activities is a much harder problem within
the diverse set of drugs than within an artificially constructed
set of series of analogues around a limited number of
scaffolds. In this latter case, a simple discrimination between
structural families—telling benzodiazepine-like chemotypes
apart from acetycholine-like ligands and so forth—is suf-
ficient to ensure significant NB. There are, for example, 65
active and 47 inactive ACE binders in the set; for example,
65/1569 = 4.14% of ACE actives in the entire set. Any
metric that would consistently score lower dissimilarity
between any two ACE set members than between an ACE
and a non-ACE compound pair effectively discriminates
between the ACE set and the rest of compounds. Within the
ACE set, the rate of actives is however 65/112 = 58%, which
represents a 58/4.14 = 14-fold enrichment in actives. Under
these circumstances, dissimilarity scoring based on chemical
fingerprints does display a significant NB, in sharp contrast
to the observations made on the BioPrint set. The discrimi-
nation between the various chemical families that make up
the public data set is readily achievable by all three metrics
monitored in Figure 11: all of them avoided ranking any of
the pairs of compounds from different series within the top
550 pairs corresponding to the checkpoints highlighted on
the plots. All NB violators—in the sense of A(m,M) > 0.5—
encountered at these checkpoints are intraseries activity cliffs
regrouping an active and a structurally very close inactive.
Within the top 550 pairs selected by the CF metric, the 128
observed NB violation instances break down into 15 ACE,
27 AchE, 5 BzR, 20 Cox2, 43 DHFR, and 18 THR
compound pairs. Pharmacophore-based metrics should go
beyond activity class recognition and successfully tell apart
actives and inactives on the basis of a common scaffold. This
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Figure 11. Comparative Q—y plots illustrating the NB of 2D-FPT (setup FPT-2, using ZfPT) with respect to ChemAxon chemical and
pharmacophore descriptors and associated metrics (public data set regrouping 1569 compounds from eight QSAR series).
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Figure 12. Typical “activity cliffs” of dihydrofolate reductase—very similar compound pairs with significantly differing DHFR activities
(A > 0.5). Such compound pairs are consistently perceived as similar by all metrics—however, only the ZFPT formalism ranks these relatively

complex compound pairs among the top 550.

is indeed observed with both PF and FPT metrics: both of
these and particularly the latter reach out into higher
consistency domains, not accessible to the CF approach.
Unlike in the BioPrint study case, PF-driven NB reaches
relatively better optimality scores at a same consistency or
relatively higher consistencies at the same selection size (0.8
instead of 0.7 for the top 550 selected pairs, see checkpoints).
An analysis of NB violators reveals that PF retrieved 92 such
pairs within the top 550: 7ACE, 4 AchE, 3 BzR, 59 Cox2,
and 19 DHFR, whereas FPT retrieved 138: 5 ACE, 48 Cox2,
83 DHFR, and 2 THR. The FPT approach thus experiences
a sharp decrease of its NB criteria because of a local
accumulation of DHFR activity cliffs, some typical examples
of which are depicted in Figure 12. These are clearly
structurally highly related compounds scoring very low
dissimilarity values within both FPT and PF formalisms.
However, only the former score includes a bonus for
pharmacophore complexity, or it can be seen that DHFR
ligands are among the most complex compounds in this set.

DHEFR pairs are therefore relatively better ranked than other
intraset pairs when using FPT. Unfortunately, DHFR appears
to display a rugged structure—activity landscape ridden by
activity cliffs that cannot be conveniently explained by any
of the herein explored metrics. This may be an illustration—
but still no definite proof—of the possible correlation between
ligand complexity and the propensity for activity cliffs,
previously cited as an envisageable explanation for the
observed consistency inversion of the FPT metric within the
BioPrint set.

3.5. Virtual Screening Results of Seeded Compound
Collections. Such simulations directly address the ability of
the metrics to discover actives from databases but are less
well-suited for rigorous benchmarking than the general NB
analysis reported previously, insofar as the following are
concerned:

e While a retrieval of a maximum of hidden actives among
the top neighbors of each lead compound is desirable, it is
not clear how many of the hidden actives are genuinely



P J. Chem. Inf. Model.

BONACHERA ET AL.

—&— Confirmed Actives (PF)

== Confirmed Actives (FPT-2) =°=Confirmed Inactives (FPT-2)

—#- Confirmed Inactives (PF)

1%

7 H
w <, "o
2 6‘@()\5\5 i cn,
é_ c O .
51 HyC
Q N
3 i
o 4
o
(2]
? 37
>
2
=
11
0 ¥y W, WM WA o W vy WA v W— }
8 H
SH N °
5 ‘o N-R
8_ 61 ¢
g )
o 51
°
3
& 47
°
2 3
[
%
e 2]
X
11
0 fr——p—a—a—4#&
90
» Cl "
2 ao-@—\"%
=1 o
2 70- "
£ 70 <l N<N
1)
O 60 o
°
3 J
& 50 .
el OH
0 40+
2
o 301
14
X 201
10
0 . . . .
0 20 40 60 80

100 120 140 160 180 200

Selection Size

Figure 13. Results of virtual screening, probing each of the shown references against the MayBridge collection, seeded with compounds
of known c-Met affinity (including actives with pICsy = 7). Plots report the number of known actives and known inactives within subsets
of nearest neighbors (subset size on the x axis) retrieved by the 2D-FPT (FPT-2 setup) and PF metrics, respectively.

similar to the lead and therefore eligible to be a virtual hit.
Similarity to an active lead may be a sufficient but is clearly
not a necessary condition. Unlike in virtual screening
approaches based on QSAR or docking scores, successful
similarity scoring is not expected to systematically score all
of the actual active “ligands” better than the inactive
“decoys”—if the set to be screened includes actives that are
genuinely dissimilar to the reference, this subset of ligands
might actually systematically score worse than decoys. The
distributions of active ligands with respect to their similarity
scores might actually be bi- or multimodal, complicating even
more the statistical assessment of its robustness.*> The
selection criterion being the match of overall pharmacophore
patterns—including those parts in which variability is not
detrimental to binding—a search around a single lead may
be too narrow.*? In the present work, searches around single
leads were performed with two different metrics (FPT and
PF) and will be discussed in terms of relative retrieval rates.

o The key uncertainty in exploiting these results is the
unknown activity status of the compounds from the bulk
collection. The total number of actives present within the
top neighbors is unknown, unless those compounds are
ordered and tested against the target under study. Therefore,
this study used both known actives and inactives for seeding.
Selective enrichment in known actives, all while keeping the
known inactives (often closely related analogues from the
same series) out of the top neighbor set, is a strong indication
of an increased probability to discover real actives among
the hits from the bulk collection.

In the c-Met tyrosine kinase study case, the first two out
of three lead compounds appear to be located at the rims of
the cluster of the literature compounds of known activities.
Both the PF and 2D-FPT-based metrics agree on the fact
that the first lead (top plot in Figure 13) appears to have
only two other known actives in its immediate neighborhood,
with PF finding two more within the (arbitrary) limit of 200
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Figure 14. Virtual screening results for the D2 ligand study case (see legend of Figure 10 for details).

selected neighbors. However, the PF approach also co-opts
four to six known inactives, which 2D-FPT successfully
avoids. The results around the second lead compound are
also clearly better with 2D-FPT, which recognizes roughly
three times more known actives at basically equal numbers
of co-opted inactives. The third c-Met lead appears, according
to both metrics, to lay at the center of the c-Met compound
cluster. Within the top 120 neighbors, retrieval levels closely
match each other—with a slight advantage in favor of the
PF approach, while at bigger selection sizes, the number of
inactives co-opted by the PF significantly increases.

The study cases involving dopaminergic D2 compounds
(Figure 14) showed that in all three situations lead molecules
were well-surrounded by neighbors within the series. The
first experiment may be considered a success of the PF
approach—although it is still co-opting more inactives, it does
better in known active retrieval by a clear margin. 2D-FPT
clearly wins the second screening round, by simultaneously
maximizing actives and minimizing co-opted inactives. The

third experiment, eventually, is less clear-cut as the PF
approach manages to retrieve more actives but only at the
price of co-opting many more inactives than 2D-FPT.

Overall, the 2D-FPT-driven virtual screening appears to
be more consistent—with respect to known actives and
inactives—in the sense that higher active retrieval rates by
PF are always accompanied by higher inactive retrieval rates
as well. 2D-FPT systematically keeps the inactive retrieval
rate equal or lower while nevertheless managing to improve
the active retrieval rate in certain examples.

4. CONCLUSIONS

The insofar proven success of 2D-FPT-based similarity
scoring compared to other fuzzy 2D and 3D pharmacophore
descriptors is not surprising, as the three key innovations
introduced here with respect to classical state-of-the-art
descriptors and metrics are straightforward, chemically
meaningful, and therefore expected to trigger improvements:
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(1) The fuzzy mapping of molecular triplets on basis
triplets is beneficial even in the context of topological
distances (and assumed essential in a 3D context prone to
conformational artifacts). It allows to accommodate the
natural tolerance of receptors with respect to the number of
bonds separating two binding groups and, from a practical
point of view, allows a significant reduction of the descriptor
dimension to a few thousands compared to >50 000 in binary
fingerprints.

(2) The pK,-dependent pharmacophore-type weighting
scheme is able to correct many of the unavoidable incon-
sistencies that are introduced by rule-based flagging. Fur-
thermore, local substituent swaps that, per se, would not
translate to any significant pharmacophore pattern change
as far as rule-based flagging is concerned may cause pK,
values to drift across the pH threshold and therefore trigger
dramatic changes in the equilibrium population (and com-
pound activity). Some of the “activity cliffs” in the structure—
activity landscape of classical descriptor spaces are thus
proven to be artifacts due to the failure of the latter to account
for proteolytic equilibrium shifts. In the 2D-FPT space—for
the first time, to our knowledge—this particular cause of
landscape ruggedness has been successfully dealt with
(insofar as the pK, prediction tool is accurate, which appears
to well be the case of the ChemAxon pK, calculator
employed in this work).

(3) The original similarity scoring scheme developed here
recalls the simple truism that similarity due to the fact that
a type is absent from both molecules is weaker than similarity
due to the fact that both molecules contain the same type.
As, in our hands, none of the classical scoring schemes
managed to find the appropriate balance between contribu-
tions from shared, null, or exclusive triplets, such an optimal
balance has been actively searched for—and found.

FPT as well as other pharmacophore-based descriptors
have shown significant NB with respect to both diverse
compound sets (BioPrint) and sets composed of several series
of analogues. It is generally speaking much easier to
demonstrate NB with respect to the latter situation, where
simple discrimination between the main chemotypes at the
basis of the various analogue series may suffice. The
conclusions drawn on the basis of such studies may however
be subject to different sources of bias due to relative size,
chemical complexity, and other peculiarities of the considered
analogue series. Mining for the underlying pharmacophore
similarity in series with few representatives for each repre-
sented scaffold is much more challenging but successfully
achieved by the FPT methodology. An interesting and
recurring observation made in this work, requiring further
investigation, is the possible correlation between the average
pharmacophore complexity of the ligands of a target and its
propensity for activity cliffs.
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APPENDIX A: THE ACTIVITY DISSIMILARITY SCORE

Similarity is an empirical concept, and there are no
fundamental laws determining whether the activity profiles
of two bioactive organic molecules are intrinsically similar
or not. Like in the case of structural similarity, activity
dissimilarity awaits for empirical definitions to be tried,
validated, or discarded with respect to their usefulness in
quantitative NB studies. Neighborhood behavior is neces-
sarily a boot-strapping problem: its key assessment—that
neighbors in a first (calculated) property space are likely to
also be neighbors in a second (activity) property space—
relies on two independent definitions of what “neighborhood”
is supposed to mean in each one of the spaces.

For the above-mentioned reasons, this work postulates an
activity dissimilarity score on the basis of plain medicinal
chemistry common sense. Examples in which classical
metrics (Euclidean, vector dot product, etc.) return counter-
intuitive dissimilarity measures will be discussed in order
to highlight the need for a novel scoring scheme. Its implicit
validation however comes from the fact that this definition
of closeness in activity space respects the NB principle with
respect to various molecular similarity metrics in structure
space. In the following, the working hypotheses and param-
eters adopted in order to estimate the similarity of two
activity profiles will be briefly outlined.

Profile similarity is determined by the behavior of a
molecule pair (M,m) with respect to each target 7. The target-
specific response difference A(M,m) is defined as

AM,m) =
0 if |p(M) — p,(m) <0.5
1 if |p (M) — p(m) = 2.0
Ip(M) — p(m)| — 0.5 - (AD)
1'5 otherwise

A(M,m) expresses a typical medicinal chemist’s approach
to activity comparison: two compounds with pICsy values
within 0.5 log units are said to have roughly the same
activity; if however the pICs, difference exceeds two log
units, the molecules are beyond any doubt of different
activity. In many situations, two log units is used as a
landmark for selectivity: more than 2 orders of magnitude
of affinity difference may not make any practical difference.

The activity index a,(m) of a molecule m with respect to
a target ¢ is defined as a step function of the actual pICsy
value, such that compounds with affinities better than or
equal to 1 uM count as active. A micromolar landmark for
activity is widely used, especially in early stages of lead
discovery.

0if p(m) < 6.0

1 otherwise (A2)

o (m) = {

On the basis of definitions Al and A2, Ngig(m,M) and fair-
(m,M)—the index and respectivel fraction of significant
differences in the profiles of molecules M and m are defined
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as
N&arge!s
Nyige(m,M) = 2 [o,(m) + a(M) —
=1
2a,(m) a,(M)] A (m.M)
N, s
Fuieim,M) = Nan( M) (A3)

Ntargets
In the Ny index, the first factor plays the role of logical
exclusive or it equals 1 if and only if either o, (m) = 1 or
a (M) = 1. If so, Ny is incremented by the amount of the
target-specific response difference A(M,m): a pair (M,m)
of approximately micromolar affinities on opposite sides of
the 1 M threshold will not contribute. Intuitively, Ny is a
fuzzy counter of the obvious activity differences in the
profile.

The index and respective fraction of similarities Ngm(m,M)
and fim(m,M) observed in the activity profiles of the two
molecules are defined as

M targets

NymmM) =Y a,(m) a,(M) x [1 — A(m,M)]
=1

Nsim(m ’M)
N,

targets

Jsim(m,M) = (A4)

Ngim 1s the fuzzy counter of targets with respect to the two
compounds having both strong [o,(m) = o,(M) = 1] and
similar [A(M,m) < 1] activities. Positive Ny, signals that
the two compounds both interact with the same active site-
(s) and are therefore likely to include some common
pharmacophore elements—insofar as most receptors tend to
display a set of key interaction points that are always used
in ligand binding, next to less important specific anchoring
groups that form specific interactions with specific ligands.
It is important to note that Ng and Ngm do however not
sum up to the total number Nyees. With respect to a pair of
molecules, the set of targets making up the activity profile
can be split into three domains: similarity, difference, and
uncertainty, of sizes Ngm, Naifr, and Nerges — Naitt — Nsim,
respectively. The uncertainty domain regroups targets for
which molecules m and M display neither clear-cut different
nor obviously similar behaviors. These include the (few)
cases when compounds display significant potency differ-
ences despite both being active and the (ubiquitous) targets
with respect to which m and M similarly fail to bind. A
mutual lack of activity brings little information: molecules
may be both inactive because of their similarity, or they may
be each inactive in their own way.

The final activity dissimilarity score A(m,M) associated
with the activity profiles of molecules m and M is defined
according to the following equation:

AmM) = PlfyemM) — A x f (m,M)]  (AS)
with the conversion function 1(x) defined below:

0 ifx<0
Wix) = 1 if x < 0.05 (A6)
0.1 + 18xif 0 < x < 0.05

J. Chem. Inf. Model. S

In our opinion, this piecewise context-depending similarity
scoring scheme returns a calculated profile activity score in
agreement with medicinal chemistry and pharmaceutical
know-how. A is a compromise between the sizes of the
difference and similarity domains, with an empirical A = 5
empirically chosen to emphasize the importance of observing
actual similarities. The role of the conversion function 3 (x)
is to ensure the following:

e Only compound pairs sharing at least one significant
(better than 1 uM) common hit in the profile may qualify to
score top profile similarity (e.g., minimal A = 0), provided
that the number of observed differences is low enough.

o If difference compensates for similarity, or if neither
differences nor similarities could be evidenced (fully “un-
certain” profiles, in the above-mentioned sense), a compro-
mise score of 0.1 is returned. This value was chosen such
as to signal that such profiles are clearly not different but
should nevertheless not be allowed to compete in ranking
with doubtlessly similar profiles at A = 0.

e Clearly different profiles, with Ny > ANgm score A
values above 0.1, reach an upper limit of 1.0 if the excess
differences make up more than 5% of the total number of
targets in the profile.

It must be noted that A is not, strictly speaking, a metric:
AM,M) = 0 only if M binds at least to one target, with
more than 1 uM of affinity. It is important to note that the
conception of the A score ensures, unlike Euclidean or block
distance metrics, a context-dependent activity difference
interpretation. For example, the situation p(m,f) = 5.0 and
p(M.,t) = 7.0 marks an important difference between m and
M, in the sense that selecting m from a database by means
of a similarity screening experiment with respect to M might
count as a failure. However, if p(m,f) = 7.0 and p(M,t) =
9.0, the discovery of m starting from M typically goes as a
success, although the same 2 orders of magnitude of activity
were lost. In the former case, target ¢ contributes +1 to Ngig-
(m,M), while in the latter, ¢ contributes zero to both N
and Ngm. Eventually, if p(m,t) > 7.0 and p(M,t) = 9.0, target
t becomes a contributor to Ngi,. The A score therefore ranks
a compound pair of activities (8,9) as more similar than a
pair of activities (7,9) with respect to the target in question—
like any Euclidean or Hamming score. Unlike these latter,
however, A also meaningfully prioritizes the (7,9) pair over
the (5,7) pair.

The failure of classical similarity metrics to respond
differently to compound pairs that are both active and
respectively both inactive often leads to an inappropriate,
counterintuitive estimation of activity dissimilarity, as ex-
emplified in Figure 15. The two bar plots represent compara-
tive activity profiles—biological targets are aligned along the
x axis, while the empty and filled bars respectively represent
the pICsy values of the compared molecules with respect to
each target. Practically, ICsy values are only measurable
starting from a certain activity threshold of the ligand—for
compounds that are not active enough, a baseline pICs, value
of 3.0 is assumed (this also applies to BioPrint data). The
left-hand graph displays a pair of molecules which have
measurable pICsy values with respect to a single target in
the profile, and only one of them binds strongly enough to
qualify as a potential hit or lead. A significant activity
difference of three log units can be observed—obviously,
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Figure 15. Two bar plots representing comparative activity profiles.

these molecules have different activity profiles. No other
targets contribute to the Euclidean activity dissimilarity score,
which therefore equals 3. The right-hand plot displays, by
contrast, a pair of molecules with almost ideally covariant
activities: they bind to the same targets, with comparable
and significant—although not identical—affinities. However,
every such target, rather than counting as a bonus in the
profile similarity scoring, actually contributes some increment
to the Euclidean profile dissimilarity score, which exceeds
the dissimilarity level of the left-hand “different” compound
pair and reaches 3.68. It is highly unlikely to expect identical
activity values from binders to a same target, but it is
guaranteed to get identical entries in the profile vector if
none of the compounds have measurable pICsy) values—
therefore, compound pairs with low hit rates in the profile
will be spuriously favored by Euclidean scoring. A vector
dot-product-based scoring metric would hardly perform
better—as, in the left-hand plot, the only signals above the
basis level stem from the same target; scores close to 1.0
(maximum similarity) are expected no matter what precise
formula is used to calculate the profile correlation coefficient.

APPENDIX B: NEIGHBORHOOD BEHAVIOR
CRITERIA.

NB analysis relies on monitoring activity dissimilarity
within the subset P(s) of molecule pairs (m,M) having
calculated structural dissimilarity scores 2(M,m) below a
variable dissimilarity threshold s. Let N(s) represent the
number of pairs retrieved by the selection P(s) and which
represent a fraction f{s) = N(s)/Nu out of the total number
of molecule pairs in the study. The consistency score x(s) is
defined in eq B1 by situating the average activity dissimilar-
ity (A(m,M))p of the N(s) pairs in the actual selection at
threshold s, in the context of (1) its upper baseline, the global
average (A(m,M)), of all of the pairs in the study, which
(A(m,M))p(s,) approaches if selection at threshold s leads to
a subset P(s) as poor in activity-related pairs as a randomly
picked one, and (2) its lower, ideal baseline, representing
(A(m,A/D)%[g , the average A of the N(s) compound pairs
with the lowest A among the given Ny, pairs.

_ <A(mJW)>au - <A(m’M)>P(s)
(A(m,M)),; — <A(m’A/[)>II\\;[(IsI;I

x(s) (B1)

rrrrrrrrrrTrTTT T T T T T T

Activity (pIC50)
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The overall optimality criterion Q(s) renders a weighted
account of two molecule pair counts in the actual selection
of pairs P(s) and randomly picked pairs:

e The first is the number of false similar pairs Ngg
[structurally similar pairs with dissimilar activity profiles:
2(M,m) = s and A(M,m) > k]. A scaling factor K > 1 is
applied to Ngs in order to take into account that, in virtual
screening applied to drug discovery, the selection of pairs
with diverging activity profiles is more penalizing than a
failure to select all of the activity-related pairs (see below).
In this work, K = 100.

o The second is the number of potentially false dissimilar
pairs Nppp [activity-related molecule pairs, apparently not
structurally similar enough to be selected: X(M,m) > s and
AM,m) < «].

The determination of Ngs and Npgp requires in principle!®
a choice of the tolerated activity dissimilarity threshold x—
in the current context, however, every selected molecule pair
(M,m) in P(s) is fuzzily contributing an increment of A-
(m,M) to Ngs and 1 — A(M,m) to Nprp. In a random selection
process, a set of size N(s) would include activity-related and
activity-unrelated pairs in a proportion equal to their overall
occurrence in the total pair set and therefore

KNgg + Npgp
Qs)=—""""=
KNGS + NS
KY AMm)+ Y, [1 = AGmM)]
P(s) All—=P(s)
(B2)
N(s) N(s)
K—Y Am.M) + [1 ——|Y[1 — AM.m)]

all all all J all

NB can be graphically assessed by plotting the optimality
criterion € against the consistency y at various structural
similarity thresholds s. Low Q at high y signals good
neighborhood behavior.

Supporting Information Available: The public data set
complied from eight QSAR series, including calculated FPT
descriptors (FPT-2) and the .xml setup files controlling com-
pound standardization and generation of ChemAxon PF and
CF descriptors. This material is available free of charge via
the Internet at http:/pubs.acs.org. Activity dissimilarity A-
(M,m) and FPT dissimilarity scores ZF™°(M, m)—not shared via
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pubs.acs.org for technical reasons (files too large)—are avail-
able upon request (dragos.horvath@univ-lille1.fr).
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Abstract

Solving the structure prediction problem for complex proteins is difficult and computationally expensive. In this paper, we propose a bicriterion
parallel hybrid genetic algorithm (GA) in order to efficiently deal with the problem using the computational grid. The use of a near-optimal
metaheuristic, such as a GA, allows a significant reduction in the number of explored potential structures. However, the complexity of the problem
remains prohibitive as far as large proteins are concerned, making the use of parallel computing on the computational grid essential for its efficient
resolution. A conjugated gradient-based Hill Climbing local search is combined with the GA in order to intensify the search in the neighborhood
of its provided configurations. In this paper we consider two molecular complexes: the tryptophan-cage protein (Brookhaven Protein Data Bank
ID 1L2Y) and «a-cyclodextrin. The experimentation results obtained on a computational grid show the effectiveness of the approach.

© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Protein structure prediction; Genetic algorithm; Hill climbing; Parallel computing; Grid computing

1. Introduction

Nowadays, grid computing is admitted as a powerful
way to achieve high performance on computational-intensive
applications. The protein structure prediction problem, further
referred to as PSP, is one of the particularly interesting
challenges of parallel computing on the computational
grid. The problem consists in determining the ground-
state conformation of a specified protein, given its amino
acid sequence—the primary structure. In this context, the
ground-state conformation term designates the associated

* The current article is developed as part of the Conformational Sampling
and Docking on Grids project, supported by ANR (Agence Nationale de la
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tridimensional native form, known as zero energy tertiary
structure. Addressing the mathematical model, paradigms
based on quantum mechanics and the Schrodinger equation
were developed in the literature, as well as empirical techniques
based on classical dynamics—to be further discussed in the
following sections.

Although there exist laboratory methods addressing the
herein described problem, prohibitory costs and the long
experimentation time required make them unfeasible for large
scale application. As a consequence, computational protein
structure prediction represents an interesting alternative, though
complexity matters impose strong limitations. For a reduced
size molecule composed of 40 residues, a number of 1040
conformations must be taken into account when considering,
on average, 10 conformations per residue. Furthermore, if a
number of 10'* conformations per second is explored, a time
of more than 10'® years is needed for finding the native-
state conformation. For example, for the [met]-enkephalin
pentapeptide, composed of 75 atoms and having five amino
acids, Tyr-Gly-Gly-Phe-Met, and 22 variable backbone dihedral
angles, a number of 10'! local optima is estimated. Detailed
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aspects concerning complexity matters were discussed in [20,
21], leading to the mention of the Levinthal’s paradox [6]
which states that, despite numerous pathways, in vivo molecular
folding, for example, has a time scale magnitude of several
milliseconds.

Notes on molecular structure prediction complexity may be
found in [19]. Although it may not be possible to construct
a general mathematical model for describing molecular
structures, it may be inferred that no polynomial time resolution
is possible if no or less a priori knowledge is employed. As
a consequence, no simulation or resolution is possible unless
extensive computational power is applied. Thus, a distributed
grid approach is required.

Genetic algorithms are population-based metaheuristics that
allow a powerful exploration of the conformational space.
However, they have limited search intensification capabilities,
which are essential for neighborhood-based improvement (the
neighborhood of a solution refers to part of the problem’s
landscape). Therefore, the GA is combined with a conjugated
gradient-based Hill Climbing local search method, in order to
improve both the exploration and the intensification capabilities
of the two techniques. In addition, the GA is parallelized
in a hierarchical manner. Firstly, several GAs cooperate by
exchanging their genetic material (parallel island model [3]).
Secondly, as the fitness function of each GA is time-intensive
the fitness evaluation phase of the GA is parallelized (parallel
evaluation of the population model [3]). These two models are
provided in a transparent way through the ParadisEO-CMW
framework [1], dedicated to the reusable design of parallel
hybrid metaheuristics on computational grids.

The interest in multicriterion structure prediction resides in
result optimality and problem simplification. It can be argued
that the native structure of a molecule should not be described
through one unique conformation but through an ensemble
of conformations, as in statistical mechanics [8]. As per
environment interactions and the non-rigidity of a molecule’s
conformation, structural description may be performed by using
a set of potentially transitory conformations. In this case,
the transitory conformations are distributed at the base of
a funnel-like energy landscape. As a consequence, relating
to mesoscopic and macroscopic realm aspects, multicriterion
analytical and computational models are extremely important
for the complete in silico characterization of molecular systems.

The latter argument, concerning problem simplification,
refers to molecular processes complexity, in terms of number
of local optima—as mentioned above, a number of 10" local
optima is estimated for the [met]-enkephalin pentapeptide.
The reduction of the number of local optima may be attained
by transforming a monocriterion optimization problem into
a multicriterion problem, experimental results in this respect
being furnished in [7]. It should be mentioned that, at this time,
the existing approaches focus on monocriterion definition terms
for problem resolution.

The importance of the PSP problem is reinforced by the
ubiquitousness of proteins in the living organisms, applications
of computational protein structure prediction directed to
computer assisted drug design and computer assisted molecular

design. From a structural point of view, proteins are complex
organic compounds composed of amino acid residues chains
joined by peptide bonds. Proteins are involved in immune
response mechanisms, enzymatic activity, signal transduction
etc. Due to the intrinsic relation between the structure of a
molecule and its functionality, the problem implies important
consequences in medicine and biology related fields.

An extended referential resource for protein structural
data may be accessed through the Brookhaven Protein Data
Bank! [26]. For a comprehensive introductory article on protein
structure, consult [9]. Also, for a glossary of terms, see [29].

In this paper, we propose a bicriterion genetic algorithm
(GA), based on Newton’s classical mechanics for performing
molecular energy calculations. The proposed approach has
been applied for two molecular complexes: the tryptophan-
cage protein (Brookhaven Protein Data Bank ID 1L2Y)
and «a-cyclodextrin. The experimental results obtained on
a computational grid demonstrate the effectiveness of the
approach.

The remainder of the paper is organized as follows: a
brief review on the related work is proposed in Section 2
indicating the main directions for solving the problem.
Section 3 presents the basis for constructing the parallel GA
approach—elementary theoretical elements are also presented.
In Section 4, the ParadisEO-CMW framework is described,
along with the subsidiary underlying middleware, Condor-MW,
the final part of the corresponding section sketching the general
implementation aspects. In Section 5, experimentation results
are given with an introductory presentation of the GRID5000
computational grid. Section 6 comprises the conclusions.

2. Related work for the protein structure prediction
problem (PSP)

In order to address the PSP problem, by analytical and
computational means, a mathematical model that describes
inter-atomic interactions must be constructed. The interactions
to be considered are a resultant of electrostatic forces,
entropy, hydrophobic characteristics, hydrogen bonding, etc.
The interactions are quantified in terms of energy levels,
relating to the internal energy of the molecule. Precise energy
determination also relies on the solvent effect enclosed in the
dielectric constant € and in a continuum model based term.

A trade-off is accepted, opposing accuracy against the
approximation level, varying from exact, physically correct
mathematical formalisms to purely empirical approaches. The
main categories to be mentioned are de novo, ab initio
electronic structure calculations, semi-empirical methods and
molecular mechanics based models. Hybrid and layered
approaches were also designed, in order to reduce the amount
of performed calculus to the detriment of accuracy.

The mathematical model describing molecular systems is
formulated upon the Schrodinger equation, which makes use
of molecular wavefunctions for modeling the spatio-temporal

1 http://www.rcsb.org—Brookhaven Protein Data Bank; offers geometrical
structural data for a large number of proteins.
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probability distribution of constituent particles [10]. It should
be noted that, though offering the most accurate approximation,
the Schrodinger equation cannot be accurately solved for more
than two interacting particles. For resolution related aspects,
please consult [27,28]. Extended explanations for the herein
exposed directions are available via [10-12,9].

Ab initio (first principles) calculations rely on quantum
mechanics for determining different molecular characteristics,
comprising no approximations and with no a priori required
experimental data. Molecular orbital methods make use of
basis functions for solving the Schrodinger equation. The
high computational complexity of the formalism restricts their
application area to systems composed of tens of atoms.

Semi-empirical methods substitute computationally expen-
sive segments by approximating ab initio techniques. A de-
crease in the time required for calculus is obtained by em-
ploying simplified models for electron—electron interactions:
extended Hiickel model, neglect of differential overlap, neglect
of diatomic differential overlap, etc.

Empirical methods rely upon molecular dynamics (classical
mechanics based methods), and were introduced by Alder
and Wainwright [16,17]. After more than a decade protein
simulations were initiated on bovine pancreatic trypsin
inhibitor—BPTT [18]. Empirical methods often represent the
only applicable methods for large molecular systems, namely,
proteins and polymers. Empirical methods do not make use
of the quantum mechanics formalism, relying solely upon
classical Newtonian mechanics, i.e. Newton’s second law—the
equation of motion. As to the basis of the considered approach,
we should mention that, according to recent results [22,23],
empirical methods exceed ab initio methods. Conceptually,
molecular dynamics models do not dissociate atoms into
electrons and nuclei but regard them as indivisible entities. The
following list offers a few examples of molecular mechanics
force fields:

e AMBER—Assisted Model Building with Energy Refine-
ment;

o CHARMM—Chemistry at HARvard Molecular Mechanics,

e OPLS—Optimized Potentials for Liquid Simulations.

Also, hybrid and layered methods exist [13—15], connecting
several methods through various computing architectures, in an
attempt to obtain accurate results at low computational costs,
and, consequently, in a reduced period of time.

3. A parallel hybrid metaheuristic for solving PSP
3.1. Multicriterion evolutionary algorithm basis

Evolutionary algorithms are stochastic search iterative
techniques, with a large area of appliance—epistatic, multi-
modal, multicriterion and highly constrained problems [1].
Stochastic operators are applied for evolving the initial
randomly generated population, in an iterative manner. Each
generation undergoes a selection process, the individuals being
evaluated by employing a problem specific fitness function.

Algorithm 3.1. EA pseudo-code.

Generate(P(0));

t:=0;

while not Termination_Criterion(P(¢)) do
Evaluate(P(t));
P'(t) := Selection(P (¢));
P'(t) := Apply_Reproduction_Ops(P’(¢));
P(t+1) :=Replace(P(t), P'(1));
t=t+1;

endwhile

The pseudo-code above shows the generic components of an
EA. The main subclasses of EAs are the genetic algorithms,
evolutionary programming, evolution strategies, etc.

Due to the nontriviality of the addressed problems, requiring
extensive processing time, different approaches were designed
in order to reduce the computational costs. Complexity is
also addressed by developing specialized operators or hybrid
and parallel algorithms. We have to note that the parallel
affinity of the EAs represents a feature determined by their
intrinsic population-based nature. More precisely, the main
parallel models are the island synchronous cooperative model,
the parallel evaluation of the population and the distributed
evaluation of a single solution. For a complete overview on
parallel and grid specific metaheuristcs refer to [1-4].

3.2. Multicriterion optimization context

A basic introduction to multicriterion theoretical tools is now
presented. A succinct overview of existing research directions
in multicriterion optimization may be found in [30].

The solution of a multicriterion optimization problem is
represented by a multitude of individual feasible solutions—
a Pareto-optimal front, to be defined in the following lines. A
solution, identified as a composing point of a Pareto front, is
designated as a Pareto point.

Definition 1. Let x1,x, € A be two feasible solutions for a
multicriterion problem P, and f : A — B, a cost function. We
say that solution x; dominates solution x, denoted as x; < x»,
if the following are simultaneously true:

Viell,...,t], fi(x1) < fi(x2);
Jiell,...,t], fi(x1)) < fi(x2).

The solutions x1, x5 are said to be non-dominated with respect
to each other if neither of the x| < x7, xp < x| relations are
true, i.e. neither solution dominates the other.

Definition 2. Let F be a set of solutions for a multicriterion
problem P, F C A. It is said that F is a Pareto-optimal set (or
front)if Vx € FandVx' €e A — F,x < x'.

Examples of domination relations may be found in Fig. 1, while
Fig. 2 illustrates a Pareto front example.
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Fig. 1. x| dominates x5; x| non-dominated with x3 and x, non-dominated with
x3.

Fig. 2. Pareto front formed of: x1, x3, x3, x4; supported points (points located
on the convex hull enclosing the entire set of solutions): xi, xp, x4; non-
supported point (point at the interior of the convex hull): x3; dominated point:
X5.

3.3. Problem formulation and encoding

The algorithmic resolution of the PSP, in heuristic context,
is directed through the exploration of the molecular energy
surface. The sampling process is performed by altering the
backbone structure in order to obtain different structural
conformations.

Different encoding approaches were considered in the
literature, the trivial approach considering the direct coding
of atomic Cartesian coordinates [24]. The main disadvantage
of direct coding is the fact that it requires filtering
and correcting mechanisms, inducing non-negligible affected
times. Moreover, by using amino acid based codings [25],
hydrophobic/hydrophilic models were developed. In addition,
several variations exist, making use of all-heavy-atom
coordinates, C, coordinates or backbone atom coordinates,
where amino acids are approximated by their centroids.

For the herein described method, an indirect, less error-
prone, torsional angle based representation was preferred,
knowing that, for a given molecule, there exists an associated

Fig. 3. Chromosome encoding based on specifying the backbone torsional
angles.

sequence of atoms. More specifically, each individual is coded
as a vector of torsion angle values— Fig. 3.

The defined number of torsion angles represents the degree
of flexibility. Apart from torsion angles which move less than
a specified parameter, all torsions are rotatable. Rotations
are performed in integer increments, energy quantification of
covalent bonds and non-bonded atom interactions being used
as optimality evaluation criterion.

3.4. A parallel genetic algorithm for solving PSP

Genetic Algorithms (GAs) represent Darwinian-evolution
inspired methods, a random population of individuals evolving
in generations through different strategies in order for
convergence to be achieved, with respect to optimality criteria.
The genotype represents the raw encoding of individuals while
the phenotype encloses the coded features. For each generation,
individuals are selected on a fitness basis, genotype alteration
being performed by means of crossover and mutation operators.
Applying the genetic operators has as a result the modification
of the population’s structure as to intensify exploration inside a
delimited segment or for diversification purposes.

The herein described algorithm comes as the result
of a meta optimization process [5], experiments being
performed for identifying optimal parametrization. A parallel
design is considered, the general sustaining architecture of
the developed algorithm conceptually following the generic
parallel metaheuristic sketch, previously presented.

The granularity of the problem, as a counterpart for
the computationally expensive fitness evaluations, biased the
resolution pattern towards a parallel, island-model approach.
As a consequence, several populations evolve on a master
machine, fitness function estimations being distributed on
remotely available computing units. We have to note that the
evaluation of the fitness function consists of several stages,
including the calculation of Cartesian atomic coordinates,
inter-atomic distances determination etc. A distributed fitness
calculation does not represent an option, incurring a significant
synchronization overhead. Common one-point and two-point
crossover and mutation operators were used.

3.5. Fitness function

The function to be optimized, under the bicriterion auspices,
is computed by making use of bonded atom energy and non-
bonded atom energy, as distinct entities. The result obtained is
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Fig. 4. Energy surface for a-cyclodextrin. High energy points are depicted in light colors, the low energy points being identified by the dark areas. (For interpretation
of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

compared with a Pareto front of solutions, the feasibility of a
given individual being related to the dominance concept.

An intuitive reasoning leads to the fact that the bonded and
the non-bonded energy terms are antagonist (verified through
the performed experiments), although no formal demonstration
exists in the literature. Hence, it may be stated that the problem
qualifies for multicriterion optimization. The quantification of
energy is performed by using empirical molecular mechanics,
under the CHARMM realm as follows:

Eponded = »_ Kpb—bo)*+ Y Ko(0 — o)
bonds bondangle

+ > Kg(1 —cosn(p — o))

torsion

a b
Enbonded = Z Kij_Kij+ Z qi4j

fbonde dlz g6 4red;;
Van der Waals i ij Coulomb J

2v/. 2y/.

Ly Kq?Vj+43Vi

d4
desolvation ij

where Epondend and Enponded represent the energy of the bonded
and non-bonded contributions respectively.

The involved factors model oscillating entities, the inter-
atomic forces being conceptually simulated by considering
interconnecting springs between atoms. At this point, a specific
constant is associated with each type of interaction, notationally
denoted by Kiner- An optimal value for the considered
entity (bond, angle, torsion) is introduced in the equation as
reference for the variance magnitude—(7T — Tp). T stands
for the experimentation value, while T specifies the natural,
experimentally observed value, when the entity is pulled out of
its context.

In more specific terms, b represents the bond length, 6
the bond angle, ¢ the torsion angle and g,, d;; and V, the
electrostatic charge associated with a given atom, the distance
between the i and the j atoms and a volumetric measure for the
p atom respectively.

An example of a-cyclodextrin energy surface is given in
Fig. 4. The set of corresponding molecular conformations was
obtained by modifying a random initial conformation. More
specifically, an arbitrary conformation has been generated,
subsequently, two torsional angles being chosen at random. For
each of the two torsional angles, values between 0 and 360
have been considered, in 10° increments, all the other torsional
angles being maintained rigid. Thus, 1225 conformations were
obtained—the lighter areas on the obtained surface correspond
to high-energy conformations. Furthermore, an energy-map
representation is given, in the XY -plane—only the dark regions
are meaningful.

Although smooth, the obtained surface is the result of only
two torsional angles variation. The hyper-surface, generated
by varying the entire set of torsional angles, has an extremely
rough landscape, with a large number of local optima.

Fig. 5 depicts the bonded and non-bonded atom derived
energies, corresponding to the previous energy surface, shown
in 4. The energy surfaces are computed as given by the
previously exposed force field.

As can be seen from the figure, the non-bonded atom
derived energy component has large values in comparison with
the bonded atom derived energy component. The high-energy
values for the non-bonded component are determined by the
large number of non-bonded interactions, as pairs of atoms are
considered.
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Fig. 5. The bonded atom derived energy component is represented by the blue grid. The non-bonded atom derived energy component is given by the smoother
surface, with red grid lines. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

3.6. Hybridization with a Hill Climbing local search

The developed method has as backbone structure a
hybrid architecture, combining a genetic algorithm with
a conjugated gradient-based Hill Climbing local search
method—a Lamarckian optimization technique.

The exploration and the intensification capabilities of
the genetic algorithm do not suffice as paradigm, when
addressing rough molecular energy function landscapes. Small
variations of the torsion angle values may generate extremely
different individuals, with respect to the fitness function. As a
consequence, a nearly optimal configuration, considering the
torsion angle values, may have a very high energy value, and
thus it may not be taken into account for the next generations.

In order to correct the above exposed problem, a conjugated-
gradient based method is applied for local search, alleviating
the drawbacks determined by the conformation of the
landscape. Fig. 6 was obtained by applying the local search
technique for each of the conformations that were used for the
a-cyclodextrin energy surface in Fig. 4.

Although reducing both energies, for the bonded and non-
bonded type interactions, the non-bonded energy component
still represents the major part of the total energy, as can be seen
in Fig. 7.

4. ParadisEO-CMW based implementation
4.1. The ParadisEO framework

The ParadisEO? framework is dedicated to the reusable
design of parallel hybrid meta-heuristics by providing a broad

2 http://www.lifl.fr/"cahon/paradisEO/common.

range of features, including EAs, local search methods, parallel
and distributed models, different hybridization mechanisms,
etc. The rich content and utility of ParadisEO increases its
usefulness.

ParadisEO is a C+4++ LGPL white-box open source
framework, based on a clear conceptual separation of the meta-
heuristics from the problems they are intended to solve. This
separation, and the large variety of implemented optimization
features, allow a maximum code and design reuse. Changing
existing components and adding new ones can be easily done,
without impacting the rest of the application.

ParadisEO is one of the rare frameworks that provide
the most common parallel and distributed models, portable
on distributed-memory machines and shared-memory multi-
processors, as they are implemented using standard libraries
such as MPI, PVM and PThreads. The models can be
exploited in a transparent way—one has just to instantiate its
associated ParadisEO components. The user has the possibility
of choosing, by a simple instantiation, the MPI or the PVM for
the communication layer. The models have been validated on
academic and industrial problems, and the experimental results
demonstrate their efficiency [4].

4.2. The ParadisEO-CMW framework

The ParadisEO-CMW framework targets non-dedicated
environments, having as sustaining structure the ParadisEO
framework and the Condor-MW middleware.

The Condor? system [33,34] is a high-throughput computing
(HTC) system that deals with heterogeneous computing

3 http://www.cs.wisc.edu/condor/condorg.
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Fig. 6. Energy surface obtained after applying a Lamarck local search on the initial set of conformations.
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Fig. 7. The two components of the energy surface for the conformations obtained after applying the Lamarck local search. The upper and the lower surface
correspond to the non-bonded atom derived energy, and, to the bonded atoms derived energy, respectively.

resources and multiple users. It allows the management of non-
dedicated and volatile resources, by deciding their availability,
using both the average CPU load and the information about
the recent use of some peripherals, like the keyboard and the

mouse. An environment including such resources is said to
be adaptive, since tasks are scheduled among idle resources,
and dynamically migrated when some resources get used
or failed. In addition, Condor-PVM uses some sophisticated



A.-A. Tantar et al. / Future Generation Computer Systems 23 (2007) 398—409 405

Application

"Evolving Objects”
(Evolutionary
algorithms)

Framework for
the design
of parallel and hybrid
metaheuristics

H
Iy ml

paradisEO-CMW

"Moving Objects”
(Local
searches)
API for the design of
parallel applications
following the
Master/Worker

"Multi Objective s
Evolving Objects" paradigm
(Multi-objective

optimization)

workload management
Condor system
FlocV' %Nde-in
O O
Another Condor Non dedicated Other

pool workstations
on the local pool

A computational grid

Fig. 8. A layered architecture of ParadisEO-CMW.

techniques [31] like matchmaking and checkpointing. These
allow us, respectively, to associate job requirements and
policies on resources owners, and to periodically save/restart
the state of/from running jobs.

MW [32] is a software framework allowing an easy
development of Master—Worker applications for computational
grids. MW is a set of C4+ abstract classes including interfaces
to application programmers and Grid-infrastructure developers.
Grid-enabling an application with MW, or porting MW to a
new grid software toolkit, consists in re-implementing a small
number of virtual functions. In MW, the infrastructure interface
provides access to communication and resource management.
The communication is performed between the master and the
workers. The resource management encompasses: available
resource request and detection, infrastructure querying to
get information about resources, fault detection, and remote
execution. These basic resource management services are
provided by Condor-PVM.

One of the major design goals of MW is to ensure a
maximum programmability, meaning that the users should
easily be able to interface an existing code with the system.
Therefore, porting ParadisEO to Condor-MW can be easily
done through the use of the infrastructure and application
programming interfaces provided by MW. Moreover, the
coupling is facilitated by the fact that the two frameworks
are written in C++4-. The architecture of ParadisSEO-CMW is
layered as is illustrated in Fig. 8.

From a top-down view, the first level supplies the opti-
mization problems to be solved using the framework. The

second level represents the ParadisEO framework, including
optimization solvers, embedding single and multicriterion
meta-heuristics (evolutionary algorithms and local searches).
The third level provides interfaces for Grid-enabled
programming and for access to the Condor infrastructure. The
fourth and lowest level supplies communication and resource
management services.

An important issue to deal with in Grid computing is the
fault-tolerance. MW automatically reschedules unfinished tasks
as they were running on processors that failed. This cannot be
applied to the master process that launches and controls tasks on
worker nodes. Nevertheless, a couple of primitives are provided
to fold up or unfold the whole application, enabling the user
to save/restart the state to/from a file stream. Dealing with
meta-heuristics, these functionalities are easily investigated.
Checkpointing most of the meta-heuristics is straightforward.
It consists at least in saving the current solution(s), the best
one found since the beginning of the search, the continuation
criterion (e.g. the current iteration for a generational counter)
and then some additional parameters controlling the behavior of
the heuristic. In ParadisEO-CMW, default checkpoint policies
are initially associated to the deployed meta-heuristics.

4.3. Implementation

The implementation relies on invariant elements provided
by the ParadisEO-CMW framework, providing support for the
insular model approach, as well as for distributed and parallel
aspects concerning the parallel population evaluation. In this
context, deployment related aspects are transparent, the focus
being oriented on the application-specific elements.

The main steps to be performed, in order to configure the
environment and to deploy the algorithm, consist in specifying
the individual’s encoding, the specific operators and the
fitness function. Furthermore, elements concerning selection
mechanisms and replacement strategies must be specified,
along with configuration parameters (number of individuals,
number of generations etc).

5. Experiments and results

For the developed application, the deployment has been
performed on a layered framework design, the composing el-
ements being the following: Condor, MW—Master—Worker,
ParadisEO-CMW.

The underlying support for performing the experiments was
GRIDS5000, a French nationwide experimental grid, connecting
several sites which host clusters of PCs interconnected by
RENATER* (the French academic network). The GRID5000
is promoted by CNRS, INRIA and several universities.

By the end of 2006 the GRID should gather 2500 processors
with 2.5 TB of cumulated memory and 100 TB of non-volatile
storage capacity. Inter-connections sustain communications of

4Réseau National de Télécommunications pour la
I’Enseignement et la Recherche—http://www.renater.fr.

5 CNRS—http://www.cnrs.fr/index.html; INRIA—http://www.inria.fr.

Technologie,
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Fig. 9. GRID5000 centers are marked in grey, the colored disks around them
offering a visual feedback regarding the status of their afferent workstations.
(For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)

2.5 Gbps (10 Gbps soon). The GRID5000 infrastructure offers
several tools for controlling, manipulating and supervising
activities, Fig. 9 representing a real-time snapshot of the
GRID.

The target point to be achieved is a marker-stone
of 5000 processors for 2007—at this moment there are
almost 2000 processors at this time being, regrouping nine
centers: Bordeaux, Grenoble, Lille, Lyon, Nancy, Orsay,
Rennes, Sophia-Antipolis, Toulouse. The following results
were obtained by performing deployments on the Lille cluster
of GRID5000.

The addressed molecular complexes for grid deployment
tests were tryptophan-cage (Protein Data Bank ID 1L2Y) and
a-cyclodextrin. The trp-cage miniproteins present particular
fast folding characteristics, while cyclodextrins, in o,  or y
conformations, are important for drug-stability applications,
being used as drug protectors against micro-environment
interactions or as homogeneous distribution stabilizers etc.

Structural profile of the tryptophan-cage protein: an o-
helical N-terminal region, a short helix and a polyproline 11
helix at the C-terminus wrapping around for packing the Trp
residue within a compact hydrophobic core [35]. Cyclodextrins,
as non-reducing macrocyclic oligosaccharides, are constituted
as D-glucopyranosyl units interconnected through o — (1, 4)
glycosidic links. The ensemble builds as a toroidal structure
with hydrophobic interior.

Table 1 offers information regarding the number of active
elements used when executing the algorithm—determining the
degree of flexibility considered for each of the molecules
and, consequently, the dimension of the conformational space.
The complexity of the model augments in concordance with
the number of active elements—the table lists the considered
active elements for each of the molecules under study. The
last two lines offer the initial, respectively the final, number of
interactions between non-bonded atoms. A cut-off is performed
in order to reduce complexity, having as basis inter-atomic
distances (interactions between atoms too far apart are ignored,

Table 1
Active elements for the performed experiments

Tryptophan-cage a-cyclodextrin

Active bonds 0 7
Active angles 0 40
Active torsions 524 336
Initial non-bonded inter. 44369 7119
Final non-bonded inter. 44223 7119

Table 2
Execution times for the performed experiments

No. of CPUs Tryptophan-cage a-cyclodextrin
80 79.380 s 46.600 s
60 87.060 s 48.340 s
30 162.550 s 79.370 s
10 459.880 s 270.420 s

5 1018.940 s 464.560 s

2 3069.830 s 1416.570 s

40
Tryptophan-cage —E— | X7

Cyclodextrin -—SF-

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Number of CPUs

Fig. 10. Speed-up for the tryptophan-cage protein—marked with red
rectangles—and «-cyclodextrin—blue triangles. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version
of this article.)

as they cannot contribute significantly, in energy terms). We
have to note that energy calculations for the non-bonded atoms
set represent the main computational factor, as pairs of non-
bonded atoms must be considered. In conjunction with the
initial discussion on computational complexity, present in the
introduction, the presented data confirm once more the need for
a massive parallel computing environment.

In the followings lines, preliminary results are given,
execution times for several performed tests being listed in
Table 2. For each deployment, identical biprocessor machines
were used, the number of computing units being listed on the
left outer column. At the same time, the speed-up is depicted in
Fig. 10—we are to remember that biprocessor machines were
used, the enclosed data relating to distribution aspects.

Figs. 11 and 12 graphically represent the obtained Pareto
fronts for the two above mentioned molecular systems—the
Pareto points are marked by the blue triangles.
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bonded energy: 216.579, bonded energy: 25.578).

Note—configuration for each of the machines: AMD
Opteron(tm) Processor, 2193.504 MHz, 1024 kB of cache
and 4 GB of memory.

In this context, the Pareto points correspond to metastable
conformations, given that, at the end of its evolution, the
algorithm significantly approaches a low energy level, close
to the ground-state energy. Transitions may occur among close
low-level energy metastable conformations, determined by the
total energy of the molecule, driving to stability. Improvements
may be effected by conducting further research on special-
ized operators capable of leading the search process towards
regions of the search space corresponding to metastable con-
formations, combining efficient sampling with fast local search
techniques.

As for the structure of the obtained Pareto fronts, there
are several cases that deserve further research and which
are worth discussing. The sparse structure is the combined
result of the conformational sampling mechanism and of
the energy-landscape structure. Thus, considering neighbor
conformations with almost identical structure, a set of

1o Non-bonded Energy -

Amplified Bonded Energy —&—
4

10 15 20 25 30 35 40 45

w

Random Conformation

Fig. 13. Improvements in the value of a function generally attract a degradation
in the value of the other function.

intermediary conformations might exist, though the sampling
mechanism might have missed their associated region of
space. The previous effect is driven by the granularity of the
conformational sampling mechanism.

At the opposite extreme, as can be seen from Fig. 13, there
are cases in which the degradation of one energy function does
not incur improvements in the complementary energy function.
In such cases, both energy functions undergo a degradation,
in energy level terms. As a consequence, several neighboring
conformations, having almost identical structure, might be
separated by high potential barriers, in which case, no Pareto
solutions exist between the conformations. This latter case is
also determined by how close the mentioned conformations
are to local optima, and the granularity considered when
representing the torsional angles, with respect to energy
variations.

6. Conclusions and future work

Multicriterion problems in general, and protein structure
prediction under bicriterion aspects in particular, remain an
open research field due to complexity matters, and of extreme
importance in multiple domains. Mesoscopic and macroscopic
characteristics represent the product of statistical interaction of
an ensemble of near-optimal molecular conformations, a more
complete description being achievable by defining not only the
ground-state energy conformation of a molecule but also the
ensemble of potential low-energy conformations.

The reported grid-enabled method offers a proof of feasi-
bility, distributed techniques sustaining complex simulations.
Multicriterion approaches, though potentially inducing aug-
mented complexity, provide more accurate solutions for real-
life problems, overcoming in particular cases the limitations
of monocriterion resolution patterns. At this moment, experi-
mentation and research are underway for specialized operators,
exploiting directed mutation operators and approximative mod-
els as well as novel force fields. We also plan to tackle larger
molecular complexes using parallel hybrid GAs on a larger
computational grid. In this case, the exploitation of the two
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parallel models of GAs in a hierarchical way requires several
thousands of processors.
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The chemotaxis and integrin-mediated adhesion of T lym-
phocytes triggered by secreted cyclophilin B (CypB) depend on
interactions with both cell surface heparan sulfate proteogly-
cans (HSPG) and the extracellular domain of the CD147 mem-
brane receptor. Here, we use NMR spectroscopy to characterize
the interaction of CypB with heparin-derived oligosaccharides.
Chemical shift perturbation experiments allowed the precise
definition of the heparan sulfate (HS) binding site of CypB. The
N-terminal extremity of CypB, which contains a consensus
sequence for heparin-binding proteins was modeled on the basis
of our experimental NMR data. Because the HS binding site
extends toward the CypB catalytic pocket, we measured its pep-
tidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPIase) activity in the absence
or presence of a HS oligosaccharide toward a CD147-derived
peptide. We report the first direct evidence that CypB is enzy-
matically active on CD147, as it is able to accelerate the cis/trans
isomerization of the Asp'”?-Pro'®° bond in a CD147-derived
peptide. However, HS binding has no significant influence on
this PPIase activity. We thus conclude that the glycanic moiety
of HSPG serves as anchor for CypB at the cell surface, and that
the signal could be transduced by CypB via its PPIase activity
toward CD147.

First characterized as the molecular targets of the immuno-
suppressive drug cyclosporin A (CsA),® cyclophilins (Cyps)
constitute one class of the prolyl cis/trans isomerases that cat-
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alyze the cis/trans interconversion of the peptide bond preced-
ing a proline (1, 2). Members of this class such as the predom-
inantly cytoplasmic CypA, the secreted CypB, and the
mitochondrial CypD are small ubiquitous proteins sharing a
high sequence homology (65% identity between human CypA
and CypB), that translates into a closely related three-dimen-
sional fold. Indeed, the NMR and crystal structures of CypA
free and in complex with CsA (3-6), as well as the crystal struc-
ture of CypB in complex with a cyclosporine analogue (7) all
show the same core structure composed of eight antiparallel
B-strands forming a B-barrel surrounded by a-helices and
loops. Whereas the nearly identical active site and CsA binding
pocket further underscore their close relationship, both pro-
teins do differ in their N and C termini, CypB containing two
peptides of some 10 residues long that are lacking in CypA.

CypA and CypB act in the progression of inflammatory dis-
eases such as rheumatoid arthritis and psoriasis, but are equally
involved in the first steps of certain viral infections (8 -10).
Their inflammatory activity is conditioned by their interaction
with heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) and the mem-
brane receptor CD147, two binding partners at the cell surface
of T cell lymphocytes, granulocytes and macrophages (11-14).
Significantly, both molecular partners have equally been
described as co-receptors for the HIV-1 virus (10, 12, 15).

Both intact prolyl cis/trans activity of the cyclophilins and the
presence of the Pro'®° residue of CD147, located on one of the
two extracellular immunoglobulin-like domains, are required
for its chemotactic activity, raising the possibility that isomer-
ization of the accessible Asp'”®~Pro'®® peptide bond might be
the molecular signal that translates ultimately in chemotactic
activity (14, 16). Mutations in the catalytic site, with residues
such as Trp'?°, Phe®’, and Arg® (17) negatively interfere with
the signal transduction. Such a cyclophilin-dependent mecha-
nism of regulation has already been demonstrated for the tyro-
sine kinase Itk (18), where CypA catalyzes the isomerization of
the Asn®**—Pro®®” peptide bond. According to the isomeriza-
tion state in tranms or cis of this peptide bond, the Itk SH2
domain interacts with either its natural phosphotyrosine sub-
strate or with its own SH3 domain (19).

Both CypA and CypB in vitro induce extracellular signal-
regulated kinase (Erk) 1/2 phosphorylation, calcium flux gen-
eration and chemotaxis of responsive cells, although CypB is a
more potent agonist and uniquely triggers integrin-mediated
adhesion of T lymphocytes to fibronectin (11, 13, 14). Tight
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binding of CypB to HS moieties of proteoglycans is one source
for this increased potency, as mutations in the N-terminal
*KKK® and "*YFD'” tripeptide motifs not only affect HS bind-
ing (16) but equally reduce CypB chemotaxis and abolish inte-
grin-mediated adhesion (11, 17). Mutants deprived of enzy-
matic activity still bind to the cell surface of T lymphocytes, but
are unable to induce biological responses, indicating that CypB
has to interact simultaneously with both CD147 and HSPGs.
Very recently, the interaction of CypB with the HS moieties of
syndecan-1 was shown to promote and/or stabilize the complex
between syndecan-1 and CD147, resulting in mitogen-acti-
vated protein kinase activation and subsequent pro-adhesive
activity (20).

The minimal motif of HS interacting with CypB was mapped
to an octasaccharide (21). However, the length is not the sole
parameter defining the complexity of the sugar chains of
HSPGs, as the exact sulfation pattern and the conformation of
the glycanic moieties equally may contribute to the specificity
of the interaction (22-26). Altogether, these data suggest that
the high-affinity binding of CypB to specialized HS moieties
stabilizes the interaction with its substrate or directly modu-
lates its PPlase activity, resulting in an enhanced intracellular
signaling via CD147.

We examine here by NMR spectroscopy the interaction
between heparin-derived oligosaccharides and CypB. Whereas
we confirm the direct implication of the N-terminal extension
that distinguishes CypB from CypA in the HS binding, NMR
chemical shift mapping and NOE data indicate a binding site of
heparin directed toward the catalytic site rather than to the
N-terminal B-strand containing the ">YFD'” motif. This novel
identification of a HS binding patch close to the active site raises
the possibility of a functional coupling between HS binding and
prolyl cis/trans isomerase activity. We use EXSY spectroscopy
in the absence or presence of an oligosaccharide to quantify the
CypB isomerization efficiency toward the Asp'”*~Pro"®° bond
in a CD147-derived peptide. Finally, the N-terminal peptide
responsible for the CypB-specific induction of T-lymphocyte
adhesion to the extracellular matrix being absent from the x-ray
structure due to proteolytic cleavages during the CypB purifi-
cation procedure (7), we derive its structure based on NMR
parameters, and investigate whether the heparin binding con-
sensus sequence (*(EKKKGPKV'® in CypB) adopts any regular
heparin binding structure (23).

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Expression and Purification of Cyclophilin B—A recombi-
nant plasmid, pET15b-CypB, was constructed to increase the
production of recombinant human CypB. The sequence coding
CypB was amplified from the previously described plasmid
PCGF (27), using the following forward primer 3'-acttccatggc-
cgatgagaagaag-5' and the reverse primer 5'-acaaggatcctactcct-
tggcgat-3' and then inserted in a pET15b plasmid (Merck-
NOVAGEN, Darmstadt) between restriction enzyme sites
Ncol and BamHI. The 24 first amino acids corresponding to the
signal sequence were not included in recombinant CypB.
Recombinant CypB starts with Ala' and ends with Glu'®*. Our
numbering is as in the x-ray Protein Data Bank file ICYN (7).
The pET15b-CypB plasmid was introduced in Escherichia coli
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BL21(DE3) pLysS cells (NOVAGEN), and a **N-'*C-labeled
sample was prepared by growing cells in M9 minimal medium
with "NH,Cl and '*C glucose as sole nitrogen and carbon
sources, respectively. The '>N-?H-labeled sample was prepared
by growing cells in a semi-rich deuterated medium (M9
medium in 99.5% D,O with *’NH,Cl, *H.,-glucose (2 g/liter)
and 20% of deuterated '*N-rich medium (v/v) (Isogro, Cam-
bridge Isotopes Laboratories). The cells were grown at 37 °C to
reach an A,, = 0.8 and expression was induced at 20 °C with
0.4 mm isopropyl 1-thio-B-p-galactopyranoside. The cells were
harvested after overnight induction and disrupted in lysis
buffer (20 mm NaH,PO,/Na,HPO,, pH 6.8, 10 mm EDTA, Pro-
teases inhibitor mixture (Roche), DNase I, RNase A) by sonica-
tion. Cell debris was removed by centrifugation at 20,000 X g
for 30 min, then DNA was precipitated with streptomycin sul-
fate. After centrifugation at 15,000 X g for 30 min the superna-
tant was dialyzed (6 -8 kDa cut-off) overnight against 20 mm
NaH,PO,/Na,HPO,, pH 6.85. The recombinant CypB was
sequentially purified by ion exchange (SP Sepharose Fast Flow)
and gel filtration (Superose 12 Prep Grade) chromatography.
Finally the protein was dialyzed against 50 mm NaH,PO,/
Na,HPO,, pH 6.3,40 mM NaCl, 1 mm EDTA, 1 mwm dithiothre-
itol and concentrated by ultrafiltration (cut-off 10 kDa).
Recombinant CypB was filtered (0.2u) and stored at —20 °C.

Preparation of Heparin-derived Oligosaccharides—The hep-
arin-derived oligosaccharides were prepared as previously
described (21). Briefly, heparin was enzymatically digested with
heparinase I at 30 °C. The resulting digestion mixture was
desalted on a Sephadex G-10 column (GE Healthcare), then
fractionated by gel filtration chromatography on Bio-Gel P-6
(Bio-Rad) in 0.2 M NH,CI, pH 3.5. The fractions corresponding
to increasing dp oligosaccharides were desalted and then freeze
dried. The heparin-derived oligosaccharide fractions were kept
at —20 °C until used.

Peptide from CDI47—A 15-amino acid long peptide of
CD147 centered around Pro'®° (sequence '">NLNMEAD-
PGQYRCNG™) was synthesized by classical solid phase
chemistry (Neosystems, Strasbourg, France), and purified to
homogeneity by high performance liquid chromatography.
Upon dissolving this peptide in a phosphate buffer toa 1 mm
concentration, some precipitate was observed. Comparison
with NMR spectra of soluble peptides allowed an estimation
of the concentration of the soluble fraction at 0.5 mm.

NMR Spectroscopy—All spectra were recorded on either a
Bruker Avance 800 MHz spectrometer with standard triple res-
onance probe or a Bruker Avance 600 MHz equipped with a
cryogenic triple resonance probe head, at 25 °C (Bruker, Karsl-
ruhe, Germany). The proton chemical shifts were referenced
using the methyl signal of TMSP (sodium 3-trimethyl-silyl-
[2,2,3,3-d.4]propionate) at 0 ppm. The spectra were processed
with the Bruker TOPSPIN software package and in-house rou-
tines with the SNARF program (van Hoesel FHJ, 2000 SNARF
version 0.8.9, University of Groningen, The Netherlands). Res-
onance assignment of the CypB protein residues was performed
by using the classical strategy of paired triple resonance exper-
iments (28) on a '>N/**C CypB sample at 0.25 mm in a 50 mm
NaH,PO,/Na,HPO,, pH 6.3, 40 mm NaCl, 1 mm EDTA, 1 mm
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dithiothreitol buffer using standard Bruker pulse programs.
HNCACB/CBCAcoNH spectra were recorded with 512/52/71
complex points for 'H/"*N/*>C windows of 13.9/36/70 ppm
centered at 4.8/118/37.4 ppm, respectively. HNCO and
HN(CA)CO spectra were recorded with 512/52/24 complex
points for "H/**N/*3C windows of 13.9/36/20 ppm centered at
4.8/118/172.5 ppm, respectively. A three-dimensional NOESY-
(*H-""N HSQC) spectrum with a mixing time of 400 ms on a
350 um sample of *H-">N CypB in the presence or absence of
dpl12 was acquired with 512/32/148 complex points in the
'H/'N/'H dimensions. All spectra were zero filled to 1k/256/
256 complex points and multiplied by a shifted square sine bell
function prior to Fourier transformation.

The heteronuclear NOE effect was measured with standard
refocused HSQC pulse sequence in the presence or absence of
proton decoupling during the 5-s relaxation delay, on a 250 um
sample of ">N-CypB in the absence or presence of dp12. Het-
ero-NOE values were derived from the intensity ratios of the
cross-peak with and without proton decoupling.

Residual dipolar couplings (RDCs) were collected on CypB
and CypB-dp12 complex at 0.2 mm in 95% H,O, 5% D,0O, 50 mm
NaH,PO,/Na,HPO,, pH 6.3, 2.5 mm EDTA, 5 mM dithiothre-
itol, 85 um TMSP-D4 (trimethyl-silyl propionate). RDCs were
acquired on these uniformly **N-labeled samples suspended in
a liquid crystalline medium consisting of 5% (w/v) polyoxyeth-
ylene 5-lauryl ether (C,,E;) and 1-hexanol (Sigma) with a molar
ratio of 0.85 (29). 1D, dipolar couplings were measured at 600
MHz and obtained using two-dimensional TROSY-type exper-
iments (30, 31). Quadrature detection in the indirect dimen-
sions of the multidimensional experiments was achieved by the
echo/antiecho detection scheme for '°N, and by the TPPI States
method for "H. 64 scans were recorded per (t,, ¢,) increment.
Data processing and peak picking were performed using the
software SNARF (van Hoesel FHJ, 2000 SNARF version 0.8.9.
University of Groningen, The Netherlands). Because the com-
plex was partially precipitated, RDC values on the isolated
CypB were of better quality, and were used for the refinement of
the core region (see below).

The PPlase activity of CypB on the CD147 peptide was
assessed on a sample of 0.5 mm CD147 peptide and 25 um CypB,
in the absence or presence of dp14. EXSY spectra were acquired
at 800 MHz with mixing times of 50, 100, 200, 300, and 400 ms,
and 2k/256 complex points in the direct and indirect proton
dimension, and Fourier transformed to 4k/1k complex fre-
quency points after zero filling. Spectra at 100, 200, and 400 ms
were repeated on an independent sample to evaluate the error
margins. Because the exchange cross-peaks are close to the
diagonal, the maximal peak intensity rather than the peak inte-
gral was measured for the Asp'”® cis/trans cross-peaks, and
normalized to the corresponding diagonal peak intensity. The
exchange rate k_,, (s~ ') was calculated by fitting the theoreti-
cal curve given by Equation 1 (32) to the experimental data,
where %[cis — trans], expressed as the intensity of the exchange
cross-peak to the diagonal peak, corresponds to the fraction of
molecules that undergoes a transition from cis to trans confor-
mation during the mixing time, and 1/a is the excess of trans
over cis forms, determined on the basis of the one-dimensional
spectra of Fig. 1C.
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1 — exp(—=(1 + 1/a)keyen) X MT
1+ exp(—=(1 + 1/a)kegen) X MT

%[cis —trans] = a (Ea. 1)

Modeling of CypB Structure in Its Complex with dp12—The
peptide ADEKKK was manually constructed and added at the
N terminus of the x-ray structure of CypB (PDB code 1CYN).
This completed structure formed the starting point for the
refinement procedure. Briefly, the core region (residues
15-173) was first refined using the RDC values obtained on the
isolated CypB as input for the XPLOR-NIH program (33, 34).
Using the program MODULE (35) and the RDC values
obtained on the CypB-dp12 complex, we calculated the align-
ment tensor for the complex. This tensor was then fixed in a
second refinement step for the full structure. Input data were
back-calculated NOEs, backbone dihedral angles, and hydro-
gen bonds for the core region, and the experimental NOEs,
dihedral angle constraints from the '>C chemical shifts and
RDC values for the N and C termini. A total of 250 structures
was calculated, of which we analyzed in detail the 20 structures
of lowest energy. Further details of the refinement steps can be
found in supplemental materials. The PyMol software was used
for molecular graphics (DeLano, W. L., The PyMOL Molecular
Graphics System (www.pymol.org)).

RESULTS

Molecular Characterization of the Partners—Based on its high
isoelectrical point, the recombinant human cyclophilin B, 184
amino acids residues, was purified in one step by ion exchange
chromatography to above 95% based on SDS-PAGE. The protein
eluted from gel filtration chromatography as a single peak with an
elution volume corresponding to a monomer of 20 kDa, and the
good dispersion of the methyl groups in the one-dimensional
NMR spectrum indicated a globular tertiary folding (Fig. 14). A
doubly labeled >N-'3*C CypB was used for the NMR assignment
strategy and all backbone resonances (except for Ala' and Lys®?)
and Cf carbons were fully assigned.* To observe potential NOE
contacts with heparin (see below), a deuterated *H-'>N CypB was
prepared. From the one-dimensional spectrum (Fig. 14), the deu-
teration level was estimated to be around 95%. Even after 1 week in
aqueous buffer, several amide functions from the core of the pro-
tein still did not exchange with protons from the solvent, thereby
defining the rigid central core of the protein.

Previous gel mobility shift assays studies had determined an
octasaccharide as the minimal length required for efficient
binding of heparan sulfate to CypB (21). Therefore, we only con-
sidered oligosaccharides with a higher degree of polymerization in
this work, and present the results with dp12 or dp14 oligosaccha-
rides. As these molecules come from enzymatic digestion of hep-
arin with heparinase I, there are several sources of heterogeneity, at
the level of the sequence and the sulfation pattern. To minimize
these heterogeneities for the NMR experiments, we selected for
those dp12 oligosaccharides species that interact most tightly with
CypB by mixing an excess of dp12 with CypB followed by purifi-
cation of the complex by gel filtration chromatography. An even

41. Landrieu, F. Bonnachera, N. Sibille, X. Hanoulle, G. Vugniauk, A. Sillen, A.
Melchior, B. Parent, J.-M. Wieruszeski, A. Denys, A. Hamel, F. Allain, D. Hor-
vath, and G. Lippens, manuscript in preparation.
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FIGURE 1. A, methyl region of the one-dimensional '"H NMR spectra of '°N CypB
(in black) and 2H-">N CypB (in red). B, size exclusion chromatography elution pro-
files of the CypB-dp12 complex (solid line), free CypB (dashed line), and free dp12
heparin-derived oligosaccharides (dotted line). Protein profiles are at 280 nm,
whereas the dp12 profile was recorded at 215 nm. C, traces from the '"H TOCSY
NMR spectrum at the amide proton frequency of the cis (in red) and trans (trans)
forms of Asp'”? in the CD147-derived peptide '>NLNMEADPGQYRCNG'®’.

more stringent selection criterion was introduced by incubation of
the oligosaccharide/protein mixture in 400 mm NaCl before and
during the gel filtration (Fig. 1B). As the interaction between CypB
and heparan sulfates is expected to be essentially driven by electro-
static forces, the high ionic strength should preclude binding of
oligosaccharides species that weakly interact with CypB. Follow-
ing the gel filtration, the buffer was exchanged to reduce the salt
concentration to 40 mm. Despite this stringent procedure, we can-
not exclude that our heparin oligosaccharides still contain some
degree of structural heterogeneity.

To assess a potential enzymatic activity of CypB toward
CD147 and quantify the modulation of this activity by the hep-
arin oligosaccharides, we used a synthetic peptide of 15 amino
acids, ' NLNMEADPGQYRCNG'®’, centered around the
Pro'®° CD147 residue. This CD147 peptide was characterized
by homonuclear NMR spectroscopy, and both the absence of
long range NOE contacts and /i1 11, COnstants around 6 Hz
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indicate the absence of stable secondary structure. Both the
trans and cis forms of the central Pro'®° could be identified, and
from the intensity of the cis and trans forms of the Asp'’? amide
proton, we estimate a cis/trans ratio of 6% (Fig. 1C). The dual
proline conformation shows up not only as distinct resonance
frequencies of the flanking amide protons, but also as far as the
Tyr'®* amide group (supplemental Fig. S1).

Definition of the CypB Zone in Interaction with Oligosaccharide
dp12—A first complex between '°N-labeled CypB and dp12 was
obtained by mixing the two molecules in 400 mm NaCl to a molar
ratio of 1:10, to ensure the ligand saturation of CypB (21). This
complex was then purified by gel filtration chromatography using
the same high ionic strength buffer (400 mm NaCl) to preferen-
tially keep those dp12 species that strongly interact with CypB. To
define the CypB residues involved in the interaction with heparin-
derived dp12 oligosaccharides, we compared *H-">N HSQC spec-
tra of CypB alone and CypB in complex with dp12. Only a limited
subset of CypB residues were affected by interaction with the dp12
oligosaccharide, excluding major conformational changes upon
complex formation (Fig. 2). Previously, two CypB motifs, *KIKK®
and ">YFD' (16), had been proposed to be directly involved in the
interaction with heparan sulfates. Mapping the chemical shift
changes along the sequence using our sequence-specific assign-
ment confirmed the N-terminal *KKIK® motif as an effective part of
the heparin binding site. The Hy; resonances of these three lysine
residues undergo the most important shift upon heparin binding
(Fig. 24). However, the binding of dp12 to CypB had no influence
on the NMR signals corresponding to the residues of the **YFD*”
motif (Fig. 2B), despite the fact that a '>YFD'” deletion mutant was
previously found unable to bind efficiently heparan sulfates (16,
21). We did several additional chemical shift mapping experi-
ments with CypB and different heparin-derived oligosaccharides
(dp8, dp12, and dp14), but were unable to detect any perturbation
of these YFD motif resonances. These data suggest an indirect
participation of the YFD motif in the binding of the heparan sul-
fates, probably through destabilization of the N-terminal 3 sheet.
Beyond the N-terminal KKK motif, three additional regions of the
protein had their amide chemical shift affected upon binding of
dp12. These regions correspond to the C-terminal strand, the
34— 43 region, and the 95-102 region (Figs. 2E and 3D). The back-
bone amide proton from lysine 97, lysine 99, and furthermore, the
He-1 from the side chain from tryptophan 129 shifted in the pres-
ence of dp12, extending the interaction zone toward the active site
of CypB (Fig. 3D). The latter one is known to play a dual role in the
binding of CypB to cyclosporin A and CD147. In conclusion,
whereas the previous mutational analysis had positioned the hepa-
ran sulfate binding site and the substrate binding site of CypB at
opposite sites of the protein, we show here that these two sites are
contiguous. Our identification of 12 lysines of a total of 25 (but no
arginine) in the full interaction zone confirms that the complex
formation is mainly driven by ionic interactions between
lysines side chains and sulfate groups of HS.

The gel filtration experiment should ideally yield a 1:1 complex,
with selection for those oligosaccharides that contain an optimal
binding pattern. However, going through this procedure precludes
a simple titration experiment to derive an affinity constant. There-
fore, to estimate the order of magnitude of the affinity in solution
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FIGURE 3. Structure of CypB in the CypB-dp12 complex. A, superimposition of the 20 lowest energy con-
formers of CypB in the CypB-dp12 complex. The structures, shown as Ca traces, were fitted on Ca and have a
r.m.s. deviation of 0.87 A. B, mean of the structures in A. The diameter of the sausage representation is repre-
sentative of the r.m.s. deviation at each Ca position and the color goes from marine blue for the lowest Ca r.m.s.
deviation (0.144) to red for the highest Car.m.s. deviation (4.77 A). C, electrostatic potential surface of the CypB
model in the same orientation as in A. The scale is from +10 kT/e, in blue, to —10 kT/e, in red. D, representation
of the chemical shift NMR perturbations recorded on CypB upon dp12 binding on the molecular surface of the

CypB model.

between CypB and a dp12 heparin-derived oligosaccharide, we did
a reverse titration experiment. On the sample with the complex
CypB-dp12, purified by gel filtration chromatography, we
removed half of the sample and replaced it by an equivalent vol-
ume of CypB alone at the same concentration, and then recorded
anew 'H-"°N HSQC spectrum. Resonances that were previously
affected upon addition of dp12 shifted back to an intermediate
position between free CypB and CypB bound to dp12 (Fig. 2D).
This suggests that on the NMR time scale, the heparin fragment
exchanges rapidly between bound and free states, corresponding
to an interaction of CypB and dp12 with a dissociation constant in
the micromolar range or even weaker.

NMR Characterization of the CypB/dpl2 Complex—Our
results, together with previous studies, point out an important role
of the *KKK® motif from the CypB N terminus in the binding of
heparan sulfates molecules. This N terminus is lacking in the x-ray
structure of CypB (PDB code 1CYN) and structural data are only

available starting from Gly’, as the
first 6 residues had undergone pro-
teolytic cleavages during the purifica-
tion process (7). In the absence of pro-
teolysis of the N terminus during our
purification, we recorded a three-di-
mensional NOESY-HSQC NMR
experiment on the *H-'"°N CypB
alone or in complex with dp12 and
compared the Hy-Hy; NOE patterns
of both spectra. The near identity of
the NOE patterns involving resi-
dues from the core region in both
spectra confirms that dp12 binding
does not induce major conforma-
tional changes in the CypB struc-
ture. Moreover, most of the NOEs
observed could be predicted from
HN-HN distances derived from the
x-ray structure, suggesting that this
x-ray structure is a reasonably good
starting point for the structure of
the CypB bound to dp12. As for the
C terminus, we detected NOEs
between the Glu'®* and Tyr'®,
Gly'%2, Trp'°® side chain (He-1) and
between Lys'®? and the Trp'°° side
chain (Fig. 4A). The distance
between the Hy; of Glu'®* and the
He-1 proton of Trp'®® in the crystal
structure being 9.2 A, the observa-
tion of a clear NOE contact between
both protons suggests that the C
terminus of CypB in solution is closer to the core of the protein
than in the x-ray structure. However, these structural differ-
ences for the C terminus are not induced by dp12 binding, as we
did observe the same NOEs with comparable intensity in the
NOESY-HSQC spectrum of the free protein. Finally, several
NOEs were observed between residues in the 7—10 region and
the 179-183 region. These observations correlate with the
x-ray structure where these regions of CypB form a small
B-sheet.

The absence of NOEs between the 3 lysines in the N terminus
and the rest of the protein suggests that this motif is highly
flexible, which might be a determining character for it being the
initial and preferential binding site for HS. We measured this
dynamical aspect of the CypB backbone by heteronuclear NOE
experiments in the presence or absence of dp12 (Fig. 5). A sig-
nificant increase of heteronuclear NOEs was observed for the

FIGURE 2. Chemical shift perturbations experiment. A-D, superimposition of 'H-">N HSQC of free CypB (in blue) and CypB bound to dp12 heparin-derived
oligosaccharides (in red). A, region of the spectra centered on the *KKK® CypB N-terminal motif. B, region of the spectra centered on the residue Tyr'® from the

"SYFD'” CypB tripeptide. C, region of the spectra centered on residues Lys®® and Tyr

197 which are close to the CypB active site. D, reverse titration experiment

where half of the CypB-dp12 sample was removed and replaced by an equivalent volume of CypB alone at the same concentration. A new "H-">N HSQC
spectrum was recorded (in green) and compared with those of free CypB (in blue) and CypB-dp12 complex (in red). Resonances from the *KKK® motif that were
previously affected upon addition of dp12 (A) shifted back to an intermediate position between CypB free and CypB bound to dp12. E, plot of the combined
"H and >N chemical shift perturbations along the CypB sequence. The values were calculated with the following equation: Combined Chemical Shift (54) =
(8A2 + (8A,50/6.51)%)°°. The 8A values in the interval 0.018-0.05 ppm are colored yellow, those with 8A values in the interval 0.05-0.07 ppm colored orange,

and those with 8A values >0.07 colored red.
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FIGURE 4. Intra and intermolecular NOEs in the CypB-dp12 complex. A, 'H-'H plane from the three-dimensional NOESY-"H-">N HSQC at the '°N frequency
of He-1Trp'%. Band C, planes through the K6 amide resonance of H-'>N CypB complexed to dp12 (B) or free in solution (C). The additional resonances come

from the dp12 sugar moieties.

first 10 CypB residues upon binding of dp12, whereas a slight
decrease of the heteronuclear NOE values was observed for
residues 180—183. These observations suggest a direct interac-
tion of the N-terminal lysine residues in the consensus
sequence with the heparin-derived oligosaccharide, conferring
amore rigid character upon binding. It further suggests that the
chemical shift perturbations observed in the C terminus result
from indirect effects rather than from a direct interaction with
the oligosaccharide.

As the interaction between heparan sulfates and its binding
partners involves negatively charged sulfate groups of HS and
positively charged lysine side chains, backbone amide protons
are seldom closer than 5 A from the sugar protons, and "H-'H
intermolecular NOE correlations are not easily obtained (36—
38). However, the use of a highly deuterated CypB limits spin
diffusion (39), and moreover avoids confusion between heparin
protons and aliphatic side chain protein resonances. We indeed
detected some intermolecular NOEs between dp12 and Lys®/
Lys® (Fig. 4B). These NOEs, involving protons in the range of
3.8 —4.3 ppm, are absent in the control experiment on the same
protein preparation without dp12 (Fig. 4C), and probably cor-
respond to protons from the carbohydrate rings of dp12. Due to
the severe overlap of heparin protons and the additional molec-
ular heterogeneity of heparin-derived oligosaccharide dp12,
these signals could, however, not be assigned without ambigu-
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ity, but they do confirm the direct physical interaction between
the *KKK® CypB motif and the dp12 molecule.

Because of the limited information that could be extracted
from the NOEs involving residues in the N-terminal region, we
assigned the "*C chemical shifts in the absence and presence of
dp12, and obtained RDC values on a partially oriented sample
of the isolated and dp12 complexed protein. These data yield
constraints on the dihedral angles for the former, and long
range orientational constraints for the latter. All experimental
constraints were used in a refinement protocol aimed at com-
pleting the structure of CypB in its complex with dp12.

Modeling of CypB in the CypB/dp12 Complex—A multistep
protocol starting from the x-ray structure completed with coor-
dinates for the lacking N terminus (*fADEKKK®) was used to
obtain a family of structures compatible with all experimental
data. The 20 structures of lowest energy (Fig. 3A) well conserve
the typical cyclophilin fold, and when superimposed on all Ca
atoms, give an overall r.m.s. deviation of 0.87 + 0.27 A. When
we superimpose the core regions of these structures, from res-
idue 15 to 173, and calculate the r.m.s. deviation values for the
isolated N- and C-terminal extensions, we find values of 2.39 =
1.05and 1.14 = 0.48 A, respectively, indicating still a reasonable
definition of these fragments.

The different CypB regions involved in dpl2 binding as
defined by the chemical shift perturbation mapping are close in
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FIGURE 5. Heteronuclear NOE data. Heteronuclear NOE values of: (A) free CypB and (B) CypB in complex with dp12. The N terminus residues lose to a large
extent their initial flexibility, whereas the extreme C terminus gains some flexibility.

space and form a well defined heparan sulfate binding site (Fig.
3D), which equally corresponds to the most electropositive area
of CypB, containing 12 lysine residues (Fig. 3C). Closer exami-
nation of the N terminus in the CypB model showed that the
structure of the consensus sequence XBBBXBX (*(EKKKGPK®)
may lead to the suitable orientation of the lysine side chains for
promoting interaction with HS, although experimental data to
define these side chains lack. However, our resulting structures
indicate the absence of the canonical a-helix or B-strand struc-
tures that would project the basic side chains into the same
direction (23). The strong NH;-NH,_ ; contacts that would
characterize such a helical conformation were indeed not
observed in the three-dimensional spectrum of CypB/dp12.
Moreover the absence of regular secondary structural elements
in the N terminus was confirmed by the >C chemical shift

NOVEMBER 23, 2007« VOLUME 282+-NUMBER 47

index method (40). Finally, our model shows that the N termi-
nus is more surface accessible than the partially buried C ter-
minus, in agreement with the experimental relaxation data.
Enzymatic Activity of CypB on a CD147-derived Peptide—
Chemical shift mapping suggested that the heparan sulfate
binding site extends to the edge of the active site of CypB. Our
NOE data further support this result, as dp12 binding on CypB
affects the Trp'®® residue, which is part of the active site of
CypB and plays a crucial role in the binding of cyclosporin A or
the cell surface receptor CD147 (16). Indeed, the NOE patterns
of the He-1 Trp'?? side chain in the presence or absence of dp12
are not identical. In the absence of dp12, no NOE correlations
were detected, whereas in the presence of dp12 the He-1 of
Trp'?® side chain correlates with the amide proton of the same
residue and of two neighboring residues, Leu'*® and Asp'®!
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overlap between the prolyl cis/trans
isomerase active site and the CsA

Ppm

binding site (Fig. 6C and supple-
mental Fig. S3C). As the dp12 bind-
ing site extends to the active site of
CypB, and as on the cell surface, the
heparan sulfate chains of proteogly-
cans are longer than a dp12 oligo-
saccharide, we used the longest
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D tional implications. The same EXSY
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2 0,03 - P up to the active site of CypB, but
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S X e DISCUSSION
’ = CypB'dp1 4, kex= 51s Cyclophilins are proteins in-
volved in several inflammatory
0 ’ ' ' " diseases such as rheumatoid arthri-
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FIGURE 6. EXSY data with the CD147 peptide. The H-H, region of a 400-ms EXSY spectrum is shown for the
isolated CD147 peptide (A), the peptide in presence of a catalytic amount of CypB (B), and the peptide with
CypB/CsA (C). The exchangerate in the free peptide is too slow to give observable exchange cross-peaks. When
catalyzed by CypB, we do observe such peaks, but these disappear upon addition of CsA. D, normalized
intensity of the exchange cross-peaks as a function of mixing time, for CypB (triangles, solid line) or CypB/dp14

(squares, dotted line).

(supplemental Fig. S2). Upon binding of dp12, the Trp'? side
chain could at least transiently be reoriented, opening up the
possibility of a functional coupling between the binding of hep-
arin-derived oligosaccharides and the enzymatic PPlase activ-
ity of CypB. To further assess this possibility, the enzymatic
activity of CypB toward a CD147-derived peptide, centered on
the CD147 Pro'®° residue (in bold), '"*NLNMEAD-
PGQYRCNG', was characterized using EXSY NMR spec-
troscopy. The distinct trans and cis signals of the Asp'”® amide
protons were used to quantify the exchange process. Without
CypB, both conformers are in very slow exchange, and no cross-
peak between isoforms could be detected for mixing times up to
400 ms (Fig. 6A and supplemental Fig. S3A). However, when
adding CypB in catalytic amounts to the same peptide sample,
additional cross-peaks connecting the cis and trans amide pro-
tons of Asp'”? are observed (Fig. 6B and supplemental Fig. S3B),
confirming experimentally that CypB is able to catalyze the
isomerization of Pro'®® in CD147. Similar exchange peaks
equally connected the cis and trans forms of Gly'®! and Tyr'®*
by varying the mixing time of the EXSY spectra, an exchange
rate k., = 51 s~ was found (Fig. 6D). Addition of CsA to the
sample did abolish the exchange cross-peaks, confirming the
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tis, and play a role in the HIV-1 viral
infection process. It has been shown
that both extracellular cyclophilin A
and B are able to induce chemotaxis
(13, 14, 41, 42) but that only CypB
triggers T lymphocyte adhesion to
fibronectin in the extracellular
matrix (11). Although homologous,
with more than 50% sequence identity for both full-length pro-
teins, the main difference is in the N- and C-terminal exten-
sions that characterize CypB but are lacking in CypA (43). The
biological cyclophilin-mediated response requires both the cell
surface HSPG and the cell surface receptor CD147. CypB would
bind to one or more cell surface HS moiety of syndecan I and
subsequently promote the syndecan I-CD147 association,
resulting in an activation of p44/42 mitogen-activated kinases
and a subsequent integrin-mediated induction of extracellular
matrix adhesion (20). Precise molecular details of this activa-
tion mechanisms are as yet not available, be it for the early
interaction steps or for the ensuing signal transduction.

Here, we use heparin-derived oligosaccharides to reproduce
the physiological interaction between CypB and the glycan
moiety of cell surface HSPG. The sulfated regions of heparin are
similar to HS of HSPG. The use of oligosaccharides has already
been validated as a good model to replace longer HS chains (44).
Indeed, many structural and biological studies using oligosac-
charides were consistent with the in vivo biological data (36,
45). The minimal binding unit for CypB has previously been
shown to be an octasaccharide (dp8). Here, we used dp12 and
dp14 oligosaccharides to study the interaction with CypB.

VOLUME 282-NUMBER 47-NOVEMBER 23, 2007

2002 ‘11 J8quiada uo SHND e 610°0gl"Mmm woiy pepeojumoq



The Journal of Biological Chemistry

N

Molecular Characterization of Heparan Sulfate Binding on CypB

Their enzymatic preparation from heparin followed by size
exclusion chromatography leads to length-defined compounds
with heterogeneous sulfation patterns. To minimize this heter-
ogeneity, we purified the CypB-dp12 complex in high salt con-
ditions, which should result in the selection for the stronger
interacting species. The 0.4 M salt concentration used is lower
than the 0.6 M concentration needed to elute CypB from a hep-
arin-Sepharose column (46), and our gel filtration data show
that we indeed form a complex (Fig. 1B).

The chemical shift perturbation strategy showed that only a
defined subset of CypB residues are involved in the dp12 bind-
ing. Even though located in 4 different regions of the linear
sequence of CypB, they are spatially close and form a well
defined HS binding site. NOE data confirm that at least the
N-terminal “KKK® motif is involved in direct physical interac-
tion with the sugar moiety, explaining why their triple mutation
into *AAA° renders the protein unable to bind HSPG on the cell
surface or to trigger the CypB T-lymphocytes adhesion to
extracellular matrix. Heteronuclear relaxation data indicate
that this interaction results in a loss of mobility for the N-ter-
minal peptide, be it without the establishment of a regular sec-
ondary structure element as expected for heparin binding pep-
tides (23).

If only intermolecular NOEs were observed for Lys® and Lys®,
the complete binding site for dp12 is larger than simply this
*KKK® motif. Upon dp12 binding, 44 amide resonances were
perturbed. The corresponding residues constitute a well
defined binding site on the CypB molecular surface, including
next to the N- and C-terminal extensions two loops (37—40 and
95-102) from the CypB core. The length of the defined binding
site fits rather well with the length of a heparin-derived dp12
oligosaccharide in a helical conformation (PDB 1HPN). The
binding site is characterized by a groove flanked by lysine lad-
ders on each side. These lysine side chains constitute a posi-
tively charged patch on CypB that probably interacts with the
bulky negatively charged sulfate groups of dp12 (22). Chemical
shifts in the ">YFD'” peptide, previously identified by site-di-
rected mutagenesis as important for the interaction of CypB
with HS, did not change upon interaction with dp12. However,
only the side chains of Tyr'> and Asp'” are solvent accessible,
whereas the side chain of Phe'® is buried into the hydrophobic
core of CypB. A plausible explanation for the fact that the CypB
mutant deleted of ">YFD'” does not directly bind to the heparan
sulfate is that this deletion induces a destabilization of the first
B-strand (Thr''~Arg'®) and thus potentially disrupts the loca-
tion of the N-terminal anchoring patch with respect to the rest
of the binding site.

A final interaction zone is defined by the loop of residues
125-133 surrounding the active site. We show specifically that
the side chain of Trp'*® not only undergoes chemical shift per-
turbations through the addition of dp12, but that equally its
orientation could be modified as witnessed by differential
NOEs. This suggests that the HPSG might exert a dual role in
the biological function of CypB. They first might serve to
anchor CypB in the close vicinity of the cell surface receptor
CD147, and might in a second stage modify its prolyl cis/trans
isomerase activity toward this same receptor. Using a synthetic
peptide centered on the critical Pro'®*® and NMR exchange
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spectroscopy, we here directly demonstrate that CypB is cata-
lytically active on an extracellular region of the membrane
receptor CD147, and that this interaction is blocked by cyclop-
sporin A. Despite the dp12 binding site extending to the close
vicinity of the CypB active site, the enzymatic activity of CypB
on the CD147 peptide is not affected upon dp12 binding. This
observation agrees with the previous finding that cyclosporin
A, which bind in the CypB active site, does not influence the
binding of cell surface HS (47, 48).

An affinity in the micromolar range between CypB and the
dp12 oligosaccharide was inferred from the gradually shifting
correlation peaks in our NMR reverse titration experiment.
Such values are plausible if we consider the fact that CypB
elutes from a heparin affinity column at 0.6 M NaCl (46) and that
the HIV-1 Tat transduction domain, which elutes from the
same column at 1.6 M, has a K, of 0.37 uM for heparin (49). The
micromolar range observed is also comparable with the affinity
observed for CD44/HA (50) and several fibroblast growth fac-
tor-heparin complexes (0.5— 85 um) (51). Strikingly, Allain et al.
(48) measured a much lower K, around 10 nm between CypB
and the full-length HS on the surface of T-lymphocytes (16).
The discrepancy with our micromolar value could arise from
different points. First of all, we used heparin-derived oligosac-
charides dp12, whereas the cell-based assay used full-length cell
surface HSPG. The flexibility of HS glycanic chains are proba-
bly length dependent, and this may play a crucial role in the
affinity (37). Second, at the cell surface the HS chains are linked
to the core of HSPG, leading to a crowded environment. Finally,
the methods to assess the affinity were not the same. Here, we
use in solution NMR spectroscopy on a molecular complex,
whereas the binding on T-lymphocytes has been evaluated on a
surface by competition experiments with radioiodinated and
cold CypB.

CypB only shows weak transient interactions with CD147
peptide, compatible with an enzyme/substrate relationship.
Our data thus validate the model proposed by Allain et al. (11),
where during the inflammation response CypB interacts with
the HS chains of cell surface HSPG and is subsequently locally
concentrated in the surrounding of the membrane receptor
CD147 (20). Without a direct influence of the HS on its enzy-
matic activity, CypB can isomerize the Asp'”®~Pro'®° peptidyl
proline bond of the CD147 extracellular domain, which then
triggers in an unknown fashion intracellular signaling events.
Finally, we further validate the interaction of CypB with cell
surface heparan sulfate as a potential therapeutic target to mod-
ulate the cyclophilin-mediated inflammation process.
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Grid-based Evolutionary Strategies Applied to the
Conformational Sampling Problem.

Benjamin Parent, Alexandru Tantar, Nouredine Melab, E&Zii Talbi, Dragos Horvath

Abstract— Computational simulations of conformational adopted in solution. Several proofs of the NP-completeness
sampling in general, and of macromolecular folding in par-  of such a problem have been proposed on hand of different
ticular represent one of the most important and yet one of the models [2], [3] that frustrate computationalists and iifate

most challenging applications of computer science in biolyy h . .
and medicinal chemistry. The advent of GRID computing may the Levinthal paradox [4]. The reformulation in terms of

trigger some major progress in this field. This paper preserg an energy landscape [5] where the energy, expressed as a
our first attempts to design GRID-based conformational sam- function of geometry, is to be minimized, enables to attack

pling strategies, exploring the extremely rugged energy igoonse  the problem in the framework of function optimization. The

surface in function of molecular geometry, in search of low energy minima then correspond to the populated geometries
energy zones through phase spaces of hundreds of degrees of fth | le' h tropic effect bedded in th
freedom. We have generalized the classical island model dey- 0_ € molecule, however en_ ropic e ecs_ embedaded In . €
ment of Genetic Algorithms (GA) to a “planetary” model where ~ Widths of the wells, and which play an important role in

each node of the grid is assimilated to a “planet” harboring determining thefree energyare very difficult to estimate.
quasi-independent multi-island simulations based on a hytid The huge problem size (hundreds of degrees of freedom),
GA-driven sampling approach. Although different “planets” do is actually not the major challenge: the extreme rugged-

not communicate to each other — thus minimizing inter-CPU
exchanges on the GRID — each new simulation will benefit N€SS of the response hypersurface (molecular energy as

from the preliminary knowledge extracted from the centralized @ function of internal coordinates: dihedral angles around
pool of already visited geometries, located on the dispateln  the considered rotatable bonds, in this case) causes any

machine, and which is disseminated to any new “planet’. This - deterministic optimization attempt to get stuck in locabsh
panspermic” strategy allows new simulations to be condu@d i jrrelevant optima and imposes the use of stochastic

such as to either be attracted towards an apparently promisig i d H h babili f di
phase space zone (biasing strategies, intensification peztures) sampling procedures. However, the probability of discever

or to avoid already in-depth sampled (tabu) areas. Succesdf INg the very narrow low energy zones of phase space by
folding of mini-proteins typically used in benchmarks for all-  randomly drawing the correct coordinates is virtually null
atoms protein simulations has been observed, although the

reproducibility of these highly stochastic simulations inhuge A. Conformational sampling task in all-atom description
problem spaces is still in need of improvement. Work on two . . . . .

structured peptides (the “tryptophane cage” 1L2Y and the The estimation (acpordlng toa clf_;135|cal _force fleld)_ of the
“tryptophane zipper” 1LE1) used as benchmarks for all-atom internal energy of a given structure, in function of the tieta
protein folding simulations has shown that the planetary malel  positions of the atoms, offers an objective score, allowing
is able to reproducibly sample conformers from the neighbor g reformulate the question in terms of optimization theory

hood of the native geometries. However, within these neigh- , : : :
borhoods (within ensembles of conformers similar to models S;)(l;tﬁrggggs equation (1) provides the population level of

published on hand of experimental geometry determinationgs
the energy landscapes are still extremely rugged. Therefer
simulations in general produce “correct” geometries (simiar E
enough to experimental model for any practical purposes) wich Pr(system in state of energl) o exp (__> Q)
sometimes unfortunately correspond to relatively high enegy kgT

levels and therefore are less stable than the most stable amp .
misfolded conformers. The method thus reproducibly visitsthe whereT" is the absolute temperature ahg, the Boltzmann
native phase space zone, but fails to reproducibly hit the htom ~ constant.

of its rugged energy well. Intensifications of local samplig This equation stresses that, no matter how numerous, all

may in princi_ple solve this problematic behavior, but i_s Iimitc_ed the low-energy minima within a fewgT from the absolute
by computational ressources. The quest for the optimal time pottom of the energy hypersurface will be populated and

point at which a phase space zone should stop being intensiye theref . tant. E f fi | i
searched and declared tabu, a very difficult problem, is stll are, therefore, important. Every conformational sampling

aspect of the optimization.
. INTRODUCTION Since the herein described software is aimed at docking

The prediction of three-dimensional shapes of moleculggoblems and affinity estimation of small ligands with piote
on hand of their connectivity (the so-call&bnformational binding sites, an all-atom level of description is requirEde
Samplingtask or simplyCS) is a widely addressed, centralempirical force field used to estimate the molecular enesgy a
problem in structural biology and drug design [1]. There ara function of geometry has been derived from the Consistent
yet no general approaches able to enumerate, for an arkalence Force Field [6], [7] (CVFF), enhanced by the addi-
trary (macro)molecule, the most stable molecular geoeetrition of a continuum solvent model [8]. Although intrinsilsal



inaccurate, the force field-based energy estimation allws
far simpler, Newtonian, description of the problem compare
to the correct quantum mechanical formalism.

Whereas molecular dynamics and/or Monte Carlo simula-
tions, proceeding by small perturbations of a local geoynetr
may successfully avoid visiting the ubiquitous high-energ
regions of phase space (provided a low-energy starting
geometry is available!), they tend to spend too much time
in exploring the local neighborhoods rather than pushing
forward to yet uncharted phase space regions.@hability
to deal with a set of solutions while deriving profit of both an
intrinsic stochastic behavior in addition to the recombiora Fig. 1. Torsional angle coding.
principle, made them, in our opinion, the most suited tool
for challenging highly multimodal / highly dimensional fro
lems [9]. Our previous experience [10] showed that hybrid
genetic algorithms, relying on the synergy between rando*;n
exploration, selection and local calls to specific optirtima 0

procedures (tailor-made to respond to the peculiarities E)'F“Za“on procedures (conducting *Lamarckian” local iept

the molecular energy landscape), have the ability to Smceguzatlons to repair local clashes in what would otherwise

fully cope with the challenges of conformational samplingrepresent stable conformers, allow for “directed” mutasio

Nevertheless, this software would require weeks to mon&ermitting the othe_r degregs of freedom to adjust in respons
on a typical two-processor workstation in order to com!© the random shift applied to the mutated chromosome

plete the successful folding (discovery of the experimignta IO(_:us_, introduce popu_la_tl_on diversity management and.tab
known energy minimum) of peptides typically used in aII_cr|ter|a to block revisiting already sampled phase space

atom folding simulations (tryptophane cage, pdb code 1L2%°nes, bias random distributions for each degree of freedom

[11], 20 aminoacids; tryptophane zipper, pdb code 1LED order to enhance the probability of drawing values seen

[12], 13 aminoacids; the PIN1 WW domaisid aminoacids to occur in stable conformers, etc. — see below). Moreover,
[13], etc.). The high' computational costs 6n one hand ar{ge con'grol pgrameters _inherent to the genetic algorit_hms
the straightforwardness of parallel deployment strateipe populat(lj(_)n Size, d_[_nutatlton End crossover[_ ra_\tes, rtnaxwphal
genetic algorithms, on the other, make this problem an ide3f€: €nding condition € c.) ave a dramatic impact on the
candidate for GRID computing. sampling performance. An additional layer of optimization

Here we report, after a short introduction of the hybridn search of the optimal operational regime of @ for

island model, a first successful deployment strategy on tﬁ:\ecurrent sampling problem, was therefore implemented as

parallel GRID context. This “planetary” model was so part of a global sampling strategy involving many successiv
dubbed as it represents a generalization of the classiaabis and/or paralleliA runs.

strategy, where each node of the grid represents a “plangd” Hypridizations

on which an island model will be started. It enables the

controlled sharing of computational effort between global Ia) Patrall_lellsm:f,?hn |slan§(il4nt10del [_14O]| aIIov(\;s Trakl)le,l[
Darwinian exploration (some “planets” will be charged with mPlementations ot the cor 0 run Independently, bu

the search for novel, different, low energy folds) and inwith occasional inter-island migrations of solutions. §hi

tensification (others perform local searches for the alneolu.b"’m'C paralielization scheme favors exploration sinceheac

energy minimum within the neighborhoods of newly discov1S|and may in principle harbor a distinct population which

ered, “raw” geometries, to fine tune structural details hwit:nay nleverth(felefs be challc:_nge_dlby dﬁttecr m|grﬁmt7 dlfblt f[a|ll(s
potentially dramatic decreases in molecular energies). 0 EVOIVE as Tast as competing 1slands. L.are should be taken

while designing the migration mechanism, to prevent geneti
material from spreading to more than one island.
b) Non-uniform probability laws:while GAs usually

A. Genetic Algorithms make use of flat distribution of probability to draw random

The hybrid GA deployed on the “planets” of the GRIDValues for each Igcqs of the chromosome, introdycing any
operates on the degrees of freedom associated to the ratati§nowledge and biasing the search towards peculiar regions
around interatomic single bonds (figure 1), so that a chr&f the phase space is possible by modifying these probabilit
mosome actually represents the list, or vector of torsiondWs. The ‘knowledge-based’ biasing strategy relies on a

angles associated to each of the considered rotatable borl@§2! €nergy strain estimation, such that locally more lstab
o= (01,7 = 1...Niotondd staggered conformations will be favored over eclipsed ones
=(0;,i=1.. :

The other, ‘tradition-based’, strategy exploited heréesebn

supported by the French GRID5000 initiative (www.grid5@00and the statis_tics abOUt_ the preferentially_adopted _torsionah@{alin
Agence Nationale de la Recherche the fittest solutions currently available. This latest paym

Certain peculiarities of the sampling problem may ask
r hybridizations of the genetic algorithm with other op-

II. GA IMPLEMENTATION



suffers from its self-consistency and it has been shown thatodels on as many nodes as requested, if it can find the
extreme caution should be taken to ensure that a sufficientigssources on the GRID. There is no ‘interplanetary’ com-
diverse and relevant pool of precursor solutions is at hanmdunication at all: fit solutions may only be swapped between
before actively favoring herein encountered torsion anglslands. Once an island model is completed according to
values. With this reserve, these biasing mechanisms hatree locally specified termination criteria, or the generic
proven to speed up the overall progression of the populatiorreservation time of that node is about to expire, the pilot
¢) Deterministic optimizationsin addition to an occa- script in charge of running the island model will, before
sionally applied conjugated gradient relaxation of indixdls termination, send the locally sampled results back to the
(or ‘Lamarckian optimization’, [15]), a new heuristic hasdispatcher, which will join them to the ‘Universal’ pool of
been implemented, taking advantage of both deterministsolutions. Liberation of a node will prompt the dispatcteer t
optimization and stochastic mutations. This search stratestart an island model there, until a total (user-spegified
egy, which actually relies on the ‘Torsional Angle Driving’ number of sets of results were successfully retrieved, or
procedures [16], forces one randomly chosen degree ohftil the latest (user-definedy retrieved results failed to
freedom towards a randomly determined target value, kgontain any fitter solutions. The exact behavior of the istgrt
means of an artificial harmonic constraint term added tisland model is controlled by a set of operational paranseter
the energy function to be minimized. A conjugated gradierdictated by the dispatcher, which actively tries to optiniz
optimization then allows the torsions to relax in a conakrtethese in order to achieve better sampling capacity of the
manner, according to this new fitness landscape, towards thether runs.
desired torsional value, avoiding the clashes that wouléha Like in the workstation version, the meta-optimization of
probably arisen if rigid fragments would have been rotatethe operational parameters is performed by learning from
around the given axis (as is the case in classical randgmnevious runs, though a simple genetic algorithm, whictsrun
mutation). As this deterministic optimization proceduge iasynchronously in the planetary model (upon termination
quite time consuming and would cause serious disruption of a node, its sampling success is brought in relation to
the evolutionary loop if run within the islands; it has thfere  the operational parameters it had used, and this knowledge
been programmed under the form of stand-alone ‘exploreis stored in a database serving to pick a new operational
processes, started byGA run. parameter configuration whenever the next node is due to
start).
[1l. M ETA OPTIMIZATION

The performance of the Conformational Sampligg A. Panspermia
(CSGA) being quite sensitive with respect to the choice of the A key element of our deployment strategy is ‘panspermia’,
control parameter values, this choice has been addressedsgyentitled after the hypothesis that life on Earth mightehav
means of a meta layer of optimization, favoring parameteReen seeded by microorganisms from space: the dispatcher
sets that enhance the search procedure. may randomly pick a subset of the already visited solutions

The ‘CSGA success’ optimality criterion (equation 2), tookfrom the ‘Universal’ pool and ‘seed’ any newly started
into account both computational time and the so-calfege’ planet. The latter may use the provided sample to specify
energy of the sampled conformer ensemble (implicitly ac-these as ‘tabu’ zones [17] — forcing the exploration of other

counting for multimodality) at the current operationaluget Phase space zones — or to replace the random initialization
of chromosomes by cross-over products of these ‘ancestors’

thus allowing an in-depth exploration of promising phase
space regions.

pFitness = —kgT x1In Z exp <_k T) B. Intensification
i € found B Although the sampling procedure may rapidly generate
conformers structures in the neighborhood of the ‘native’ (experimen-
n o % Time @) tally determined) geometries, the extreme ruggednesseof th

response surface is such that important energy fluctuations
The importances of the meta optimization procedure ardepending on geometry details are certain to occur even
the hybridizations was analysed in details elsewhere [10)ithin this minimum energy well. As a consequence, many
This optimized and hybridized tool was able to processtructures that may be regarded as ‘correct’ according to
bigger molecules (up to a hundred degrees of freedom) at tgeometric criteria may nevertheless display high energies
atomic level in acceptable computing times ¢ne week). and fail to rank among the populated states. In other words,
the discovery of the lowest point of the rugged energy well
IV. MASSIVELY PARALLEL DEPLOYMENT — PLANETARY  |ar0ring the populated geometries is far from being aativi
MODEL problem and may require important intensification efforts.
The above described hybrid Darwinian process is startédl specific setup scheme for th@4, for fine exploration
simultaneously on an arbitrary, user-defined number of-planf limited phase space zones has been designed. It does
ets (nodes): a dispatcher script attempts to deploy islambt start with a random set of chromosomes, but from



previously sampled geometries representing a same glolpgematurely block the discovery of deep energy wells, while
fold, in search for states of similar overall geometry bug too late one will translate in wasted computational time,
lower energy. Obviously, intensification runs compete foat a scale proportional to the total number of independent

ressources with the default exploratory runs. solution clusters (of the order of0®...10% for a mini-
protein like 1LE1 or 1L2Y). Common sense might suggest
C. Tabu zones that intensification should be applied only to clusters of

Heavily visited phase space zones where it is ‘believedeasonably low energies, but in reality the ruggedness of
(see details below) that the deepest local optimum within tithe energy landscape is such that the energies of the first
zone has already been sampled should be declared tabu aréa/’ conformers found by the diversification simulations
This amounts to (i.) eliminating the concerned chromosoméRat discovered the new clusters are completely uncoeetlat
from the pool of ‘ancestors’ used for intensification and) (ii with the final energies of fine-tuned geometries found by
defining an exclusion zone around each such chromosoniigiensification in the immediate neighborhood. Restrigtin
Any solution close, according to a to-be-defined similarityntensification to ‘promising’ solution clusters only isuth
metric and similarity cut-off, to any tabu chromosome, antiisky. The numberNinens of maximally tolerated intensifi-
of higher energy than the tabu chromosome, will be assign€ation attempts of a cluster (set to 5, by default) is thus
an abnormally low fitness score in order to force its demisa@ key parameter of the panspermia strategy. Furthermore,
at the next Darwinian selection step. If the new solution ighe considered clusters are dynamic entities: when theynewl
fitter than the tabu chromosome, it will replace the latte@dded member is more stable than the current cluster head,
The choice of the similarity metric and cut-off is paramaountit will replace the latter and recenter the cluster aroural th
a too small cut-off discards only almost-identical pairs ofiew head. Steadily evolving clusters will not become tabu
solutions and unnecessarily spare redundant ones. On thethe number of maximally tolerated intensification attesnpt
opposite, too broad taboo areas may ‘block’ the access @nly applies if the cluster head remained unchallenged by th
unexplored deeper local minima in the neighborhood. In thiesults of these biased searches (details not shown).
present work we used a weighted block distance score in
torsion angle space as a similarity metric of the two torsion V. RESULTS, DISCUSSION PROSPECT

o otabu
angle vectorsd, 6 Up-to-date attempts to use the planetary model led to

successful folding experiments of the Tryptophane cage (
N N helix) and Tryptophane zippef{sheet), as well as of ke§-
L0 =) "w; x A(©;,01)  (3) shee)ts and Iggpspof the Prl)ﬁl V{VW do)main ina mattera?)f few
i=1 days, using only a small subs€0¢30 nodes) of GRID5000.
where w; is a weighting factor depending on fragmentSimulation results for the two first benchmark molecules wil
sizes, in order to tolerate larger variations with respect tbe discussed here.
terminal torsions, and\ is the minimal positive rotation  The tryptophane cage contains an alpha-helical moiety
angle required to move from one torsional state to the othstacked against an extended sequence to which it connects
(e.g. 2 degrees to go fro; = 1 degree to@%*** = 359 through a loop formed by 4 aminoacids (73 degrees of free-
degrees, for example). Both the way in which torsionaflom, including both torsional axes of the protein backbone
weighting factors are calculated with respect to the moving- except for the rigid peptidic bonds — and sidechains).
fragment sizes«; = 0 if fragment size< MINgracsizes helices are structural elements that fold quickly in solufi
w; = 1 above M AXrracsize, linear interpolation between being stabilized by local, energetically favorable hydnog
these extremes) and the imposed tabu cutt6fiNp;ssiy are  bonds involving a residue and i successive neighbor.
key control factors of the shape of the ‘ellipsoidal’ tabuneo This situation is well suited for GA-based sampling: a helix
around the tabu chromosome — several working hypothesesn is controlled by 6 degrees of freedom only, i.e. may
have been explored. In particular, all conformers diffgrin quite easily emerge by hazard in a chromosome (and perhaps
only in terms of degrees of freedom associated to terminhenefit from refinement by “Lamarckian” gradient optimiza-
fragments ofM I Ngragsize and less become tabu. tion). Being stabilized by internal hydrogen bonds, this
As soon as regular diversification runs led to the disstructural element may readily be inherited by the sucessso
covery of a tunable minimal number of related geometriegntil a favorable cross-over may couple two spontaneously
(regrouped according to a clustering procedure in torsionamerged helix loops together. Accordingly, the planetary
space, based on a chromosome dissimilarity score relatedni@del has successfully and reproducibly discovered geome-
equation 3), the next planet will be dedicated to intensificdries as shown in figure 2 that are very close to the native
tion within the phase space zone they populate. The key chdk2Y fold reported in literature (white — native geometry;
lenge of an optimal panspermia strategy is to decide at whichd — typical folded structure). Furthermore, the mostlstab
point a cluster used as attractor in intensification searchef all sampled conformers was systematically found to be one
has been sufficiently well sampled, in order to declare talof the correctly folded structures.
the area around its cluster ‘head’ (its representative,tmos By contrast, although the tryptophane zipper consists only
stable of its members). A too early decision in this sense m#®8 degrees of freedom, it is nevertheless more difficult to

( —
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definition). Multiple simulations (0f20...50 hours each
x20...30 nodes or more for problems larger than 1LE1
or 1L2Y) would be required for due assessment of the
reproducibility at each parameter combination. The termi-
nation criteria of the method should also be subject to
scrutiny - would more important simulation efforts ensure
the desired reproducibility? If so, which parameter should
be first increased: the number of allocated planets or the
total physical time? The obtained results show that repro-
ducibility is not solely a matter of allocated ressources:
note that the correctly folded 3 differs from the almost
correctly folded 4 only by the placement of some low-weight
side chains. Depending on the choice Ml Neragsize and

M AXeracsizs the weighting factors from equation 3 may be
fold computationally than 1L2Y. The main reason is the _such that the correc_:t fold 3 actually falls wit_hin the tabu_neo
hairpin structure it adopts, where stabilizing hydrogends instated after the discovery of a structure_llke 4. If S0, iit w
stem from topologically remote pairs of aminoacids. The N€ver be found, no matter for how long time the am_ulaﬂon
sheet “zipper” is a cooperative element: it gains stabdityy cor!tmues. Renouncmg.the tgbu strategy altogether_ ismot a
when fully structured: chromosomes displaying partly éxld OPtion, however: the simulations showed — and it makes
sheets will not benefit from stabilization, i.e. do not hamg a Perfect physical sense — that stable misfolded geometries,
obvious evolutionary advantage. This notwithstandiig, "€Presenting broader local optima than the native staee, ar
hairpin structures (correctly folded protein backbones)eh reproducibly the first to bg visited during the 5|mulat|o_hjs'|'
been reproducibly obtained by planetary model-based simyould therefore systematically return to these same ditorac
lations. In rare cases (2 out of several tens), the simuiati®®©0!s €ach time a new run is started, unless tabu zones are
actually returned a perfect replica of the experimentad fol Qeclared. The native state owns its stability to more_fdmra
both in terms of backbone and side chain orientations (figuftramolecular contacts. Or, a more compact packing of the
3), with the native geometry shown in white. This calculate@rotein chain is needed to enable more favorable contacts.

geometry was also shown to be the most stable of all theiS @lso means that any misplaced terminal fragment is
ever visited 1LE1 conformers. likely to cause heavily penalizing intermolecular clashes

. . . . ... _whereas in unfolded geometries side chains are free to move
Typical simulations, however, will return geometries like

.7 . round in solvent. Protein folding amounts to an ‘all-or-

in figure 4, where the backbone is correctly folded bu LT SR

X ; . . . ..._nothing’ situation: the most stable states are achieveithiée

sidechains are misplaced (are predicted to interact differ . ;
._all degrees of freedom adopt their native values, or none of

chain interactions proposed by the model do make physicﬁlem do (i.e. all adopt random coil values correspondingto a

chemical sense: they are aromatic stacking interactiorss ofunstructured peptide chain in solution). Situations in akhi

. . . ost of the degrees of freedom are properly set, but a few of
same nature as the one seen in the native geometries. fﬁe

differences between the two structures are subtle, thendeca em are not, are likely to corres_pond to hlghly unfavorable
energies due to clashes. The native state is a narrow but deep

is not obviously wrong and it may actually correspond t(? . e , :
: : L . ogal minimum surrounded by an ‘activation energy’ barrier
some less populated species which does exist in solution k}&l

; . s mentioned before, 1LE1 expectedly displays a much
escapes detection by state-of-the-art experimental rdethomOre marked ‘all-or-nothing’ ber?avior iztrins?c é—sheet
However, the energy of such a conformer is significantl . .
higher than the one of the native state and, unfortunatisly, a¥0|ds' Therefore, optimal setup of the panspermia straiegy

higher than the one of misfolded structures like in figurenb. Iproblem-depe_ndent. .
that simulation. the almost correct fold 4 was ranked s An alternative way to address the conformational problem

(iJs currently being considered: a thorough search of the max-
most stable geometry out of several hundreds of thousands. .
imal phase space volume that may be reproducibly sampled

If the geometry of 1LE1 would not have been known, thi . P : :
. . : . y local intensification procedures will be conducted, gsin
simulation would have erroneously predicted the misfoldeq: : .
iverse randomly picked phase space zones of different

geometry 5 instead ?f the almost correct fold 4. _compounds. Phase space will be then divided into cells,
Evolving the latter into the properly folded 3 may require g,stimajly defined according to this study, and the overall

quite lengthy intensification simulation. An exhaustivarsh o tormational search will be conducted in this “discreiz

for an optimal panspermia a_ppr’oach (guaranteeing thgroplem space, where the fitness score of each phase space

reproducible discovery of a ‘native’ geometry at the lowestq| will be given by the free energy score returned by

energy level among the sampled conformers) does howevgg |oc4) intensification simulation. In a broader persipect

not appear to be feasible: it would require the tuning of g{,,e| deployment strategies using the PARADISEQS]
least four parameters\Vntens M I Neragsizes M A XrraGsize

and M I Npissim, not mentioning the ones controlling cluster 2nttp:/paradiseo.gforge.inria.fr

Fig. 2. Native state of 1L2Y, ranked as first among output eonérs.




core library for genetic algorithm deployment on the GRID
will also be explored and compared to the planetary strategyy;
in search of a procedure optimally exploiting the potential
GRID5000 for solving molecular modeling problems.

Fig. 4. Almost correctly folded geometry with correctly deld main chain

but misplaced side chains, ranked only 79th in terms of litabi

Fig. 5. Top ranked misfolded geometry.
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Steps towards an Ensemble-Based Force Field Fitting Procedure

Benjamin Parent, Guy Lippens & Dragos Horvath
UMR 8576 CNRS/Université des Sciences & Technologies de Lille, Bat C9, 59655 Villeneuve d’Ascq, France

hﬁ problem: The classical force fields (FFs) used in molecular mechanics and dynamics were typically parameterized with respect to structural and energy barrier data of small molecules. Protein FFs are calibrated such as to guarantee that native folds actually correspond to an energy minimum of ﬁy
structure-energy response surface, in the sense that a typical dynamics simulation at 300K of a stable protein is not expected to leave the neighborhood of the native fold. It is however unclear if the current force fields provide an accurate description over the entire phase space of (macro)molecules, or
whether exhaustive conformational sampling methods which may easily tunnel through energy barriers might discover spurious, deeper energy minima corresponding to non-native folds. The existence of alternative minima is of little relevance for classical MD simulations gravitating around the native fold,
but may become an issue in ab-initio all-atom protein folding simulations, which were only recently rendered feasible by the use of massively parallel computational resources. However, determining whether such alternative deeper minima are indeed spurious requires an in-depth analysis in terms of
conformational free energies (deep but narrow alternative minima, not populated for entropic reasons, are tolerable). Estimating the conformational free energy directly from calculated partition functions is practically impossible in an all-atom expl
and angle-bending vibrational terms. Therefore, little is known about the overall accuracy of classical FFs throughout the entire phase space of a folding problem.
The goal: calibration of an empirical molecular FF for conformational sampling and docking. Generally applicable to proteins, sugars, organic ligands, tailor-made for use with torsional degrees of freedom only and using a continuum solvent model, it should be consistent, in the sense that docking affinities &
folding propensities should be directly linked to computed force field energies of sampled ensembles. A posteriori rescoring of docking poses should no longer be required, e.g. the docking problem should be reduced to a simultaneous conformational sampling of several molecules. \

it-solvent simulation including high-frequency bond stretcl

The approach: Our group (Parent et. al, Soft Computing, DOI: 10.1007/S00500-006-0053-y, 2006) has recently developed a hybrid Genetic-algorithm-based conformational sampling method for problems of 100-200 torsional degrees of freedom — please refer to slides GA-1...5 below. It ignores bond
stretching and angle bending, is based on CVFF (Hagler et. al., J Am Chem Soc, 96,5319-27, 1974) van der Waals terms and includes a simple continuum desolvation model (Horvath, J.Med.Chem 15, 2412-23, 1997). The method proved able to detect lower non-native energy minima corresponding to the
initial FF setup — or to sample the native fold, whenever this coincided with the lowest energies found. Instead of an accurate estimation of conformational free energies, we rely on a semiquantitave criterion to decide whether the alternative minima are spurious: on hand of extensive torsional Monte Carlo
sampling of the neighborhood of the native fold, a free energy index of the native state is determined from the herein obtained partition function. Alternative minima found by the evolutionary algorithm, however, are represented by a single state, e.g. their “free energy” may not be lower than their energy. If
the energy of an alternative minimum lays below the free energy of the native state — in spite of artificially favoring the latter from an entropic point of view — then this is a clear proof of a force field failure and force field parameters need to be adjusted in order to appropriately reposition the relative energy
levels of native and non-native states.

On the basis of a learning set including small structured proteins - the Tryptophane cage (1L2Y) the Tryptophane zipper (1LE1) , the WW domain of PIN1, etc., sugars — cyclodextrine, or chemically modified peptides, our first goal is to find a force field setup void of any “spurious” minima in the above-
mentioned sense. This is a necessary, but not yet sufficient condition for FF accuracy. Furthermore, the question could be raised whether a “self-consistent” FF may be found, in the sense that experimental conformational free energies can be reproduced on hand of calculated partition functions from vi
geometries — meaning that FF parameters must be chosen such as to compensate for the artifacts introduced by the ignoring of stretch-bend contributions and for the typical artifacts due to the inherent incompleteness of the sampling process itself.
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Up-to-date Results: After nine steps in force field parameter space (see right-hand schema), ab initio folding
simulations with the latest set of parameters show an overall improved propensity to (a) sample native states
and (b) to rank the native states among the most stable of the obtained conformer lists. Opposite images
ustrate, for several of the training set molecules, the overlay between native and the closest-to-native of the
GA-sampled geometries, using each of the N most recent visited force field setups. Both RMS deviation from
native geometry and the rank number of the closest-to-native conformer in the energy-ranked conformer set
are given (ideally, m_smAAQ, and rank# =1). More recent force field parameter sets can be seen to be more
successful

The Force Field Fitting Procedure...

Customized CVFF force field, including a continuum solvent model:

7 2 Install a NEW
AT . 59, e
s =k = ki ) Bootons = configuraton
i dd b Yes, for the first time!
= Current st of fittable force field parameters: mm: _)o%“,:“% Locally explore neighborhood
~ Disance:dependent colctric constant austve || ol experineial geometry
» Weighing factor of the desolvation penalty )
» Weighing factor of the hydrophobic contacts reconfirmed!
» Weighing factor of repulsive van der Waals E Add all sampled conformers to
» Attractive & repulsive van der Waals coefficients of the following type: ‘co’ Data Base & calculate RMS
(carbonyl C), ‘o' (ether-type O), ' (aliphatic H), ‘cp' (aromatic C), ‘oc' Devation from "native" geometry

(carbonyl O)
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Pierre-Emmanuel Morant, Constant Vandermoere, Quentin Thommen,
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Schwartz, Francois-Yves Bouget, Marc Lefranc

Oscillateurs génétiques simples. Application a ’horloge circadienne

d’une algue unicellulaire.
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Oscillateurs génétiques simples. Application a ’horloge
circadienne d’une algue unicellulaire

Pierre-Emmanuel Morant!, Constant Vandermoere', Quentin Thommen!, Benjamin Parent?,
Francois Lemaire?, Florence Corellou*, Christian Schwartz*, Francois-Yves Bouget*, Marc Lefranc!

! Laboratoire de Physique des Lasers, Atomes, Molécules, UMR CNRS 8523, UFR de Physique, Bat. P5,
Université des Sciences et Technologies de Lille, F-59655 Villeneuve d’Ascq, France.

2 Unité de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle, UMR CNRS 8576, Bat. C9, Université des Sciences et
Technologies de Lille, F-59655 Villeneuve d’Ascq, France.

3 Laboratoire d’Informatique Fondamentale de Lille, UMR CNRS 8022, Bat. M3, Université des Sciences et
Technologies de Lille, F-59655 Villeneuve d’Ascq, France.

4 Laboratoire Modeéles en Biologie Cellulaire et Evolutive, UMR CNRS-Paris 6 7628, Observatoire
Océanologique de Banyuls sur mer, BP44, 66651 Banyuls sur Mer Cedex, France.

marc.lefrancQuniv-lillel.fr

Résumé. Un gene réprimé par l'expression de sa propre protéine constitue I’exemple le plus simple de circuit
génétique a boucle de rétroaction négative, et 'apparition d’oscillations dans ce systeme est un probleme classique
de la biologie théorique. Nous nous intéressons ici au cas ou le taux de transcription ne suit pas instantanément
la concentration en protéine, mais se comporte comme une variable dynamique indépendante. Nous observons
que lexistence d’'une dynamique transcriptionnelle favorise les oscillations, et que ces derniéres apparaissent de
maniere systématique dans la limite ou les dégradations de PARN et de la protéine sont totalement saturées.
Nous considérons également la généralisation la plus directe du gene auto-régulé : une boucle a deux genes,
I'un activateur, 'autre répresseur, se régulant réciproquement, et nous comparons ses prédictions auux données
expérimentales concernant les oscillations circadiennes d’une algue unicellulaire verte.

Abstract. A gene which is repressed by its own protein is the simplest example of a genetic circuit with a negative
feedback, and the appearance of oscillations in this system is a classical problem in theoretical biology. Here we
study the case where the transcription rate does not react instantaneously to changes in protein concentration
but is an independent dynamical variable. We observe that the transcriptional dynamics favors oscillations, and
that periodic regimes appear unconditionnaly in the limit where enzymatic degradations of ARN and protein are
completely saturated. We also consider the simplest generalization of this oscillatior, a circuit with two genes, an
activator and a repressor, regulating each other, and compare its predictions to experimental data about circadian
oscillations in a unicellular green alga.

1 Introduction

Les dizaines de milliers de génes que porte la molécule d’ADN au coeur de chaque cellule contiennent
I'information nécessaire & la synthese des briques de la machinerie moléculaire de la Vie, les protéines.
Cette synthese s’effectue en deux étapes : “transcription” de la séquence codante en une molécule d’ARN
messager, puis “traduction” de cet ARN en une séquence d’acides aminés, c’est-a-dire une protéine. Or,
les taux de production des ARN ne sont pas constants : l'activité des genes est en effet régulée par
des protéines produites par d’autres genes, au travers de réseaux complexes. L’ensemble constitue donc
un systeme dynamique fortement non linéaire, susceptible de présenter toute une gamme de comporte-
ments bien connus : bistabilité, mais aussi oscillations, comme par exemple celles intervenant dans la
segmentation des somites lors de Pembryogénése [1], ou dans les horloges circadiennes [2]. Ces derniéres
fournissent a un grand nombre d’organismes une mesure interne du temps leur permettant de faire varier
de nombreuses grandeurs physiologiques sur une période de 24 heures, et de s’adapter ainsi a l’alternance
jour-nuit. Leur caractere autonome est démontré par le fait qu’elles persistent en éclairement constant,
avec une période naturelle 1égerement différente de 24 heures.



2 Morant et al.

L’oscillateur génétique le plus simple est a priori celui constitué d’'un gene réprimé par la protéine
qu’il produit, comme sans doute le géne hes! dans la segmentation des somites [1]. Il s’agit d’un probleme
ancien [3,4], pour lequel il est admis qu’on ne peut observer des oscillations que si on introduit soit une
étape cinétique intermédiaire, par exemple une phosphorylation de la protéine [5] ou un transport entre
cytoplasme et noyau [6], soit un terme explicite de délai dans les équations [7,8,9]. Nous avons revisité ce
probleme en tenant compte de deux effets complémentaires.

D’une part, des expériences récentes ont montré que le processus de transcription se caractérise par
une cinétique complexe, et notamment par lexistence de “salves de transcription” [10] modulant I’ac-
tivité transcriptionnelle sur des durées allant jusqu’a quelques dizaines de minutes. Comme Frangois et
Hakim [11], nous considérons donc le taux de transcription comme une variable dynamique & part entiére,
contrairement & I'immense majorité des études ol on suppose qu’il réagit instantanément a la concentra-
tion en protéine. D’autre part, les analyses théoriques postulent généralement que les acteurs moléculaires
sont dégradés par des mécanismes génériques, par exemple dégradation spontanée ou dirigée par une en-
zyme, avec une cinétique de type Michaelis-Menten. Or, 'importance de la cinétique de dégradation, et le
pouvoir déstabilisant d’effets non linéaires, tels que la stabilisation de la forme dimeére d’une protéine [12],
ont été récemment soulignés [13].

Dans le cas du gene auto-régulé, nous avons constaté que l'existence d'une dynamique transcription-
nelle peut élargir considérablement le domaine de parametres dans lequel un mécanisme de dégradation
non linéaire induit des oscillations. Celles-ci sont observées de maniere systématique dans la limite ou les
dégradations de ’ARN et de la protéine sont saturées mais peuvent apparaitre bien avant.

2 Oscillations d’un gene réprimé par sa propre protéine

Comme Francois et Hakim [11], nous décrivons la dynamique transcriptionnelle par une simple
équation cinétique décrivant des processus élémentaires d’association/dissociation entre la protéine et
I’ADN, mais une modélisation plus complexe pourrait étre envisagée. Dans ces conditions, la dynamique
du circuit a un géne auto-régulé peut étre modélisée par les trois équations adimensionnées suivantes :

g=0[1-g(1+p")] (la)
p=nall—g(l+p")]+d[m— f(p)] (1b)
m=pu+ Ag— h(m) (1e)

ou ¢,p et m représentent respectivement l'activité du gene, et les quantités de protéines et d’ARN.
L’entier n indique la coopérativité de la régulation, c’est-a-dire le nombre de protéines contenues dans le
complexe protéique modulant I'activité du géne. L’unité de temps est le temps de demi-vie de 'ARN. Les
coefficients 0, « controlent les échelles de temps des processus de dissociation et d’association a ’ADN,
tandis que 1/6 est le temps de demi-vie de la protéine. Les parametres p et A déterminent Pactivité du
géne selon que celui-ci est libre et actif (g = 1) ou 1ié et réprimé (¢ = 0). Les fonctions f(p) et h(m),
qu’on suppose de pente unité a l'origine, décrivent respectivement les mécanismes de dégradation de la
protéine et de TARN.

Pour étudier 'apparition d’oscillations dans ce systeme, nous n’envisagerons ici que la déstabilisation
de I'état stationnaire des équations (1) via une bifurcation de Hopf menant & des oscillations périodiques.
L’analyse de stabilité linéaire du systéme (1) montre que deux valeurs propres de la matrice jacobienne
traversent I’axe imaginaire et acquierent une partie réelle positive quand 1’expression H ci-dessous passe
par zéro pour devenir négative (critere de Routh-Hurwitz) :

H = uho® (aho + 65\) (38X 4 uX + ahg)
+A%hg [ho(—8ho + 2ua + ads) + A(u + 0s)*] 0
+2* (u + 6s) 62 (2)
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ou s et u sont les pentes des fonctions de dégradation f(p) et h(m) au point fixe et hg est la valeur prise
par la fonction de dégradation h(m) en ce point.

On voit facilement que lorsque T = u + §s < 0, 'expression (2) est négative pour toutes valeurs des
constantes cinétiques 0 et a. Cela indique que ’on observe alors systématiquement des oscillations, méme
pour des dynamiques transcriptionnelles extrémement rapides, et en particulier dans le cas u, s — 0 ot les
dégradations enzymatiques sur PARN et la protéine sont saturées, un facteur d’instabilité bien connu [14].
Cela n’a rien de surprenant, car —7 est la trace du jacobien du modele & deux variables ou 'activité du
gene g est supposée étre asservie a la concentration en protéine p, et ’on sait que pour un systéeme a deux
variables, la positivité de cette trace est synonyme d’instabilité [12,15].

L’expression (2) est plus intéressante si on adopte le point de vue que les constantes 6 et a ne sont
pas tres grandes, comme on le suppose généralement, mais qu’elles doivent correspondre aux échelles de
temps des “salves de transcription” observées expérimentalement. Ces derniéres se caractérisent par des
temps d’extinction allant jusqu’a quelques dizaines de minutes [10], soit § = O(1). Nous avons observé
que des oscillations peuvent alors apparaitre pour des valeurs de T' = u + ds nettement positives, ce qui
correspond a des dégradations nettement moins saturées que lorsque 6, &« — oo. La figure 1 montre ainsi
des oscillations observées pour 6 ~ 0.25, ce qui correspond a des temps d’extinction d’environ 40 minutes
pour une demi-vie de ’ARN de 10 minutes. Les pentes des fonctions de dégradation au point fixe sont
alors u = 0.14 et s = 0.56, & comparer a une valeur unité a faible concentration. On voit si la dégradation
de la protéine est relativement saturée, celle de ’ARN ne I'est que modérément.

25 mt) —— 4

N
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\ \ \ \ |
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o

i

0 20

Fig.1. Oscillations du modele (1) pour les valeurs des paramétres suivantes : = 0.25, a = 8 x 107%, § = 0.76,
A =55.7, u = 0.6, n = 2. Les variables g, p, m sont normalisées par rapport a leur valeur au point fixe. La protéine
est supposée étre dégradée par une enzyme allostérique avec une cinétique d’ordre 2, tandis que la dégradatation
de 'ARN suit une cinétique de Michaelis-Menten classique. L’unité de temps est la demi-vie de PARN.

On peut légitimement se poser la question de la validité du modele déterministe (1) si Pactivité du géne
g doit étre considérée non comme une variable continue mais comme une variable stochastique alternant
entre 0 et 1, et si les temps de commutation ne sont pas petits devant les temps d’évolution. A cela on
peut répondre que les oscillations du modele déterministe doivent se refléter de maniere mesurable dans
les propriétés statistisques du modele stochastique, et entrainer par exemple une dispersion beaucoup
moins importante des temps de commutation. D’autre part, il n’est pas exclu qu’une prise en compte
plus fine des mécanismes de transcription montre la nécessité d’introduire certaines variables continues
dans les description de ces mécanismes.

3 La boucle a deux genes

Une généralisation naturelle du circuit a un gene auto-régulé est celui formé par une boucle de deux
genes, I'un activant le deuxieme, le deuxiéme réprimant le premier. Nous utilisons dans ce qui suit
un modele semblable & (1), excepté que nous négligeons la dynamique transcriptionnelle. Nous nous
intéressons ici a ce systeme en ce qu’il constitue un modele minimal de ’horloge circadienne d’ Ostreo-
coccus tauri, une algue verte unicellulaire dont la physiologie et I’appareil génétique se caractérisent par
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une compacité extréme, mais qui présente néanmoins de nombreux points communs avec les végétaux
supérieurs. Deux genes TOCI et CCA1, homologues de deux genes centraux de I’horloge d’Arabidopsis
thaliana, le modele des végétaux supérieurs, ont pour l'instant été identifiés comme faisant partie de
I’horloge circadienne de cette algue, qui est étudiée a 1’Observatoire Océanologique de Banyuls.

En supposant des mécanismes de dégradation de type Michaelis-Menten, les équations réduites gou-
vernant la dynamique de la boucle a deux genes peuvent s’écrire :

me )\T Rmy T

ar M + 1L+ pe” " Rmp Mo .
B tyemy — P (3
"
B~ bpo(me — D) )

o mr et pr (mc et po) représentent les quantités d’ARN et de protéine du gene TOC1 (CCAL).
Les parametres nr,c, Ar,c, fr,c €t §, dprpo ont la méme signifcation que dans (1). Les coefficients &;
caractérisent la saturabilité des dégradations enzymatiques des différentes molécules en présence.

De méme que pour le modele (1), Papparition d’oscillations dans le modele (3) dépend de maniere cru-
ciale des mécanismes de dégradation. Plus précisément, il faut qu’au moins un certain nombre des quatre
molécules impliquées dans la boucle soient dégradées de maniere enzymatique, et que cette dégradation
soit suffisamment saturée (& un moindre degré cependant que pour le circuit & un gene). Il est intéressant
de noter au passage que le systéme (3) peut se ramener dans une certaine limite & la variante du célebre
oscillateur de Goodwin [3] donnée par Bliss et al. [17].

Fig.2. Niveaux d’expression en alternance jour/nuit des génes TOC1 (alias PRR) et CCA1 d’O. tauri en fonction
du temps circadien (CT : “circadian time”), CTO correspondant au début du jour. Données expérimentales
du groupe Horloge circadienne et cycle cellulaire de 1'observatoire océanologique de Banyuls/mer. Malgré les
incertitudes de mesure, on peut caractériser les deux courbes par des grandeurs relativement reproductibles.
Ainsi, la quantité d’ARN de TOC1 est maximale vers CT10.5, avec une largeur a mi-hauteur d’environ 6 heures,
et un long passage a zéro entre CT17 et CT7. En ce qui concerne CCA1, la présence de ’ARN est beaucoup plus
étalée dans le temps, avec un pic vers CT17, une largeur a mi-hauteur d’environ 12 heures et un point bas aux
alentours de CT7.
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Notre but est de comparer les prédictions du modele (3) aux données expérimentales concernant
les variations dans le temps des ARN et des protéines de I’horloge. Cette comparaison est d’autant
plus intéressante que la boucle TOC1/CCA1l a été un temps évoquée comme modele pour I'horloge
d’Arabidopsis [16,18] avant d’étre délaissée au profit de circuits plus sophistiqués & plusieurs boucles de
rétroaction [19]. Or, comme on le voit sur la figure 1, qui montre les variations dans le temps des niveaux
d’ARN des genes TOC1 et CCA1 en alternance jour/nuit, ’horloge d’ Ostreococcus présente une différence
importante avec celle d’ Arabidopsis : CCA1 est a son maximum d’expression en début de nuit plutdt qu’au
petit matin. Etant donné qu’Ostreococcus se caractérise généralement par une relative simplicité, il était
donc important de déterminer si la boucle a deux genes pourrait étre un meilleur modeéle pour cette algue
que pour Arabidopsis. Dans un premier temps, nous nous sommes attachés a reproduire les régimes en
alternance jour/nuit, généralement plus reproductibles que les régimes en éclairement constant.

Le modele (3) décrit la régulation réciproque des geénes TOC1 et CCAl, mais ne précise pas le
mécanisme d’action de la lumiere sur la boucle. En I'absence d’informations précises, il nous faut donc
envisager plusieurs scénarios différents, associés a des modulations différentes des parametres. L’hor-
loge pourrait étre ainsi entrainée et synchronisée au cycle jour/nuit par une dégradation accélérée d’une
protéine ou d’une autre, et ce le jour ou plutot la nuit, ou encore par une réduction de I'activité trans-
criptionnelle d’une des deux protéines dans 'une des deux périodes. On peut évidemment espérer que les
tests de ces différents mécanismes nous fournissent des pistes sur le couplage effectivement présent.

La figure 2 montre ainsi deux simulations préliminaires du modele (3). Ces profils temporels ont
été obtenus en cherchant des jeux de parametres pour lesquels ils se rapprochaient le plus des données
expérimentales (fig. 2). On constate sur la partie gauche de la figure que 'hypothese d'une dégradation
accélérée de la protéine TOC1 la nuit permet au modele & deux genes d’ajuster relativement bien les
données expérimentales : les caractéristiques des profils expérimentaux et théoriques coincident avec une
trés bonne précision, si ce n’est un pic de CCA1 un peu en avance. On note toutefois sur la figure 2 qu’il
n’est pas exlu que ce pic arrive en fait plus tot que ne I'indique la ligne tracée pour guider 1'oeil.

100 T T T T T 100 T T T T T T T T
ImTOC ImTOC,
IMCCA ——— MCCA ———
so / \ / \ BO \ \
60 § 60 \ \
) ) \/ k
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48
I I I I

&
. —
i
. —
Amplitude (u.a.)

Amplitude (u.a.)

Circadian Time (hours) Circadian Time (hours)

Fig.3. Simulations numériques du modele (3) avec deux hypothéses différentes de coopérativité et de couplage
de la lumiere externe a la boucle génétique. Dans les deux cas, on teste un grand nombre de jeux de parametres
différents, et celui pour lequel les solutions s’approchent le plus de des courbes expérimentales de la figure 2 est
retenue. (gauche) Dégradatation accélérée de la protéine TOCI la nuit, régulation par un monomere de TOC1 et
un dimere de CCA1; (droite) Dégradation accélérée de la protéine CCA1 la nuit, régulation par des monomeres de
TOC1 et de CCA1. On constate que 'hypotheése de gauche est nettement plus vraisemblable que celle de droite.

Evidemment, des comparaisons plus précises impliquant également les profils temporels des protéines
ainsi que les données en éclairement constant seront nécessaires avant de se prononcer définitivement sur
la pertinence du systéme (3) en tant que modeéle de I'horloge circadienne d’Ostreococcus. Les résultats
préliminaires présentés ici sont cependant étonnamment encourageants.



6

Morant et al.

4 Conclusion

Nous avons observé que la prise en compte d’'une dynamique transcriptionnelle élargit les zones de

parametres ou des mécanismes de dégradation non linéaires peuvent induire des oscillations dans 1’expres-
sion d’un gene réprimé par sa propre protéine. Ces mécanismes de dégradation sont également importants
pour comprendre 'apparition d’oscillations dans la boucle & deux genes, qui est par ailleurs un modele
hypothétique de I’horloge circadienne de I'algue unicellulaire Ostreococcus tauri. Des calculs préliminaires
montrent qu’a condition de supposer certains modes d’action de la lumieére sur les acteurs moléculaires,
ce systéme semble bien reproduire les observations expérimentales.
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Résumé

La complexité du vivant est omniprésente a toutes les échelles : des interactions entre molécules individuelles
aux réseaux d’interactions permettant & la cellule d’assurer ses fonctions vitales et de répondre aux stimuli.
Cette thése se veut étre une application des outils de I’Automatique et de I'Informatique & certaines questions
de la Biologie et Biochimie.

Pour cela, nous avons abordé le probléme via deux aspects : le premier concerne la modélisation des interactions
moléculaires en vue de prédire les modes de fixation et les affinités entre molécules. Puisque ces estimations néces-
sitent de considérer la flexibilité des acteurs, nous avons abordé, en premier lieu, la prédiction des conformations
moléculaires qui reste un challenge majeur, caractérisé par ses aspects multimodal et de grandes dimensions.
Nous avons alors développé une suite d’heuristiques autour d’un algorithme génétique central. Les paramétres
de controle et les stratégies d’hybridation sont pilotés par un méta-algorithme permettant d’optimiser la re-
cherche. En outre, des stratégies innovantes de parallélisation sur grilles d’ordinateurs ont été validées afin de
réduire les temps de calculs. Enfin, pour entreprendre I'étude des conformations de plusieurs molécules, nous
avons développé des algorithmes de criblage rapides basés sur la comparaison d’indices topologiques.

Nous avons également étudié un autre aspect en modélisant formellement certains graphes d’interactions, ceci
& une toute autre échelle : celle des concentrations des molécules. Nous avons alors mis en évidence I'impact des

modes d’interactions moléculaires sur la dynamique globale.

Mots-clefs : Algorithmes génétiques ; optimisation multimodale ; problémes de grandes dimensions ; stra-
tégies d’hybridation ; optimisation automatique des parameétres de controéle; modélisation moléculaire ; échan-

tillonnage conformationnel ; biologie systémique.

Abstract

The complexity of Life is present at every level of its study : from individual molecular interactions to “interaction
networks”, enabling the cell to achieve its functions and to elaborate responses to external stimuli. During this
thesis, tools derived from Control and Computer Sciences were used to address questions originated from Biology
and Biochemistry.

Two aspects were considered : firstly the atomic description of intermolecular interactions, allowing predictions of
the docking poses and the affinities between the actors. However, since these estimations depend on the flexibility
of these actors, the problem of the prediction of molecular conformations, characterized by multimodal and high
dimensional aspects — still a major challenge — was first addressed. Therefore, we have developped a set of
heuristics around a core genetic algorithm. The operational parameters and the hybridizing strategies are under
control of an algorithmic meta-layer enabling the optimization of the search. Moreover, innovative strategies for
parallel deployment of the algorithms have been validated in order to reduce computing times. Finally, while
undertaking the study of multiple molecules conformations, we have developed fast screening algorithms based
on topological indexes.

The second aspect studied here was a formal modeling of some interaction sub-networks at the scale of the
concentrations of the molecules. In particular, we have shown how molecular interaction modes can alter the

overall dynamic of the system.

Keywords : Genetic algorithm ; multimodal optimization ; high-dimensional problems ; hybridizing strate-
gies ; automatic optimization of operational parameters ; molecular modeling ; conformational sampling ; system

Biology.
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