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Chapitre1
Introduction générale

De nombreux médicaments sont connus pour interagir avec des protéines diffé-

rentes de la cible initiale, ce qui peut entraîner des effets secondaires. Pour certains

médicaments, leurs effets secondaires se sont avérés être efficaces pour traiter des pa-

thologies différentes de celles qui étaient ciblées dans un premier temps. L’utilisation

de ces médicaments a par la suite été ré-orientée afin d’exploiter leur action dans

un contexte plus judicieux. D’autres effets secondaires ont conduit à la restriction

de la prescription du médicament selon le cas, voire à l’arrêt total de la prescrip-

tion. Une autre possibilité qui est aussi explorée est l’utilisation d’un médicament

qui a plusieurs cibles qui sont toutes connues pour jouer un rôle dans une même

pathologie.

Ces actions multiples sont principalement dues à des interactions entre le mé-

dicament et des protéines différentes et précisément aux similitudes des zones d’in-

teraction des médicaments sur les protéines avec lesquelles ils interagissent. C’est

pourquoi nous nous sommes intéressés aux atomes de la protéine qui sont en surface

et proches du ligand. Nous avons défini ces atomes comme étant le patch d’interac-

tion pour un ligand donné.

La recherche d’un patch connu pour interagir avec un médicament, sur une ou

plusieurs protéines permettrait de détecter de potentielles cibles protéiques pour ce

médicament. En effet, des similitudes structurales entre le patch d’intérêt et la sur-

face d’une protéine ciblée indiqueraient une interaction probable du médicament avec

cette protéine. Ainsi, l’identification de protéines présentant des patches similaires

1



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GÉNÉRALE

à leur surface permettrait soit d’apporter des éléments d’explications pour les effets

secondaires mis en évidence, soit de participer à la conception d’un médicament aux

interactions secondaires limitées ou choisies.

La comparaison de sites de liaison est une problématique qui a entraîné le déve-

loppement d’outils qui utilisent différentes approches pour déterminer si deux sites

de liaison sont susceptibles de fixer un même ligand. Toutefois, il n’existe pas de

programme permettant de rechercher un patch défini par l’utilisateur, pouvant être

un site de liaison ou une partie de surface, sur une surface protéique. Les outils

actuellement disponibles permettent de détecter si deux sites de liaison sont sus-

ceptibles de se lier à un même ligand, et imposent des ligands et des cavités bien

définies.

Dans ce manuscrit, je décris le développement d’une méthode appelée Patch-

Search permettant de rechercher des similitudes géométriques et physico-chimiques

entre un patch de surface issu d’une protéine et la surface d’une autre protéine.

Cette recherche de similitudes se base sur une approche algorithmique originale de

recherche de quasi-cliques dans un graphe produit, qui prend en compte les carac-

téristiques propres à la surface protéique.

Ce manuscrit débute par une présentation générale du médicament, de son par-

cours au sein de l’organisme ainsi que des interactions multiples qui peuvent exister

entre le médicament et les protéines présentes dans l’organisme. Je détaille par la

suite l’état de l’art des différentes méthodes qui permettent de comparer les sites de

liaison entre eux ou de détecter d’éventuelles similitudes locales entre des protéines.

Dans le chapitre suivant, j’explique les méthodes que nous avons développées

pour extraire des patches et/ou des surfaces, ainsi que l’approche algorithmique que

nous avons implémentée dans PatchSearch pour identifier des similitudes entre un

patch donné et une surface.

Nous avons appliqué PatchSearch dans différents contextes qui sont présentés

dans les trois chapitres de résultats qui suivent la présentation de la méthode.

Dans le premier chapitre d’application de PatchSearch, je montre l’intérêt de

notre méthode par rapport à celle des cliques qui est plus classiquement utilisée lors

de la comparaison structurale.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION GÉNÉRALE

Ensuite, je présente la comparaison des performances de PatchSearch par rapport

aux autres outils dédiés à la détection de similitudes entre sites d’interaction, ainsi

que la mise en application de PatchSearch sur des cas de médicaments connus pour

se lier à plusieurs protéines.
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Chapitre2
Contexte biologique

2.1 Médicaments : généralités et conception

2.1.1 Histoire des composés thérapeutiques

Comment le principe de molécule à usage thérapeutique a-t-il émergé ?

Au cours de l’Égypte ancienne, la médecine comprenait l’étude du psychisme [104]

entre les organes et leur pharmacopée se composait de minéraux, de végétaux, et

de produits animaux et humains entre autres [13]. L’association d’éléments naturels

avec des propriétés curatives commençait à s’établir.

Plus tard dans l’Antiquité, Hippocrate et Galien ont élaboré vers 138 avant J.-C. la

médecine selon laquelle la santé humaine correspond aux quatre fluides corporels ou

humeurs : le sang, le phlegme, la bile noire et la bile jaune [42]. D’après leur théorie,

une maladie serait le fruit du déséquilibre d’une de ces quatre humeurs. Ce n’est

qu’au XVIème siècle qu’émergea la notion de médicament pour soigner une maladie,

sous l’impulsion de Paracelse [136]. Ce dernier soutenait que tous les phénomènes

scientifiques pouvaient être expliqués par l’alchimie [170], soit la science de trans-

mutation des métaux. Il appliqua ainsi certains préceptes alchimistes de métallurgie

à la biologie humaine : notamment, le médicament doit être adapté à la maladie

du patient, et doit être administré à une dose optimale pour permettre son activité

curative. Il affirmait que “tout est poison rien n’est poison : c’est la dose qui fait le

poison” [43], ce qui peut se traduire par une relation proportionnelle entre la dose de
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CHAPITRE 2. CONTEXTE BIOLOGIQUE

médicament administrée et l’effet : une importante dose de médicament entraînera

un effet accru du médicament. Cette dernière théorie fut contredite ces dernières

années , notamment par l’exemple des perturbateurs endocriniens [165] : dans ce

cas, : la relation dose-effet peut ne pas être linéaire, de faibles doses peuvent avoir

plus d’impact que des doses plus élevées.

Suite aux théories paracelsiennes, l’idée d’allier la chimie et la physiologie permit

l’émergence du principe de la médecine dite chimique. Plus tard, au XVIIème siècle,

les études de botanique aboutirent à l’extraction de principes actifs. Un principe

actif est une substance présentant des propriétés thérapeutiques, c’est-à-dire visant

à guérir ou soulager une maladie donnée. Notamment, les premières substances thé-

rapeutiques à être extraites de végétaux furent la morphine (isolée en 1803 à partir

de l’opium [178]) et l’acide salicyclique, extrait de l’écorce de saule au XIXème siècle,

qui sera par la suite modifié et commercialisé sous sa forme la plus connue, l’aspirine

[51].

En 1967, le code de la santé publique a défini le médicament de la façon suivante :

“toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives

ou préventives à l’égard des maladies humaines ou animales, ainsi que tout produit

pouvant être administré à l’Homme ou à l’animal en vue d’établir un diagnostic mé-

dical ou de restaurer, corriger ou modifier leur fonction organique”. Intéressons-nous

maintenant plus particulièrement à la seconde partie de la définition du médica-

ment, il est administré à l’Homme, entre autres, dans le but “d’établir un diagnostic

médical ou de restaurer, corriger ou modifier leur fonction organique”.

D’une manière générale, on prend le médicament dans deux cas de figure :

— pour la prévention d’une maladie. La personne qui prend le médicament n’est

pas malade, mais se sait exposée. C’est le cas par exemple des traitements

antipaludiques qui sont proposés aux personnes se rendant dans des zones

connues pour abriter des moustiques porteurs du parasite du paludisme. La

personne prémunit son organisme de molécules thérapeutiques pouvant faire

face à une éventuelle maladie qui surviendrait.

— pour la guérison d’une maladie. Le patient présente un état pathologique et se

voit administré un traitement médicamenteux afin de revenir à un état sain.
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CHAPITRE 2. CONTEXTE BIOLOGIQUE

À quoi correspond plus précisément un état pathologique ?

Lorsqu’une fonction de l’organisme est anormale, le corps est dans un état qualifié

de pathologique. Un tel état équivaut généralement à un dysfonctionnement d’un

ou plusieurs organes impliqués dans une même fonction biologique ou non, ou d’un

tissu physiologique. Selon l’ampleur de ses conséquences, les symptômes manifestés

par l’organisme peuvent être visibles à l’échelle microscopique, de la cellule par

exemple, ou à l’échelle macroscopique, dans ce cas les symptômes sont visibles à

l’oeil nu.

Ainsi, suite à la manifestation d’un état pathologique de l’organisme, la prise

d’un médicament vise à rétablir les concentrations des différents types de molécules

chimiques à des valeurs proches des normales ou alors à stimuler le métabolisme

ou l’élimination de substances toxiques, afin que l’organisme recouvre son fonc-

tionnement normal. Toutefois, il est nécessaire de réglementer la conception du

médicament afin de maximiser les chances du médicament de remplir cette fonction.

2.1.2 Conception

La conception d’un médicament repose sur 3 approches distinctes [148] :

— la conception basée sur le mécanisme : le médicament cible une molécule spé-

cifique impliquée dans le mécanisme suspecté d’être à la cause du dysfonction-

nement.

— la conception basée sur la fonction : le médicament a pour but de rétablir la

fonction biologique déréglée à son niveau normal. Ceci implique qu’il puisse

agir à différents niveaux ou dans plusieurs mécanismes différents.

— la conception basée sur la physiologie du patient : le médicament doit avoir un

effet sur les symptômes de la pathologie.

La première voie de conception des médicaments, parmi celles évoquées pré-

cédemment, est la plus choisie si les connaissances concernant le mécanisme ciblé

ont été approfondies. Les effecteurs moléculaires (en grande majorité des protéines)

impliqués dans le mécanisme en question ont été étudiés expérimentalement et la
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plupart de leurs interactions ont été déterminées ou sont du moins étudiées. Néan-

moins, il est important de modérer cette dernière affirmation : le médicament peut

atteindre sa cible mais il peut également avoir une action sur d’autres protéines ou

molécules non ciblées. Ce point sera traité dans la prochaine partie 2.3. Il est im-

portant de préciser qu’un médicament est efficace s’il parvient à atteindre sa cible

dans le corps humain.

En France, la conception du médicament est régie par différentes étapes, dans le

but d’optimiser son efficacité.

Les différentes étapes de la conception du médicament sont résumées dans la Figure

2.1 :

— la recherche fondamentale, approfondie par la suite en recherche appliquée :

les différentes méthodes de recherches visent à approfondir au mieux les méca-

nismes que l’on souhaite cibler. Cette phase correspond à la phase de recherche

et à l’identification expérimentale des protéines à cibler (Figure 2.1).

Les approches bioinformatiques permettent d’enrichir les connaissances ou

d’émettre des hypothèses sur le fonctionnement des protéines concernées. Si les

structures des protéines en question ont été résolues, il est possible d’étudier les

différences structurales entre les formes normale et pathologique d’une même

protéine, voire de simuler l’association entre la protéine et le médicament. De

telles expériences peuvent apporter des éléments de réponse sur les probléma-

tiques relatives aux interactions impliquant le médicament et sa cible, ce qui

est le but de notre étude. Une fois ces mécanismes élucidés dans la limite des

informations biologiques disponibles, la recherche appliquée vise à mettre au

point des molécules supposées actives sur les protéines ciblées.

— les essais pré-cliniques : l’efficacité du composé médicamenteux et sa toxicité

sont testées sur des animaux.

C’est également l’occasion d’étudier une première fois le comportement du

médicament au sein d’un organisme, même si ce n’est pas l’humain. Les tests

de toxicologie permettent de déterminer les doses toxiques du médicament.

— les essais cliniques : le médicament est testé sur l’Homme. Son efficacité, sa

toxicité, son métabolisme et la recherche d’éventuels effets secondaires sont
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étudiés chez l’humain. Plusieurs phases s’enchaînent lors des essais cliniques :

— la phase I se focalise sur l’étude du devenir du médicament une fois ingéré

par l’organisme, jusqu’à son élimination.

— la phase II détermine la dose optimale de médicament à administrer pour

que son effet soit atteint et qu’il soit toléré par l’organisme.

— la phase III évalue le rapport entre le bénéfice et la prise de risque tous

deux liés au médicament. Elle permet notamment de quantifier les effets

secondaires relatifs au médicament, pour enfin aboutir à la conclusion

quant à l’apport de bénéfices de ce dernier.

— un dossier d’autorisation de mise sur le marché ou AMM est présenté auprès

d’agences d’évaluation du médicament. La qualité, l’efficacité et la toxicité du

médicament sont estimées afin de permettre la conception du médicament à

des fins commerciales.

— si le médicament obtient l’AMM, il est finalement fabriqué de manière indus-

trielle et peut être administré aux patients.

Figure 2.1: Conception d’un médicament Schéma représentant les différentes

étapes de la conception des médicaments [15].

Notons que lorsque les médicaments sont mis sur le marché, d’autres essais de

pharmacovigilance continuent d’avoir lieu afin d’améliorer son efficacité lorsque cela

est possible (la phase IV dans la Figure 2.1).

Cet enchaînement d’étapes a été mis en place, entre autres, suite aux effets ob-

servés lorsque certains médicaments entraînaient des effets inattendus. Une méthode

permettant de prédire en amont des interactions non désirées d’une molécule poten-

tiellement thérapeutique est particulièrement utile et pertinente dans ce contexte.

8



CHAPITRE 2. CONTEXTE BIOLOGIQUE

2.2 Interactions du médicament dans l’organisme

Il est nécessaire d’étudier les différentes transformations que peut subir le médica-

ment avant d’atteindre la protéine ciblée. Je détaillerai donc dans un premier temps

les différentes étapes rythmant la progression du médicament dans l’organisme une

fois son absorption.

2.2.1 Progression du médicament vers sa cible

Le médicament peut être absorbé entre autres par les voies orales, cutanées, sous-

cutanées, respiratoires, rectales ou intraveineuses. La forme d’administration d’un

médicament la plus répandue, car la plus pratique et la plus confortable pour le

patient est la voie orale. L’étude de la progression du médicament dans l’organisme

correspond à déterminer ses propriétés dites ADME (Absorption, Distribution, Mé-

tabolisme, Excrétion) : l’absorption par l’organisme, la distribution à l’organe ou au

tissu ciblé, le métabolisme et l’excrétion du médicament.

Les propriétés ADME d’un médicament correspondent à son trajet dans le corps

humain, une fois qu’il est absorbé par l’organisme : son temps de vie dans le sang, sa

distribution vers les cellules ou tissus ciblés, comment il est dégradé ou métabolisé

[4]. Dans un premier temps, afin que l’effet pour lequel le médicament a été conçu

se réalise, il est essentiel que le principe actif parvienne à sa cible. Dans un second

temps, une fois que l’interaction a eu lieu et que l’activité physiologique est revenue

à la normale, le principe actif et ses métabolites ne doivent pas persister dans l’or-

ganisme et doivent être éliminés. L’optimisation des critères pharmacocinétiques du

médicament constitue donc une étape cruciale une fois la molécule médicamenteuse

mise au point.

Lors de la conception d’un médicament, il est essentiel de s’assurer qu’il sera ab-

sorbé par l’organisme, et ce pour la majorité des patients auxquels il sera administré.

Avant d’être distribué au contact de la cellule ou du milieu ciblé via la circulation

systémique, le médicament peut subir des modifications lors de son passage dans

des organes tels que l’estomac, le foie, ou les poumons, c’est ce qu’on appelle un

effet de premier passage. Suite à ce potentiel premier passage et à sa résorption
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(ou absorption), le médicament se trouve dans la circulation sanguine et peut être

distribué auprès de sa cible notamment. Cette quantité de médicament qui atteint

la circulation sanguine correspond à la biodisponibilité du médicament.

Tout particulièrement, la forme du médicament doit être optimisée pour per-

mettre son passage dans la circulation sanguine. Afin de passer la membrane des

entérocytes (les cellules des parois intestinales), le composé thérapeutique peut soit

être pris en charge par un transporteur membranaire (une protéine transmembra-

naire dont le rôle est d’assurer le passage de molécules du milieu extracellulaire vers

le milieu intracellulaire), soit ses caractéristiques physico-chimiques lui permettent

de diffuser au travers de la membrane. Par conséquent, dans le cas d’une diffusion à

travers la membrane, le médicament doit être avoir une liposolubilité suffisante pour

passer au travers des lipides des membranes des entérocytes.

Les caractéristiques du médicament doivent donc être optimisées pour maximiser

ses chances d’atteindre sa cible dans l’organisme, en quantité suffisante afin d’être

efficace. De plus, elles doivent permettre au médicament de limiter le plus possible

les interactions possibles avec des molécules différentes de la cible, ce qui est un cas

de figure dans lequel s’inscrit notre étude.

Une fois que le principe actif arrive au contact de sa cible moléculaire, l’inter-

action entre les deux partenaires s’opère si leur affinité respective est suffisamment

forte, permettant ainsi au médicament d’induire l’effet pour lequel il a été conçu. Le

plus souvent, le partenaire moléculaire du médicament est une protéine.

D’un point de vue structural, la structure d’un complexe protéine-ligand peut

être déterminée soit par diffraction aux rayons X [86] (exemple dans la Figure 2.2),

soit par Résonance Magnétique Nucléaire ou RMN [108] ou encore par microscopie

électronique à transmission [67]. Une fois que la structure du complexe a été résolue,

elle peut être mise à la disposition de la communauté scientifique sous la forme d’un

fichier au format ou PDB, qui est mis en ligne sur le site de la Protein Data Bank

(PDB) [17].

Dans le cas où le complexe protéine-ligand est inconnu, il est possible de pro-

poser une structure probable du complexe à l’aide d’outils bioinformatiques appro-

priés, principalement des programmes d’amarrage moléculaire ou docking [124] ou
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Figure 2.2: Exemple de complexe protéine-ligand. Est présentée ici la struc-

ture cristalline du complexe de la protéine Abl-kinase avec l’imatinib comme ligand

(code PDB : 3k5v [188]). La protéine est colorée en bleu et est représentée en rubans.

Le ligand en jaune et est représenté en bâtons.

encore de simuler les paramètres de l’interaction à l’aide de modèles associant des

descripteurs statistiques à une activité biologique ou modèles QSAR (Quantitative

Structure Activity Relationship) [95].

Toutefois, il existe également des méthodes expérimentales pour mettre en évi-

dence l’existence d’interactions entre une protéine et une molécule. Certaines de ces

méthodes sont capables d’évaluer quantitativement l’affinité de l’interaction.

— Résonance Plasmonique de Surface (SPR) [149].

— Calorimétrie à Titration Isotherme (ITC) [50].

— Spectroscopie d’absorption [90].

— Mesure de la fluorescence [103].
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2.2.2 Le site de liaison : au coeur de l’interaction entre la

protéine et le médicament

Les protéines peuvent interagir avec des ligands qui peuvent être de différentes

natures, protéines, peptides, acides nucléiques ou petites molécules, à travers leur

site de liaison. Ce site correspond à l’ensemble des atomes des résidus de la protéine

qui sont en contact avec les atomes du ligand [143, 97]. L’environnement physico-

chimique du site de liaison est généralement complémentaire à celle du ligand [10] et

met en jeu des interactions hydrophobes, hydrophiles, polaires ou apolaires suivant

les propriétés du site de fixation et du ligand.

La forme du site de liaison peut varier : plus en forme de poches ou de cavités

[28] ou plus plate, dans le cas des interactions entre deux protéines par exemple

[96]. La forme du site de liaison joue un rôle dans la comparaison entre différentes

protéines capables d’interagir avec un même ligand. Il est à noter que l’interaction

peut être stabilisée à l’aide d’autres molécules tels que des co-facteurs : ce sont des

molécules organiques ne faisant pas partie de la protéine qui les aident à assumer

leur fonction biologique.

2.3 Interactions multiples

2.3.1 Interactions ciblées et interactions secondaires

En théorie, un médicament est conçu dans le but d’atteindre sa cible et d’effec-

tuer une interaction exclusive avec celle-ci. Mais en plus de cette interaction ciblée,

le médicament peut aussi se lier à d’autres protéines de l’organisme. De telles inter-

actions sont qualifiées de secondaires, et aboutissent aux effets qualifiés également de

secondaires. Les protéines impliquées dans ces interactions secondaires sont qualifiées

de cibles secondaires ou plus communément d’off-targets. De plus, il est important

de différencier les effets secondaires des effets indésirables. Les effets secondaires

peuvent être indésirables mais peuvent également être bénéfiques dans d’autres cas.

Comme je l’ai précédemment évoqué en première partie : l’évaluation de l’équilibre

entre le bénéfice et le risque encouru de la prise de médicament a lieu au cours des
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essais cliniques lors de la conception du médicament. Ces effets secondaires, détectés

très tardivement lors de la conception du médicament, sont la cause de nombreux

échecs de la mise sur le marché [154].

Certains médicaments ont fait l’objet de procès suite à leur commercialisation à

cause de la manifestation d’effets secondaires délétères remarqués chez des patients,

le foetus, ou la descendance des patients. Ces effets indésirables sont survenus suite

à une ou plusieurs interactions imprévues lors de la conception du médicament.

Un des exemples les plus connus en France, le Médiator c© fit l’objet de pour-

suites judiciaires suite aux effets secondaires qu’il provoquait. Ce médicament fut

prescrit de 1976 à 2009. Le composé thérapeutique mis au point par les laboratoires

Servier est le benfluorex, et le principe actif est la norfenfluramine. Le Médiator était

administré afin de permettre aux personnes atteintes du diabéte de type II. Suite

aux effets coupe-faim observés, il fut également prescrit dans le cadre de la perte

de poids. [139, 134]. Il a été noté que de nombreux patients qui prenaient ce mé-

dicament développaient par la suite des complications cardiaques [132, 22] pouvant

engager leur pronostic vital. De tels effets n’étaient pas prévus lors de la conception

du Médiator, il est par conséquent question d’effets secondaires indésirables.

2.3.2 Interactions multiples et ré-orientation de médicaments

Dans le cas où les protéines interagissant avec le médicament sont différentes de

la protéine ciblée, deux cas de figures se distinguent :

— le ligand n’a pas une cible unique. Sa mise au point a été optimisée pour

qu’il agisse sur plusieurs protéines à la fois. C’est ce qu’on appelle des ligands

polypharmacologiques [72, 38, 144, 119, 190, 76, 142]. Le ligand peut cibler

plusieurs protéines impliquées dans un même mécanisme cellulaire, ou alors

plusieurs protéines qui ont une action dans des voies différentes. L’hypothèse

de la polypharmacologie est une alternative de la théorie d’après laquelle un

médicament interagirait de manière spécifique et exclusive pour sa cible. En

effet, les ligands médicamenteux spécifiques pour une protéine unique relèvent

plus de l’exception que de la règle [38, 144, 56, 76, 167]. La mise au point de

ligands polypharmacologiques a été étudiée pour des pathologies complexes
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[21] telles que le cancer [40]. Plusieurs études expérimentales ont montré que

cibler plusieurs protéines, avec une affinité moindre, impliquées dans une même

voie s’avère plus efficace que de cibler spécifiquement une seule protéine [38,

3]. En effet, en 2005, Csermely P. et Agston V. proposent des modélisations

des réseaux d’interaction des voies de signalisations chez la bactérie E. coli

et S. cerevisiae, et démontrent ainsi que dans la plupart des cas, suite à une

“attaque” partielle de 3 à 5 cibles dans chacune des voies, les réseaux sont plus

impactés que lorsqu’une seule cible est fortement touchée [3]. La probabilité

de modifier le fonctionnement de la voie ciblée est plus importante lorsque

le ligand est polypharmacologique et interagit donc avec plusieurs protéines

de cette voie. Ce phénomène s’explique par l’organisation compensatrice de

la machinerie cellulaire : si un seul noeud d’un réseau d’interactions est tou-

ché, l’activité manquante sera compensée, tandis qu’il sera plus compliqué de

combler l’activité de plusieurs protéines altérées [181].

— le ligand a été mis au point dans le but de cibler une seule protéine. Les

interactions avec les autres protéines, ou “off-targets” ainsi mises en évidence

sont des interactions inattendues.

Un des exemples les plus connus de repositionnement de médicaments est le

sildenafil (commercialisé sous le nom de Viagra c©) [20]. Ce médicament était ini-

tialement conçu pour traiter les coronaropathies dans les années 1980. Au cours des

essais cliniques de phases I et II, le sildenafil ne montrait pas d’effet significatif sur

l’angine de poitrine qui est un des symptômes des maladies coronaires. Le principe

actif semblait toutefois provoquer un effet secondaire inattendu, l’érection pénienne.

En effet, le sildenafil a un effet inhibiteur sur la phosphodiestérase de type 5, qui est

un enzyme qui dégrade le guanosine monophosphate cyclique (GMPc). Le GMPc est

une molécule impliquée dans le mécanisme de l’érection pénienne [36]. L’adminis-

tration de sildenafil aux patients atteints de troubles de l’érection permettait ainsi

de corriger ces troubles. Le médicament fut par la suite autorisé sur le marché phar-

maceutique en 1998 aux Etats-Unis et en 1999 en France. La Figure 2.3 indique les

protéines humaines connues pour interagir avec le sildenafil et dont les structures

ont été résolues.
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Figure 2.3: Exemple de médicament découvert par sérendipité. Schéma

issu de la base de données STITCH [99, 100]. STITCH répertorie des informations

d’interactions connues et prédites entre des composés chimiques et des protéines.

Ce schéma représente les différentes interactions réalisées entre le sildenafil et les

différentes protéines chez Homo sapiens. Plus une interaction est forte, plus le trait

la représentant est épais. Les traits bleus représentent des interactions entre deux

protéines. Les traits verts représentent des interactions entre le composé chimique

et une protéine.

Les effets secondaires sont donc des effets non prévus lors de la conception du

médicament. Dans le cas du sildénafil, le principe actif a présenté un effet secondaire

qui s’est révélé bénéfique pour traiter des troubles érectiles, ce qui illustre que la

notion d’effet indésirable dépend de la condition du patient.

Un autre exemple de médicament qui a été repositionné est le baclofène. Ce

médicament a été mis au point en 1974 dans le but de traiter les spasmes musculaires,

mais depuis 2014, l’agence nationale de sécurité du médicament ou ANSM française

l’a introduit [6] dans le cadre du traitement de la dépendance à l’alcool.

Plus récemment, en août 2016, un autre exemple de repositionnement de médica-

ment a été proposé par Xu M. et ses collègues [182] afin de bloquer la multiplication

du virus Zika, essentiellement transmis par le moustique Aedes aegypti. Après avoir

testé l’efficacité de 6000 molécules thérapeutiques approuvées ou en phase d’essais
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cliniques, ils ont mis en évidence deux substances :

— le niclosamide, qui est un médicament inclus dans le traitement du ténia.

— l’emricasan, un composé thérapeutique actuellement en phase d’essai clinique,

qui aurait un rôle dans le traitement de la fibrose hépatique.

Ces deux médicaments ont démontré leur efficacité en inhibant la production de

particules virales : plus particulièrement, les résultats de l’étude suggèrent que les

composés ont une action inhibitrice sur l’infection juste après l’entrée du virus dans

la cellule, lors de l’étape de réplication de l’ARN.

Néanmoins, on dénombre également des médicaments présentant des effets se-

condaires aux conséquences néfastes pour le foetus de la femme enceinte : c’est le cas

du thalidomide. A la base, ce médicament fut mis au point pour traiter les troubles

du sommeil et les nausées [110]. Il fut commercialisé en 1957, mais en 1961, de nom-

breux cas de lésions des nerfs et de malformations de bébés nés de femmes ayant

pris ce médicament ont été recensés [111]. Des examens poussés sur la procédure

de mise sur le marché du médicament ont montré que les tests cliniques et pré-

cliniques ont été réalisés sans tenir compte de la possibilité d’effets tératogènes (le

médicament augmente le risque de malformation du foetus) chez l’humain [110]. Plus

précisément, il a été démontré qu’il avait une action inhibitrice sur la formation de

vaisseaux sanguins [39], ce qui conduisait à de telles malformations. Cependant, les

études suivantes sur le thalidomide ont montré que ce médicament peut être utilisé

pour traiter la lèpre, et qu’il est également efficace dans le traitement des myé-

lomes multiples [141]. Le thalidomide, ainsi que ses dérivés peut être commercialisé,

mais ne peut être prescrit aux femmes enceintes. Un autre type de ré-orientation

de molécules thérapeutiques est l’approche SOSA (“Sélective Optimization of Side

Activities”) [173, 172]. La molécule testée semble présenter une activité secondaire

d’intérêt : le but de l’approche SOSA est d’optimiser cette activité secondaire, quitte

à ce que l’effet primaire recherché soit réduit ou n’ait plus lieu.
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2.3.3 Identification de cibles secondaires

Il est actuellement admis qu’une fois absorbées par l’organisme, les molécules thé-

rapeutiques sont fortement susceptibles d’interagir avec plusieurs partenaires, ciblés

ou non. Une étude menée sur les réseaux d’interaction par Mestres J. et ses collègues

[121] confirme cette affirmation en mettant en évidence qu’en moyenne, un médica-

ment peut interagir avec 6 cibles différentes. L’identification de potentielles cibles

secondaires d’un médicament permettrait d’anticiper au mieux les interactions d’un

médicament donné avant de l’administrer aux patients. Afin de mieux comprendre

et prévoir ces interactions multiples [184, 181, 33, 3], il est nécessaire de rechercher

si le site de liaison propre au médicament se trouve également sur d’autres protéines

différentes de la cible : les protéines qui présentent un site de liaison similaire à

celui de la cible seraient ainsi susceptibles d’effectuer des interactions non désirées

avec le médicament. Cette recherche de cibles secondaires nécessite par conséquent

de rechercher des similitudes entre cette zone d’interaction protéine-ligand que nous

avons définie comme le patch, et les surfaces des autres protéines potentiellement

ciblées par la molécule thérapeutique. De nombreux outils ont été développés afin de

proposer une comparaison de sites d’interaction, et sont présentés dans le chapitre

suivant.
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Chapitre3
État de l’art des différentes méthodes de

comparaison de sites de liaison

La zone de la protéine en interaction avec le ligand a des appellations qui diffèrent

selon le contexte d’étude :

— le site de liaison : il est constitué des atomes directement impliqués dans la

liaison du ligand à la protéine. Le site d’interaction peut être formé d’une poche

qui est une région concave, dans laquelle la surface de la protéine forme un

creux, ce qui favorise l’interaction avec le ligand. Dans ce contexte, l’intérêt est

porté sur la géométrie de la zone d’interaction. L’interaction est favorisée par

la complémentarité structurale entre la forme de la poche et celle du ligand.

— le patch : d’une façon générale, c’est un ensemble d’atomes appartenant à la

surface de la protéine : ils sont donc exposés au solvant. Dans notre cas, il

s’agit plus particulièrement des atomes au voisinage direct du ligand, le patch

comprend donc les atomes de la surface impliqués dans l’interaction avec le

ligand. Les atomes du patch sont donc plus exposés au solvant par rapport à

ceux du site de liaison.

Dans la suite de cette partie, ainsi que du manuscrit, je décris la détermination et

la comparaison des zones d’interaction entre une protéine et un ligand, en tant que

sites de liaison en général. La comparaison de sites de liaison et de patches permet

de déterminer si une protéine est susceptible d’interagir avec un ligand en se basant

sur des caractéristiques propres à sa surface.
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La différence entre les outils de comparaison de sites de liaison réside dans la

façon de déterminer les sites de liaison, ainsi que dans les méthodes de comparaison.

Cette partie est dédiée à présenter les différents outils et pour certains d’entre

eux, à comprendre les approches mathématiques et algorithmiques utilisées pour la

recherche de similitudes.

3.1 Méthodes de détection de sites de liaison

Lorsqu’un site de liaison est étudié, il est nécessaire dans un premier temps de

l’extraire de la protéine à laquelle il appartient. Deux cas sont possibles :

— le complexe protéine-ligand a déjà été obtenu. Les résidus impliqués dans l’in-

teraction ont déjà été déterminés de façon expérimentale ou à l’aide du com-

plexe protéine-ligand s’il a été cristallisé.

— le complexe protéine-ligand n’est pas connu. Dans ce cas, il est nécessaire d’uti-

liser une méthode de prédiction de potentiels sites de liaison sur la structure

de la protéine étudiée.

La plupart des méthodes de prédiction de sites de liaison s’appuie sur une re-

présentation géométrique de la protéine. L’approche privilégiée est la recherche de

toutes les zones de la structure de la protéine qui auraient une forme de poche, ou

de cavité dans laquelle le ligand pourrait éventuellement se fixer. Cette recherche

de poches repose donc sur le postulat que le ligand se fixe forcément dans une zone

concave de la protéine.

Depuis plus de vingt ans, différentes équipes de recherche se sont attelées à cette

tâche de détection de poches de liaison à la surface des protéines.

Levitt D.G. et al. [112] sont parmi les premiers à avoir étudié la question en 1992.

Leur outil POCKET [112] propose de parcourir les atomes de la protéine dans les

différents axes de l’espace à l’aide d’une sphère et ainsi de déterminer si celle-ci se

trouve dans une zone de contact avec d’autres atomes de la protéine ou de solvant

(non-contact). Ils proposent d’appeler poches les régions dans lesquelles certaines

zones de non-contact sont entourées de zones de contact (qu’ils appellent comme
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une succession d’événements “PSP”, pour “Protein-Solvent-Protein”).

Plus tard, en 1997, LIGSITE [68] a été mis au point en reprenant le principe

de la recherche d’événement protéine-solvant-protéine. Ils proposent cette fois-ci un

espacement de grille plus faible (de 0,75 Å au plus, contre 2,0 Å pour POCKET).

Cet outil prédit des cavités protéiques à partir de 2 événements PSP et est indé-

pendant des rotations possibles des poches. Plus récemment, ce logiciel a été mis à

jour en prenant en compte la conservation des résidus des poches sous le nom de

LIGSITEcsc[73].

Une autre méthode de prédiction de cavité protéique a été d’utiliser le principe

dit de l’α-shape qui consiste à représenter la surface à l’aide des diagrammes de

Voronoi et de prédire les poches à l’aide de la triangulation de Delaunay ([113],

[138]). Les différents centres des atomes de la surface de la protéine sont des points

reliés entre eux, les triangles formés sont étudiés selon leur nature (obtus, si ce sont

des triangles des cavités, ou aigu si c’est un triangle dans une cavité).

En 1998, Laskowski R.A. propose l’outil SURFNET [106] qui permet de prédire

des cavités en ajustant des sphères entre des atomes donnés de façon à ce qu’elle soit

seulement tangente à ces atomes. Le rayon de la sphère est ajusté jusqu’à ce qu’il ne

soit pénétré par aucun atome voisin. Si la taille finale de la sphère est supérieure à 1,0

Å, alors la position et le rayon de la sphère sont gardés. L’ensemble des informations

relatives aux sphères gardées aboutit à une carte de densités qui permettra par la

suite de représenter une cavité.

Nayal M. et al. [129] proposent de détecter des poches en faisant rouler deux

sphères de rayons différents : 1,4 Å pour obtenir la surface et l’autre de rayon 5,0 Å

pour déterminer une enveloppe globale de la protéine. D’après leur définition, une

cavité correspond aux atomes de la surface se trouvant à une distance seuil de 2,0

Å sous l’enveloppe globale.

D’autres méthodes de prédiction de sites de liaison les plus connues sont : PASS

[23], CastP [19], LigandFit [166], PocketPicker[171] ou encore SiteMap [61] : on

parcourt la protéine à l’aide d’une sphère dans plusieurs directions, à chaque nouvel

atome de la protéine rencontré par la sphère, son indice d’enfouissement (BI pour
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“Buriedness Index”) est incrémenté. On étudie les atomes présentant des BI compris

entre 16 et 26. Un algorithme de partitionnement ou clustering permet finalement de

rassembler les atomes voisins et d’identifier de potentielles poches. Ainsi, la cavité

la plus large de la protéine est calculée et est considérée comme un possible patch.

Enfin, d’autres méthodes se basent sur l’énergie d’interaction entre un poten-

tiel ligand et la protéine afin de déterminer l’emplacement d’un possible patch. Q-

SiteFinder [107], par exemple, calcule les énergies de van der Waals d’une sonde de

méthyle avec la protéine, garde les sondes dont les énergies sont les plus favorables et

les rassemble selon leur proximité pour déterminer un potentiel patch. L’outil ODA

[47] (pour “Optimal Docking Area”) découpe la surface de la protéine en plusieurs

parties et calcule leur énergie de desolvatation de docking pour chacune d’entre elles.

Celle qui présente l’énergie la plus faible et donc la plus favorable, correspond ainsi

à une zone optimale de docking, et par conséquent, à un potentiel patch.

Ces méthodes de recherche de poches s’appuient pour la plupart d’entre elles

sur le postulat que la plus grande poche serait potentiellement celle où le ligand

pourrait se fixer. Néanmoins, il existe également des poches à l’intérieur de la pro-

téine dans lesquelles le ligand peut être internalisé (par exemple si la protéine se

“referme” suite à la fixation du ligand), ou encore il est possible que le patch étudié

ne corresponde qu’à une interaction transitoire entre la protéine et le ligand, par

conséquent le ligand n’interagirait pas forcément sur une zone concave de la pro-

téine. Ces changements conformationnels n’étant pas toujours faciles à appréhender,

nous avons opté délibérément pour une détermination du site de liaison à partir de

structures expérimentales de complexes protéine-ligand.

3.2 Méthodes de comparaison des sites de liaison

Une fois que les sites de liaison ont été identifiés, plusieurs méthodes de comparai-

son sont possibles. Le principe général de la comparaison de sites de liaison s’appuie

sur l’appariement entre les deux sites, qui peut reposer uniquement sur les caracté-

ristiques géométriques des sites de liaison, sur les propriétés physico-chimiques, sur

les deux, ou encore sur d’autres grandeurs descriptives des sites de liaison ; puis dans
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la recherche de similitudes au sein de cet appariement.

3.2.1 Outils utilisant des descripteurs de sites de liaison

En 2007, Kahraman et al. [79] développent une méthode représentant chaque site

de liaison sous la forme de surface “étoilée”, dont les points vérifient les fonctions

harmoniques sphériques (principe introduit par Morris R. J. [125]). L’ensemble des

normales en ces points par rapport à la surface permet d’obtenir pour chaque sur-

face, un ensemble de coefficients uniques. Le calcul de la similitude entre les poches

correspond finalement à la distance euclidienne entre les vecteurs de coefficients de

celles-ci.

En 2008, Kupas et al. [101] propose de découper les cavités détectées par LIG-

SITE en sites de liaison circulaires et de résumer leurs caractéristiques physico-

chimiques sous la forme de vecteurs de 20 dimensions. Par la suite, un algorithme

de Self-organizing maps ou SOM permet d’identifier des vecteurs similaires au sein

d’un “paysage” sur les cartes 2D SOM.

Hoffmann et al. [71] propose en 2010 un outil Sup-CK qui prend en compte

les distributions des masses atomiques des deux nuages de points comparés (qui

correspondent aux sites de liaison comparés). D’après leur approche, la distance

entre les poches est également la distance entre les distributions des masses du

patch1 et du patch2. Il propose un deuxième score, Sup-CKL qui prend en compte

les charges partielles atomiques.

3.2.2 Outils utilisant les tables de hachage

Une autre approche permettant la comparaison de sites de liaison entre eux est

l’utilisation des tables de hachage. Une table de hachage correspond à un ensemble

de valeurs accessibles par des clés qui ont la caractéristique d’être uniques. Dans le

cas des comparaisons s’appuyant sur la géométrie, les clés sont des triplets uniques

d’atomes et à chaque clé sont associées les distances entre les atomes de ce triplet. Ce

type d’approche était utilisé dans un premier temps pour la reconnaissance en vision

computationelle [105]. Un même groupe de distances retrouvé entre deux surfaces
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comparées est un patch commun. L’algorithme TESS [168] développé en 1997, par

exemple, utilise cette méthode.

Pennec X. et et al. [137] ont également proposé cette approche en 1998 : ils repré-

sentent chaque résidu sous la forme de trièdres (les plans formés par les angles entre

les atomes N, Cα et C) et appellent cette représentation une image ; une protéine

correspond donc à un ensemble d’images. Ils comparent ainsi deux structures don-

nées en calculant, pour chaque paire d’images (une image de la première structure,

et une image de la deuxième structure), six poses invariantes issues de paramètres de

transformation rigide pour passer d’une image de la poche1 à la poche2. Leur table

de hachage contient ainsi autant de clés qu’il y a de paires d’images, et à chaque

paire d’images, la valeur associée est un vecteur de dimension 6. Leur recherche de

similitudes entre les patch1 et patch2 s’appuie sur le principe qu’une sous-structure

commune présente une transformation similaire entre chaque paire d’images. Suite

à un algorithme de partitionnement ou clustering, la transformation commune au

plus grand groupe de paires est considérée comme étant la plus informative et l’ap-

pariement donné par ces paires indique la sous-structure commune.

Cette approche est pertinente à utiliser dans les cas où les caractéristiques géo-

métriques sont fortement conservées. Toutefois, lorsque la similarité entre deux sites

de liaison diminue, les performances de cette méthode sont altérées.

3.2.3 Outils effectuant une recherche de clique dans un

graphe produit

La comparaison de sites de liaison peut aussi être calculée en appariant les

atomes ou les caractéristiques des deux sites de liaison sous la forme d’un graphe

produit et en recherchant une clique dans ce graphe. Un graphe contient des

noeuds dont certains sont reliés entre eux par des arêtes. Dans un graphe produit,

les noeuds représentent des atomes ou des caractéristiques de ceux-ci, tandis que

les arêtes représentent des relations de distances conservées entre les atomes des

deux sites comparés. Une clique consiste en un sous-graphe du graphe produit

dont tous les noeuds sont reliés entre eux. La recherche de la plus grande clique
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équivaut donc à identifier un patch commun entre deux sites de liaison comparés et

s’effectue généralement avec l’algorithme de Bron-Kerbosch [24] qui est l’algorithme

de référence pour identifier les cliques maximales d’un graphe.

En 2000, Kinoshita et al. [85] propose l’outil eF-site qui subdivise le patch en

triangles et associe à chacun d’entre eux son potentiel électrostatique, son hydropa-

thie, ainsi que le vecteur normal.

Les noeuds du graphe produit correspondent ainsi à l’appariement entre deux tri-

angles de propriétés similaires qui sont quantifiées par un score qui est relatif au

potentiel électrostatique et à l’hydropathie de chaque triangle.

Une arête relie deux noeuds lorsque les vecteurs normaux aux triangles sont compa-

tibles, ce qui dépend d’un deuxième score qui est calculé en fonction de la distance,

des angles formés et de l’angle dièdre.

En 2003, SuMO [77] propose de présenter les atomes des sites de liaison sous

la forme de groupements chimiques et d’effectuer une triangulation sur ces groupe-

ments chimiques. Cet outil représente l’appariement entre les deux sites de liaison

sous la forme d’un graphe produit dans lequel les noeuds sont des paires de triangles

aux propriétés similaires (longueur d’arêtes, densité, orientation et groupements chi-

miques), et les arêtes représentent des relations d’adjacence entre les triangles com-

parés. Des sous-graphes avec une forte densité d’arêtes sont équivalents à des paires

de triangles appariées, donc à des paires de groupements chimiques identiques et

finalement à des sites de liaison similaires.

La même année, Schmitt S. et al. utilisent également la recherche de cliques dans

leur méthode CavBase [151]. Dans leur graphe produit, chaque noeud correspond à

un appariement entre une paire d’atomes de chaque patch aux propriétés physico-

chimiques similaires, tandis que deux noeuds sont connectés par une arête si les

atomes correspondant dans chacun des sites de liaison sont distants d’au plus 2,0 Å.

Enfin, Najmanovich et al. [128] proposent en 2008 le programme IsoCleft dont

la comparaison de sites de liaison repose également sur la théorie des graphes, no-

tamment sur la recherche de la clique maximale. Le graphe produit est construit

en prenant en compte les caractéristiques physico-chimiques ainsi que les distances
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inter-atomiques comme présenté précédemment. La clique maximale est identifiée

en deux étapes : dans un premier temps, IsoCleft détecte la clique maximale unique-

ment parmi le graphe de correspondances effectuées entre les atomes de Cα. L’outil

utilise ensuite sa matrice de transformation ainsi que ses vecteurs de translation afin

de pouvoir superposer tous les atomes des deux sites de liaison. La deuxième étape

consiste à rechercher une fois de plus la clique maximale mais cette fois-ci sur les

noeuds du graphe produit qui sont issus d’appariements impliquant tous les atomes

sauf les hydrogènes et les Cα.

Plus récemment, l’outil ProBiS a été proposé en 2010 par Konc J. et al [89]. Leur

algorithme repose également sur la recherche d’une clique maximum dans un graphe

produit (les noeuds et arêtes sont respectivement construits selon une similitude de

propriétés physico-chimiques et des distances internes aux protéines similaires). La

clique maximum du graphe produit est la clique qui contient le plus grand nombre de

noeuds possible. Afin d’accélérer la recherche de la clique maximum, ProBiS découpe

le graphe produit en plusieurs sous-graphes et recherche la clique maximum dans

ces sous-graphes. Finalement, les cliques maximales qui partagent au moins cinq

noeuds en commun sont fusionnées : l’appariement final est l’ensemble des atomes

présentant des similitudes physico-chimiques et structurales entre les deux surfaces

comparées.

3.2.4 Autres méthodes de recherche de sites de liaison simi-

laires

L’outil FINDSITE [26] mis au point par Brylinski M. et al. proposent d’exploi-

ter la conservation de structures entre différentes protéines connues : ce programme

aligne plusieurs complexes protéine-ligand sur la protéine requête qui ont un taux

d’identité de séquence inférieur ou égal à 35% par rapport à la séquence de la pro-

téine requête et la significativité de l’alignement entre deux structures données est

quantifiée par un Z-score qui tient compte de la différence d’énergie de cet aligne-

ment par rapport au meilleur alignement. Les structures des ligands pris en compte

sont celles dont les alignements ont un Z-score supérieur ou égal à 4. un Z-score
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≥ 4. Les centres de masses des ligands dans ces complexes sont rassemblés selon

leur proximité spatiale. Au final, le centre de chaque groupe de centres de masse

correspond à un potentiel site de liaison.

La méthode Patch-Surfer est proposée dans le même but en 2011 par Sael L. et

al. en 2011 [146, 145] : cet outil divise la poche de liaison en patches de surface,

les représente à l’aide des descripteurs 3D Zernike et les compare en utilisant un

algorithme pondéré bipartite.

Brylinski M. a également développé la méthode eMatchSite [25] très récemment

en 2014, qui représente chaque patch sous la forme d’une table de hachage dont les

clés sont les sites de liaison et les valeurs associées sont les distances caractéristiques

entre les C-α, les C-β et les centres géométriques des chaînes latérales des rési-

dus regroupés selon leurs caractéristiques physico-chimiques. Le score de similarité

correspond au score PocketMatch [185].

Le Tableau 3.1 récapitule les différentes méthodes précédemment détaillées.

3.3 Conclusions et approches choisies

Bien que leur topologie s’y prête, les sites de liaisons ne sont pas formés de

poches bien définies. Par exemple, Kahraman A. et ses collègues [79] utilisent les

poches prédites par SURFNET mais les considèrent comme trop larges pour être

ainsi exploitées. Par conséquent, ils proposent de les réduire en utilisant trois types

de modélisations :

— un modèle de cavités qui ne garde que les résidus conservés au cours de l’évo-

lution, c’est le modèle “Conserved”.

— un modèle de cavités basé sur les résidus connus pour interagir avec le ligand

ou qui pourraient être impliqués dans des liaisons hydrogènes, c’est le modèle

“Interact”.

— un modèle de cavités qui s’appuie sur les atomes de la protéine en contact avec

le ligand, c’est le modèle “Ligand”.

Lorsque son outil compare les cavités de chacun de ces modèles entre elles , les

résultats obtenus selon le troisième modèle, ou modèle “Ligand”, sont meilleurs par
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Tableau 3.1: Outils de comparaison de sites de liaison Liste des approches in

silico développées permettant de comparer des sites de liaison protéiques citées dans

ce chapitre.

Méthodes Année Principe

TESS [168] 1997 tables de hachage géométriques

Pennec et al. [137] 1998 tables de hachage géométriques

eF-site [85] 2000 clique dans un graphe produit

CavBase [151] 2002 clique dans un graphe produit

SuMO [77] 2003 clique dans un graphe produit

Kahraman et al. [79] 2007 descripteurs de sites de liaison

Kupas et al. [101] 2008 descripteurs physico-chimiques de sites de

liaison

IsoCleft [128] 2008 clique dans un graphe produit

ProBiS [89] 2010 clique dans un graphe produit

Sup-CK [71] 2010 descripteurs de masses atomiques

Patch-Surfer [146, 145] 2011 descripteurs 3D Zernike

eMatchSite [25] 2014 table de hachage

rapport à ceux obtenus avec les deux autres (les modèles “Conserved” et “Interact”).

Ainsi, les différentes techniques de détermination de poches de liaison indiquent

une incertitude sur la détermination des zones d’interaction de la protéine avec le

ligand. Cette même difficulté est rencontrée par Sael L. et Kihara D. [146, 145] qui

déterminent une poche de liaison en extrayant les atomes de la protéine se trouvant

dans les rayons passant par le centre de la poche (détectée par LIGSITE), ou par

le centre de masse du ligand lorsqu’il est présent. Cette méthode s’appuie donc soit

sur la topologie de la surface des protéines, soit sur le centre de masse du ligand et

donc ne permet pas de prendre en compte tous les atomes qui sont au contact du

ligand.

D’autres part, les différents outils de prédiction de sites de liaison précédemment
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présentés indiquent de potentiels sites de liaison pour de petites molécules, il existe

également des outils pour prédire des sites de liaison de peptides par exemple, comme

PEP-Site Finder [147]. Il n’existe cependant pas d’outils qui traitent les sites de

liaison de différentes natures, petites molécules comme peptides. Ces deux raisons

nous ont motivés à opter pour l’étude de la similarité des patches qui sont des

structures que l’on peut extraire à partir de la surface de la protéine et du ligand

de façon automatisée, qui sont connues expérimentalement pour interagir avec le

ligand, . De plus, notre outil est innovant car indépendant de la nature du ligand :

nous pouvons ainsi exploiter des patches de peptides, de petites molécules ou encore

d’acides nucléiques, ce qui n’a pas été mis au point à ce jour.

Les différentes approches développées au cours des dernières décennies et listées

ici témoignent que la recherche de sites de liaison similaires a déjà été longuement

étudiée. ProBiS est une des seules méthodes qui propose de comparer un site de

liaison d’une protéine donnée à la surface d’une autre protéine. La contrainte de

cette méthode est qu’elle nécessite la comparaison des surfaces complètes des deux

protéines, ce qui implique des calculs plus longs qu’une recherche d’un patch, qui est

une sous-partie d’une surface, sur toute une surface. L’utilisation de cette méthode

est également problématique lors de la comparaison de sites de liaison se trouvant

à l’interface de domaines protéiques.

Les différentes méthodes précédemment exposées sont limitées sur les points

suivants :

— elles ne permettent pas de rechercher si, pour un patch de surface donné, il

existe un patch similaire sur une autre protéine.

— elles ne prennent pas explicitement en compte les déformations structurales.

— elles ne permettent pas de rechercher des sites de liaison indépendamment de

la nature du ligand.

C’est dans ce contexte que s’inscrit la mise au point de PatchSearch qui s’af-

franchit de la nature du ligand et prend explicitement en compte la flexibilité de

la protéine et est transposable à d’autres protéines tout en assurant des temps de

calculs raisonnables.
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Le but du travail décrit dans ce manuscrit est de détecter pour un ligand donné,

de potentielles cibles. Pour atteindre cet objectif, nous avons choisi de rechercher des

similitudes entre un patch extrait à partir du ligand d’intérêt et de rechercher s’il

existe un patch similaire dans les surfaces des protéines ciblées. Nous proposons ainsi

un outil, PatchSearch, qui recherche des similitudes entre un patch correspondant à

un site de liaison ou déterminé par l’utilisateur, et la surface d’une protéine ciblée.

Notre méthode s’appuie sur la recherche d’un sous-graphe du graphe produit qui

permet de retrouver à la fois un coeur conservé de façon rigide entre le patch et la

surface, et les parties moins conservées du patch.
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Chapitre4
Recherche de patches similaires

Le but de notre méthode, PatchSearch, est d’identifier à la surface d’une protéine,

un patch similaire à celui donné en requête. Le ligand pourrait être de différentes

natures : une petite molécule, un acide nucléique ou encore un peptide. Dans cette

étude, nous nous sommes particulièrement concentrés sur les complexes de protéine

avec de petites molécules.

Le début de ce chapitre est consacré au processus d’extraction de surfaces et

de patches à partir des fichiers PDB. Ensuite, je détaillerai le fonctionnement de

l’algorithme de PatchSearch qui procède à la comparaison entre le patch et la surface,

dans le but de mettre en évidence d’éventuelles similitudes. Enfin, j’exposerai les

outils d’évaluation des patches ainsi identifiés.

4.1 Processus d’extraction des patches et des sur-

faces protéiques

Dans un premier temps, le patch est extrait à partir d’un complexe protéine-

ligand, c’est le patch qualifié de “requête”, que l’on souhaite identifier sur la surface

d’une protéine cible. Le patch étant lui-même une partie de surface, les étapes

d’extraction des atomes de la surface sont donc identiques pour les procédés

d’extraction du patch et celui d’extraction de la surface.

Seule la vérification de la proximité des atomes par rapport au ligand est une
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étape propre à l’extraction des patches. Aussi, je présenterai d’abord l’extraction de

surface, puis je préciserai le déroulement de l’extraction du patch.

L’étape préliminaire à effectuer est le téléchargement du fichier PDB concerné à

partir du site de la PDB [17]. Ce format de fichier offre une représentation standar-

disée des données de structures macromoléculaires qui ont été déterminées soit par

diffraction aux rayons X, soit par RMN.

Les différentes étapes de la préparation de la surface d’un fichier PDB sont :

1. visualisation de la structure à l’aide de PyMol [153],

2. ajout des atomes manquants et l’optimisation de la structure,

3. calcul de l’accessibilité relative des atomes de la protéine,

4. extraction du patch ou de la surface,

5. typage des atomes, pour finalement aboutir au fichier final au format PDB.

4.1.1 Visualisation de la structure de la protéine étudiée

Dans un premier temps, nous procédons à un examen visuel de la protéine dont

on extrait la surface. Dans la plupart des cas, la surface est extraite d’une seule

chaîne protéique ou d’une seule sous-unité. En effet, les sous-unités protéiques étant

généralement similaires, nous considérons que si un patch est identifié sur la surface

d’un monomère d’une protéine donnée, il sera également potentiellement reconnu sur

les autres sous-unités. L’exploitation des données et la recherche de similitudes sur

une seule chaîne permet ainsi de réduire le temps de calcul lorsque les appariements

sont effectués entre le patch requête et une surface cible. Il est donc nécessaire soit

après une visualisation de la protéine, soit en récupérant les identifiants des chaînes

de façon automatique, de spécifier la chaîne protéique dont on souhaite extraire la

surface. Nous extrayons donc les coordonnées cartésiennes des atomes de la chaîne

d’intérêt dans un fichier PDB à part.

La visualisation des structures PDB est effectuée à l’aide du logiciel PyMol.
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4.1.2 Ajout des atomes manquants et optimisation de la

structure de la protéine

Nous appliquons par la suite l’outil PROPKA [159, 133] (version 3.0) à la struc-

ture de la chaîne protéique extraite. Nous utilisons la version installable avec les

paramètres suivants : le pH est à 7, le champ de force utilisé est CHARMM, et

le format du fichier de sortie est le format PDB de CHARMM. Le but principal

de ce programme est de calculer les états de protonation des groupements titrables

ainsi que de combler, pour un nombre restreint de résidus, des positions d’atomes

manquantes. Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé PROPKA afin d’avoir

des résidus complets. Plus précisément, PROPKA détermine dans un premier temps

le taux d’atomes lourds manquants par rapport à toute la structure et permet de

déterminer des positions atomiques manquantes dans le cas où il y a au plus 10%

des atomes lourds manquants. En effet, dans une structure de protéine résolue par

diffraction aux rayons X, il peut manquer les coordonnées cartésiennes de certains

résidus soit car la protéine a été clivée, soit car ces résidus sont trop mobiles et la

densité électronique n’a pu être déterminée autour de ces résidus. La structure de

la protéine peut différer selon le pH du milieu dans lequel la protéine a été cristal-

lisée. Lors de l’optimisation des structures protéiques à l’aide de PDB2PQR, nous

avons toujours supposé que la structure avait été obtenue à pH neutre, soit 7. Nous

supposons ainsi que nous évaluons la reconnaissance des patches recherchés dans ces

conditions de pH.

Les fichiers de sorties sont générés par PDB2PQR [44]. Les coordonnées des

atomes d’hydrogènes ont également été ajoutées dans les structures ne compor-

tant pas d’hydrogènes. Toutefois, le positionnement de ces atomes manque souvent

d’exactitude et leur présence permet une reconnaissance moins spécifique des patches

recherchés. Suite à ces constatations, nous avons décidé de retirer les atomes d’hy-

drogènes des structures issues de PDB2PQR.
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4.1.3 Extraction des atomes exposés à la surface de la pro-

téine

Une définition de la surface d’une macromolécule est nécessaire afin de mieux

comprendre le calcul de la surface protéique effectué par les logiciels dédiés. En 1980,

Kodak et al. [176] proposent de définir la surface accessible au solvant comme la sur-

face sur laquelle une molécule d’eau peut être placée en faisant des interactions de

van der Waals avec cet atome sans qu’il n’y ait d’encombrement stérique avec les

autres atomes de la protéine. Cette définition s’apparente au principe de la déter-

mination des poches protéiques par SURFNET [106]. Nous avions besoin d’un outil

téléchargeable afin de pouvoir extraire automatiquement des surfaces sur de larges

jeux de données, nous ne pouvions donc pas avoir recours aux serveurs.

Nous avons porté notre choix sur Naccess [74] qui est un outil dédié à la détermi-

nation d’accessibilité au solvant au niveau de chaque résidu, et plus particulièrement

au niveau de chaque atome. Ce logiciel calcule l’accessibilité au solvant d’une ma-

cromolécule donnée grâce à l’algorithme développé par Lee et Richards [109] qui

utilise une sphère représentant une molécule d’eau de rayon 1,4 Å, “roulant” sur

les atomes de la protéine. Le trajet du centroïde de la sphère permet d’obtenir la

surface accessible au solvant de chaque atome de la protéine.

Dans un premier temps, nous avons recherché des seuils d’accessibilité au solvant

évoqués dans la littérature. Nous avions arbitrairement fixé le seuil d’ASA relative

à 40% (qui était celui déterminé par Trellet et al. en 2013 [163] pour déterminer un

résidu comme faisant partie de la surface. Nous avons par la suite utilisé des seuils

plus faibles trouvés dans la littérature : Zhou et al. [189] propose un seuil de 10%

de l’aire nominale maximale du résidu, en utilisant le logiciel DSSP, tandis que Yan

et al. [183] propose le seuil de 25% de l’aire nominale maximale.

Nous avons décidé par la suite d’affiner le seuil d’ASA pour chaque atome. En

effet, nous avons souhaité extraire uniquement les atomes constituant la surface,

plutôt que les résidus entiers, afin d’avoir une meilleure précision lors de la recherche

de similitudes entre le patch donné et la surface ciblée. Les atomes des patches et des

surfaces doivent être extraits selon un même seuil d’accessibilité relatif. Toutefois, les
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fichiers de sortie de Naccess renseignent sur les accessibilités absolues au solvant de

chaque atome et sur l’accessibilité relative au solvant de chaque résidu de la protéine

(calculée à partir de valeurs d’accessibilité standard implémentées dans un fichier

annexe du logiciel). De toute évidence, les accessibilités absolues des atomes ne nous

permettaient pas d’extraire les atomes de façon uniforme selon une unique valeur

seuil. Nous avons donc créé une librairie de 20 tripeptides ala-X-ala (X étant le résidu

considéré) sur laquelle nous avons calculé les accessibilités absolues maximales des

atomes. Nous avions donc pour chaque atome de la protéine son accessibilité dans

la protéine et celle dans un résidu, qui correspond donc à une accessibilité maximale

en théorie. L’accessibilité relative de chaque atome pour chaque type d’acide aminé

est calculée en utilisant la formule 4.1.

Accessibilitérelative =
Accessibilitéabsolue dans la protéine× 100

Accessibilitéabsolue dans le résidu
(4.1)

Par la suite, les applications successives de PatchSearch aux différents jeux de

données et les améliorations apportées aux programmes d’extraction de surfaces et

de patches nous ont amené à diminuer ce seuil d’accessibilité au solvant relative à

une valeur de 1% qui nous permet d’obtenir des surfaces et des patches contenant

suffisamment d’atomes pour la comparaison entre un patch et une surface.

Nous avons fait des essais notamment avec des patches de certaines ligands

complexés avec des protéines issues de la base de données MTLD [33]. Un exemple

de ligand choisi est le sunitnib, pour lequel on a calculé la distance moyenne

mesurée entre le patch identifié dans une surface donnée et le patch déjà connu

dans cette surface lorsque l’on identifie des patches de ce ligand sur des protéines

dont les structures en complexe avec ce ligand sont connues. Les complexes issus

de la MTLD [33] contenant ce ligand sont 2Y7J, 3TI1 et 3MIY. A partir de chaque

complexe, nous avons extrait les patches et les surfaces successivement aux seuils

de 1%, 2,5%, 5% et 7,5% d’ASA. Pour chacun des seuils, nous avons recherché

chacun des 3 patches sur les surfaces des deux autres protéines connues pour lier le

sunitinib et à chaque patch identifié, nous avons mesuré la distance, la Dc, entre le

patch identifié et le patch connu dans la surface (je reviendrai sur cette distance

plus loin dans ce chapitre).
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Le but est d’identifier un patch de sunitinib qui soit le plus proche (en terme

de distance euclidienne) possible de celui qui est déjà connu dans la surface ciblée,

comme présenté dans le Tableau 4.1.

Seuil d’ASA Dc minimale (Å) Dc maximale (Å)

1% 0,84 3,28

2,5% 1,22 3,68

5% 1,37 10,11

7,5% 1,12 10,70

Tableau 4.1: Tableau récapitulatif des différents seuils d’ASA testés pour

l’extraction des patches et surfaces. Les patches et les surfaces pour certains

complexes de la MTLD [33] ont été extraits suivants les différents seuils d’ASA

présentés dans ce tableau. Les distances, Dc, mesurées entre les patches identifiés

sur les surfaces des protéines liant le sunitinib et les patches connus sur ces surfaces

nous ont guidé pour déterminer quel seuil d’ASA relatif garder.

Comme on peut le voir dans le Tableau 4.1, certains patches extraits avec

les seuils de 5% et de 7,5% sont identifiés avec des Dc maximales élevées, qui,

comme je l’aborderai plus tard dans cette partie, témoignent d’un patch non retrouvé

car éloigné du patch à identifier. Nous avons ainsi décidé d’extraire les atomes des

surfaces et des patches avec le seuil le plus fin de 1% afin d’obtenir des surfaces qui

contiennent l’intégralité des atomes exposés.

Le taux d’accessibilité relative seuil qui a été gardé pour la suite est de 1% : cela

signifie que tous les atomes présentant une accessibilité relative supérieure ou égale

à 1% ont été gardés dans le fichier de la surface.

Selon leur implication dans les interactions avec de potentiels ligands et la forme

de la surface protéique, certains atomes de carbones ont été traités à part.
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Traitement des cycles des résidus aromatiques

Les résidus aromatiques sont connus pour leurs interactions de stacking grâce

à la géométrie particulière de leurs cycles aromatiques. Toutefois, dans le cas où

les carbones de deux cycles aromatiques sont appariés, ces (6 × (6 - 1))/2 soient

15 distances conservées augmenteraient le score de similitude artificiellement alors

que ce sont des distances conservées dans les cycles aromatiques de tous les résidus

aromatiques (soient le tryptophane, la phénylalanine et la tyrosine) : les apparie-

ments entre les atomes de résidus aromatiques seraient donc fortement privilégiés,

au détriment des appariements entre d’autres types d’atomes. Par conséquent, nous

avons choisi de représenter les cycles aromatiques des résidus aromatiques sous le

forme d’un seul atome : leur centre de gravité. Les coordonnées du centre de gra-

vité ou centroïde d’un cycle aromatiques sont calculées comme le milieu de deux

atomes opposés, en l’occurence les carbones CD1 et CE2. Le cas du tryptophane est

particulier : il comprend un cycle benzénique et un cycle pyrrole (les deux formant

un groupement indole). Le centroïde du cycle benzénique est calculé comme étant

le milieu entre les atomes CD1 et CD2. Le centroïde du cycle pyrrole est calculé

avec les atomes CZ2 et CE3. L’azote du cycle pyrrole est gardé, il peut en effet être

impliqué dans une éventuelle interaction polaire avec un ligand.

Les nouveaux atomes ainsi créés sont appelés CG4 et les centroïdes des cycles

pyrroles des tryptophanes sont nommés CG5. Les autres atomes appartenant aux

chaînes latérales des résidus aromatiques sont traités comme les autres atomes des

autres résidus.

Nous gardons le centroïde d’un cycle dans la surface protéique lorsqu’un des

atomes de son cycle a une accessibilité relative supérieure à 1%.

Ajout des carbones α

La forme générale de la surface protéique dépend principalement de l’agence-

ment des carbones α. Nous avons donc jugé important de les garder dans la surface

protéique extraite. Les carbones α de chaque résidu présentant au moins un atome

exposé à la surface sont par conséquent gardés dans le fichier de surface extraite.

Au terme de cette étape, nous obtenons ainsi un fichier PDB contenant les atomes
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de la surface protéique. Cette étape ainsi que les précédentes décrites plus haut sont

communes à l’extraction de surface et de patch, elles ne seront donc pas décrites

dans la section suivante qui est propre à l’extraction du patch.

4.1.4 Extraction du patch

Dans le cas de l’extraction d’un patch, la visualisation de la structure PDB est

d’autant plus importante car cela permet de déterminer si :

— le ligand interagit avec une ou plusieurs chaînes protéiques. Si le ligand se

trouve entre deux chaînes (Figure 4.1), il est nécessaire d’extraire le patch

entre deux chaînes et donc de garder les deux chaînes concernées.

Figure 4.1: Exemple de ligand entre deux chaînes. Exemple du complexe 1h69

[46] : le FAD (en jaune) se trouve entre les chaînes A (en vert) et C (en saumon) de

la NADPH-quinone oxydoréductase. Le ligand est représenté sous forme de bâtons

et la protéine en rubans.
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— plusieurs molécules du même ligand sont dans le fichier : cela correspond gé-

néralement à un excès de molécules du ligand lors de la cristallisation du

complexe protéine-ligand, ou d’un enzyme qui présente deux sites de liaison

(Figure 4.2). Il est donc essentiel de visualiser les différentes molécules de li-

gand au contact de la protéine pour choisir celle que l’on souhaite garder pour

extraire le patch. Dans ces cas-là, nous gardons l’exemplaire du ligand qui

partage le plus d’interactions avec la protéine.

Figure 4.2: Exemple de structure avec plusieurs molécules du même li-

gand. Exemple du complexe 1iqc [156] : 2 molécules d’hème (en jaune) se lient sur

une même chaîne issue de la di-hème peroxydase.

Deux informations supplémentaires par rapport aux informations à fournir pour

extraire la surface (l’identifiant de la structure PDB et la chaîne protéique) sont

requises :

— le nom de résidu du ligand à partir duquel on souhaite extraire le patch d’ex-

traction. Tous les ligands ont un nom de 3 lettres dans la colonne assignée au

nom des résidus de la protéine (par exemple “GLC” pour le glucose).

— le nom de la chaîne à laquelle appartient le ligand.

La surface protéique est extraite comme décrit dans la section précédente.
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Les coordonnées atomiques du ligand sont isolées dans un fichier PDB. Chaque

atome de la surface protéique se trouvant dans un rayon de 5 Å autour du ligand

est ajouté au fichier de patch. Nous avons fixé ce seuil de distance car, après analyse

visuelle des patches, ce seuil nous permet de garder les atomes du patch qui sont

impliqués dans l’interaction avec le ligand.

Ce seuil de distance de 5 Å est en accord avec les distances d’extraction de sites

de liaison utilisés par les autres méthodes de comparaison de sites de liaison [71, 79,

89] (entre 4 et 5,3 Å). A la fin de cette étape, nous avons un fichier au format PDB

contenant les coordonnées atomiques du patch extrait.

Lors de la mise en place de la méthodologie d’extraction des patches, nous avons

été confrontés à des cas de figures différents de la méthode classique pour laquelle

un seul ligand interagit avec une seule chaîne, comme précédemment décrit.

Extraction sur deux chaînes

Nous avons dû traiter le cas des complexes dans lesquels les ligands se trouvent

entre deux chaînes. En effet, les protéines résultent le plus souvent de l’assemblage de

chaînes polypeptidiques. Le ligand peut ainsi se trouver entre plusieurs chaînes de la

protéine. Les deux chaînes polypeptidiques à garder sont déterminées en visualisant

le complexe : il peut s’agir des chaînes présentant le repliement le plus favorable à

une interaction avec le ligand. Les deux chaînes sont traitées comme une seule et

même suite de résidus dès l’étape d’optimisation de la structure.

Présence de plusieurs ligands

Enfin, nous avons également dû prendre en compte les cas où plusieurs confor-

mations du même ligand interagissent avec une même protéine (comme montré dans

la Figure 4.3 par exemple).

Si le facteur d’occupation d’une des deux conformations est supérieur à 0,5,

dans ce cas, nous pouvons opter pour cette conformation de ligand (et ne pas tenir

compte de la seconde conformation). Par contre, dans le cas où elles sont toutes les

deux le même facteur d’occupation, la visualisation de chacune des conformations

permettra de déterminer laquelle effectue le plus d’interactions spécifiques avec la

39



CHAPITRE 4. RECHERCHE DE PATCHES SIMILAIRES

protéine. Dans l’exemple de la Figure 4.3, nous avons gardé la conformation A

dans laquelle le ligand est plus orienté vers la transthérétine favorisant ainsi les

interactions avec la protéine.

Figure 4.3: Complexe contenant deux conformations du ligand. Deux

conformations pour l’acide flufénamique ou FLF sont en interaction la transthy-

rétine (Id PDB : 1bm7).

4.1.5 Typage des atomes selon leur nature

Une fois le patch ou la surface extraite, nous obtenons un fichier au format PDB.

L’étape de typage qui va suivre est commune aux procédés d’extraction de patches

et de surfaces.

La recherche de patches similaires repose précisément sur une géométrie conser-

vée et un ensemble d’atomes de même type que le patch donné en requête.

En effet, si deux protéines peuvent fixer un même ligand, elles présentent donc

toutes deux des patches similaires, notamment par leur environnement physico-

chimique constitué d’atomes capables d’effectuer des interactions du même type.

Nous cherchons donc à exploiter deux types d’informations à partir des patches et

des surfaces :

40



CHAPITRE 4. RECHERCHE DE PATCHES SIMILAIRES

— la configuration spatiale des atomes, indiquée par leurs coordonnées carté-

siennes.

— l’implication des atomes dans des interactions connues pour être plus spéci-

fiques, telles que les liaisons hydrogènes et le stacking, ou dans le squelette

protéique. Ces informations sont obtenues à l’aide du type des atomes donné

en dernière colonne dans les fichiers PDB : C, O, N et S.

Néanmoins, ce typage proposé par la PDB n’est pas clair quant à l’implication

des carbones dans un cycle aromatique, dans la chaîne latérale ou encore dans le

squelette polypeptidique. Par conséquent, nous avons typé ces carbones :

— CA : pour carbone aromatique. Les centroïdes des cycles aromatiques (nommés

CG4 et CG5) sont ainsi typés CA.

— Ca : pour carbone α. Les carbones du squelette polypeptidique et porteurs des

chaînes latérales sont typés Ca.

— C : pour tous les autres carbones, des chaînes latérales.

Les autres types d’atomes N, O et S proposés par dans les fichiers de la PDB sont

gardés.

Ce typage nous permettra par la suite de rechercher précisément des similitudes :

— sur la base des atomes formant le patch : oxygènes, azotes, soufres et centroïdes

aromatiques.

— d’assurer une reconnaissance de la conservation de la forme générale du patch

requête avec la prise en compte des carbones α.

Ce traitement est appliqué sur les fichiers issus des extractions de patch et de

surface.

Au terme de cette étape, nous avons des fichiers PDB dont les structures peuvent

être visualisées à l’aide de PyMol (Figures 4.4 et 4.5) et exploitables par Patch-

Search.

L’ensemble des étapes permettant de générer un fichier de patch ou un fichier de

surface est récapitulé dans la Figure 4.6
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Figure 4.4: Exemple de patch. Est représenté le patch extrait du complexe 3ti1

(en rouge).

Figure 4.5: Cas de deux ligands sur un même chaîne. Est représentée la

surface extraite sur 3ti1 (en gris), la protéine est en bleue en-dessous.
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Examen visuel de structure (PyMol)

Ajout des atomes manquants 
et optimisation de la structure (PROPKA)

Calcul de l'accessibilité relative (NACCESS) 

Suppression des 
atomes

 dont ASArel < 1 %

Suppression des 
atomes à plus de 

5 Å du ligand

Typage des 
atomes

Patch.pdb Surface.pdb

Suppression des 
atomes

 dont ASArel < 1 %

Typage des 
atomes

Figure 4.6: Schéma des étapes permettant de générer un patch ou une

surface à partir d’un fichier PDB.
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4.2 Algorithme pour comparer un patch à une sur-

face donnée

Le but de PatchSearch est d’identifier, s’il existe, un patch similaire au patch

requête sur une surface donnée. PatchSearch peut être utilisé dans deux cas de

comparaisons :

— un fichier patchA.pdb (ou le patch requête) et un autre fichier patchB.pdb.

On souhaite identifier si ces deux patches sont susceptibles d’interagir avec un

même ligand.

— un fichier patchA.pdb et un fichier surfaceC.pdb. On souhaite rechercher s’il

existe un patch similaire au patchA sur la surfaceC et, par conséquent, si la

protéine pourrait interagir avec un même ligand.

La recherche de similitudes dans les deux cas s’effectue de la même façon, seul le

calcul du score final diffère. J’exposerai précisément la recherche d’un patch dans une

surface donnée grâce à la recherche de la meilleure clique dans le graphe produit, puis

je détaillerai également l’algorithme d’extension de la clique trouvée en quasi-clique.

4.2.1 Construction du graphe de correspondances

La recherche de patches similaires nécessite de déterminer s’il existe des configu-

rations spatiales similaires entre les atomes du patchA et ceux de la surfaceC, tout

en tenant compte des propriétés physico-chimiques des atomes.

Principe du graphe de correspondance

L’algorithme de PatchSearch s’appuie sur la théorie des graphes. Un graphe

(Figure 4.7) correspond à un ensemble de sommets, dont certains peuvent être

reliés par des arêtes. Les graphes que nous traitons ici sont des graphes simples non

orientés, c’est-à-dire que les arêtes vont dans les deux sens.
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Figure 4.7: Exemple de graphe simple non orienté. Exemple de graphe com-

posé de 4 sommets et de 4 arêtes.

L’algorithme utilisé par PatchSearch construit un graphe de correspondance ou

graphe produit de la façon suivante :

— un noeud représente une correspondance entre deux atomes de même type.

Par exemple, un S du patchA apparié avec un S de la surfaceC, c’est le noeud1

dans le graphe de correspondance. Il en est de même pour le CA du patchA

apparié avec un CA de la surfaceC qui correspondent au noeud2 du graphe

produit.

Nous vérifions que les atomes appariés entre eux appartiennent à des résidus

de nature proche en calculant le score de substitution issu de la matrice de

substitution BLOSUM62 (pour “BLOcks Substitution Matrix”), [69] du résidu

auquel appartient l’atome du patchA par le résidu auquel appartient l’atome

de la surfaceC. Si ce score est supérieur ou égal à zéro, les deux atomes sont

appariés. Ainsi, des atomes appartenant à des résidus de propriétés physio-

chimiques similaires sont appariés :

— chargé avec chargé

— aromatique avec aromatique

— apolaire avec apolaire

— une arête entre deux noeuds représente des distances conservées entre les

atomes appariés dans le patchA et dans la surfaceC : si la distance entre le

S du patchA et le CA du patchA (d1, voir Figure 4.8) et celle entre le S de

la surfaceC et le CA de la surfaceC (d1′ , voir Figure 4.8) sont conservées à

un seuil de distance près, alors une arête relie le noeud1 et le noeud2. Ce seuil
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CA

S

N

CA

S

N

d1

d2

d3

d1'

d2'

d3'

Figure 4.8: Atomes composant le patchA (à gauche) et la surfaceC (à

droite). Les atomes sont représentés dans les cercles et nommés par leur types. Les

distances sont annotées “d”.

de distance, mindist, correspond à la distance minimale entre deux atomes

du patchA. Cette distance est très faible, elle varie en général entre 1,1 et 1,2

Å. Il était nécessaire d’imposer un seuil de distance minimal entre les couples

d’atomes appariés afin d’éviter les cas d’appariements surjectifs (Figure 4.11) :

un atome du patch apparié avec deux atomes de la surface (dit aussi apparie-

ment one-to-many) et l’inverse (appariement many-to-one).

Une représentation du graphe de correspondances entre les atomes du patchA

et ceux de la surfaceC lorsque ces appariements sont possibles est proposée dans la

Figure 4.9. Un patch similaire au patchA retrouvé dans la surfaceC est un patch qui

répond aux deux conditions suivantes :

— ses atomes ont les mêmes propriétés physico-chimiques et appartiennent à des

résidus de même nature que ceux du patchA.

— ses distances inter-atomiques sont conservées par rapport à celles du patchA

et sont représentées par les arêtes.
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CA-CA

S-S

N-N

a1

a2

Figure 4.9: Construction du graphe de correspondances entre les atomes

du patchA et ceux de la surfaceC. Les cercles représentent des noeuds du graphe

de correspondance, construits à partir des appariements possibles entre les atomes du

patchA et ceux de la surfaceC. Les traits reliant les cercles représentent les arêtes du

graphe. Elles sont établies lorsque les distances entre les couples d’atomes appariés

sont conservées dans le patchA et dans la surfaceC.
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Motif d’atomes appariés dans le graphe de correspondance

Il nous a paru plus pertinent de rechercher la conservation de types d’atomes

et de distances entre le patch et la surface pour les atomes connus pour jouer un

rôle dans l’interaction, plutôt que de prendre directement en compte l’ensemble des

atomes. Par conséquent, nous avons choisi de restreindre les noeuds de ce graphe

aux atomes typés accepteurs (O) de liaisons hydrogènes, donneurs (N) de liaisons

hydrogènes, aromatiques (CA) et aux Cα (Ca). Dans la suite de ce manuscrit, j’em-

ploi le terme de “motif” pour désigner l’ensemble des atomes précédemment cités.

Il ne s’agit ni de motifs de séquences ni de motifs structuraux. Ces atomes sont

en règle générale directement impliqués dans des interactions dites spécifiques entre

le patch et le ligand, ou dans le cas des Cα, influent directement sur la forme du

patch. Nous avons donc considéré les atomes précédemment cités comme essentiels

à retrouver dans des configurations identiques. Les carbones qui n’entrent pas dans

les catégories précédentes (typés C) ne sont pas pris en compte dans un premier

temps car nous les considérons comme non impliqués préférentiellement dans des

interactions spécifiques.

Injectivité des appariements établis

Nous avons aussi vérifié que chaque noeud du graphe de correspondance couple

un seul atome du patchA avec un seul atome de la surfaceC. Il ne peut pas y avoir

plusieurs atomes de la surfaceC qui s’apparient à un même atome du patch. Chaque

atome de la surfaceC peut être apparié à un ou zéro atome du patchA, c’est une

fonction injective (Figure 4.10), qui apparie les deux groupes d’atomes entre eux.

Si cet appariement avait été surjectif (Figure 4.11), plusieurs atomes de la

surfaceC auraient été appariés à un même atome du patchA et le nombre de si-

militudes entre les deux surfaces comparées aurait été artificiellement augmenté,

sans refléter le degré de similarité entre le patchA et la surfaceC.

Ce premier graphe de correspondance contient donc autant de noeuds que d’ap-

pariements injectifs possibles entre les atomes du motif CA, Ca, O, N et S. Les

noeuds sont reliés par des arêtes lorsque les distances entre les atomes ainsi appariés
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CA

O

S

CA

O

S

O

CA

Figure 4.10:Appariement injectif entre un patch et une surface. Les atomes

du patchA sont représentés à gauche et ceux de la surfaceC sont représentés à droite.

Chaque trait rouge représente un appariement entre deux atomes.

sont conservées.

4.2.2 Recherche de la meilleure clique

Clique dans le graphe de correspondance

Une fois que la construction du graphe de correspondance est achevée comme

dans la Figure 4.12, nous cherchons à garder un sous-graphe particulier : un sous-

graphe dans lequel tous les noeuds sont reliés à tous les autres noeuds : c’est un

graphe complet, appelé aussi clique, colorée en rouge dans la Figure 4.13.

Si l’on revient au but de la comparaison du patchA et de la surfaceC, nous souhai-

tons identifier un sous-ensemble d’atomes (qui peut également correspondre dans le

meilleur des cas à l’intégralité des atomes du patchA) de la surfaceC présentant des

caractéristiques physico-chimiques de même type et des distances inter-atomiques

conservées par rapport au patchA.

Les couples d’atomes appariés dans les noeuds d’une clique déterminée dans le

graphe de correspondance précédemment construit :

— correspondent à un environnement physico-chimique et une forme générale du

patch et de la surface très conservés
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CA

O

S

CA

O

S

O

CA

Figure 4.11: Appariement surjectif entre un patch et une surface. Les

atomes du patchA sont représentés à gauche et ceux de la surfaceC sont représentés

à droite. Chaque trait rouge représente un appariement entre deux atomes.

— sont dans des configurations similaires

Finalement, trouver une clique dans ce graphe de correspondance correspond à

trouver un patch fortement similaire au patchA dans la surfaceC.

Recherche des meilleures cliques

Les cliques maximales du graphe de correspondance sont calculées en utilisant

l’algorithme de Bron-Kerbosch [24]. Une clique maximale est une clique dans laquelle

il n’est plus possible de rajouter de noeud, sous peine d’obtenir un sous-graphe

n’étant plus une clique.

Une fois toutes les cliques calculées, nous avons éliminé celles qui étaient de

tailles strictement inférieures à 4 : c’est-à-dire toutes les cliques qui comptent moins

de 4 noeuds. Par exemple, la clique présentée dans la Figure 4.14 est gardée, c’est

une clique de taille 6 dont tous les noeuds sont reliés à 5 autres noeuds, ils sont

donc de degré 5 (le degré d’un sommet étant le nombre d’arêtes adjacentes à ce

sommet). Comme nous l’avons noté précédemment, les cliques sont un cas particulier

de graphes dans lesquels chaque sommet est relié à tous les autres sommets : par

conséquent, tous les sommets ont le même nombre de voisins.

Parmi les cliques calculées, nous avons gardé celles présentant le meilleur BC-
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Figure 4.12: Graphe de correspondance final.

Figure 4.13: Clique dans un graphe de correspondance Les arêtes de la clique

sont colorées en rouge.
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Figure 4.14: Clique de taille 6. Les arêtes de la clique sont colorés en rouge.

score [59], score basé sur un noyau de Binet-Cauchy qui reflète la similitude entre

deux structures et est indépendant de la rotation d’une structure par rapport à

l’autre par exemple. Nous avons choisi de garder ce score par rapport à d’autres

scores de mesure de similitude structurale connus (tels que le TM-score ou le RMSD)

car il est :

— indépendant de la taille des structures comparées.

— insensible aux larges déformations.

— très sensible aux petites différences de structures locales.

Lors du calcul du BC-score entre deux ensembles de points, les coordonnées de

tous les tétraèdres possibles sont calculées pour chaque ensemble de points. Par la

suite, à chaque ensemble de points correspond le vecteur des volumes signés des

tétraèdres entre ses points. Le BC-score est la corrélation entre les deux vecteurs de

volumes ainsi obtenus. Le BC-score varie entre -1, lorsque les structures comparées

sont les images miroir l’une de l’autre (ces cliques sont supprimées) et 1 lorsque

les structures sont identiques. Calculer le BC-score sur les patches appariés est une

étape importante : deux patches en miroir l’un de l’autre ont des atomes de nature

similaire et des distances internes conservées, mais n’ont pas la même forme. Nous

supprimons donc toutes les cliques présentant des BC-scores négatifs.

En terme de structure, nous gardons donc les groupes d’atomes qui ont été

appariés sur la base de leur type et des propriétés physico-chimiques des résidus

auxquels ils appartiennent, et qui ont au moins 6 distances conservées entre eux. De
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plus, le BC-score supérieur à zéro assure qu’il n’y a pas de symétrie entre le patch

requête et le patch similaire identifié à présent.

4.2.3 Enrichissement des meilleures cliques en quasi-cliques

Principe de la construction d’une quasi-clique

Le but est d’identifier dans la surface un patch similaire à celui donné en requête

aux distances inter-atomiques moins conservées que le coeur rigide. La configuration

des atomes de ce patch ainsi identifiée doit rester la plus proche possible de celle du

patch donné en requête : c’est la raison pour laquelle nous avons fixé une distance

maxdist de 3 Å.

Afin de pouvoir choisir le plus judicieusement possible une clique sur laquelle

travailler par la suite, nous avons fusionné les cliques qui partageaient au moins 4

noeuds en commun. Nous travaillons ensuite sur le plus grand sous-graphe obtenu

au terme de ces fusions, qui est une première quasi-clique [2]..

Nous avons considéré nécessaire de prendre en compte une autre caractéristique

des patches protéiques : leur flexibilité. L’algorithme de PatchSearch est ainsi adapté

à la géométrie des protéines et à une de leur propriété intrinsèque qu’est la flexibilité.

Les noeuds de la quasi-clique sont rajoutés s’ils répondent aux conditions sui-

vantes :

— chaque noeud est relié à au moins 4 noeuds de la clique initiale (voir la Fi-

gure 4.15)

— les appariements de tous les types d’atomes sont pris en compte. En plus des

appariements réalisés précédemment avec les atomes CA avec CA, Ca avec

Ca, N avec N et O avec N, nous travaillons avec les noeuds qui sont des

appariements de C avec des C.

— les noeuds sont cette fois-ci reliés entre eux selon le seuil maxdist qui est fixé

à 3 Å. Cela signifie qu’on accepte de créer un lien entre deux couples d’atomes

appariés si les couples d’atomes concernés sont espacés au plus de 3 Å dans le

patch et dans la surface.
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Figure 4.15: Exemple de quasi-clique. Enrichissement d’une clique en quasi-

clique. Les noeuds de la clique sont reliés par des arêtes rouges, tandis que les

noeuds ajoutés à la clique sont reliés à au moins 4 noeuds de la clique par des arêtes

en pointillées bleues (pour le noeud 6) et vertes (pour le noeud 10).

— les conditions d’établissement d’une arête entre deux noeuds sont identiques

à celles appliqués lors de la construction de la clique : comme pour la clique,

une arête est rajoutée dans la graphe de correspondance uniquement si elle

maintient cette relation univoque d’appariement d’un atome du patch avec un

atome de la surface.

Les différentes étapes des appariements et les contraintes de conservation de

distances indiquent que le patch trouvé à l’aide de la quasi-clique est similaire à 1,5

Å près (dû au mindist) au patch requête au niveau de la partie rigide, et au plus,

à 3 Å (dû au maxdist) près au niveau des parties moins rigides.

Conditions d’ajout des noeuds dans la quasi-clique

Afin que l’agencement des atomes du patch trouvé soit le plus similaire à celui

du patch requête, nous cherchons à diminuer le plus possible la déviation entre les

atomes des deux patches. Ainsi, lorsque nous établissons un lien entre deux noeuds,

il est important de tendre à diminuer le plus possible la déviation entre les atomes

appariés dans le patch et dans la surface. Aussi, dans le cas où un noeud est un

candidat pour la quasi-clique soit il répond aux conditions énoncées précédemment,
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soit il reste à vérifier que les atomes appariés répondent bien à la règle qui implique

qu’un atome du patch ne peut être associé qu’à un seul atome de la surface (voir les

appariements injectifs dans la Figure 4.10).

Dans le cas où l’on souhaite ajouter un noeud qui apparie un atome déjà apparié

avec un autre atome, nous calculons les déviations maximales dans les deux cas :

avec le noeud initial, et avec le nouveau noeud à la place du noeud de base. Nous

décidons de garder le noeud qui nous permet d’obtenir une déviation maximale qui

soit la plus proche possible de 0 Å.

Nous gardons les quasi-cliques les mieux enrichies, tant en termes de nombres

d’atomes et qu’en termes de BC-scores et de RMSD les plus favorables pour obtenir

une différence structurale la plus faible possible. Ces deux scores de conservation

structurale sont utilisés afin de s’assurer que les atomes du patch requête et ceux

du patch trouvé présentent des structures proches. Nous les utilisons comme outils

d’aide à la détermination des meilleures quasi-cliques, mais ils ne sont pas pris en

compte lors du calcul du score final de PatchSearch.

Quasi-clique finale et patch identifié

Le patch finalement reconnu sur la surfaceC comme étant similaire au patchA

présente les caractéristiques suivantes :

— au moins 4 de ses atomes (Cα, centroïde aromatique, S, O, N) sont dans

une configuration très similaire à ceux du patchA (à 1,5 Å près, le mindist)

avec lesquels ils sont appariés. Cet ensemble d’atomes retrouvés constitue une

partie très conservée du patch, tant au niveau des distances qu’au niveau des

propriétés physico-chimiques des résidus auxquels ils appartiennent.

— les autres atomes du patch reconnu ont été appariés avec les atomes du patchA

sur les mêmes critères de conservation des propriétés physico-chimiques, mais

leurs distances inter-atomiques sont moins conservées (à 3 Å près, le maxdist).

Les étapes rythmant l’algorithme de PatchSearch pour reconnaître un patchA

sur une surfaceC sont récapitulées dans la Figure 4.16.
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Construction du graphe de correspondance
sur les atomes CA, Ca, O, N, S 

en fonction de mindist

Recherche des cliques maximales 
(algorithme de Bron-Kerbosch)

Suppression des cliques avec un BC-score < 0
Fusion des cliques partageant au moins 4 nœuds

⇒ quasi-clique initiale

Graphe de correspondance recalculé
sur tous les atomes (C aussi pris en compte)

en fonction de maxdist

Enrichissement de la quasi-clique initiale avec 
les nœuds reliés à au moins 4 nœuds

Vérification que chaque nœud ajouté minimise
les déviations entre les atomes du patch 

et de la surface

Quasi-clique finale = atomes de surface constituant
un patch similaire au patch requête

Figure 4.16: Schéma récapitulatif des différentes étapes opérées par Patch-

Search pour identifier un patch similaire à un patch requête dans une

surface donnée.
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4.2.4 Score du patch trouvé et sorties de PatchSearch

Une fois que PatchSearch a identifié un patch similaire à une requête sur une

surface, il est nécessaire de quantifier les appariements ainsi effectués sous la forme

d’un score.

Le score du patch finalement trouvé s’exprime en fonction de la taille de l’aligne-

ment (soit le nombre d’atomes appariés entre le patchA et la surfaceC) et de la taille

du patch requête. Le calcul du score est détaillé dans la Formule 4.2 : Nalignement est

le nombre d’atomes de la surfaceC qui ont été appariés avec ceux du patchA à l’aide

de la quasi-clique. Nrequête est le nombre d’atomes constituant le patchA..

score =
Nalignement

Nrequête
(4.2)

Le calcul du score diffère lorsque PatchSearch recherche des similitudes entre

deux patches et est présenté dans la Formule 4.3 : Ncible est le nombre d’atomes

constituant le patchB sur lequel on a recherché un patch similaire au patchA.

score =
Nalignement

Nrequête +Ncible −Nalignement
(4.3)

Au cours de la première étape de recherche de clique dans le graphe de corres-

pondance initial, si aucune clique (donc aucune configuration de 4 atomes similaire

au patchA) n’a pu être trouvée dans la surfaceC, le score retourné est de 0. Au

contraire, si tous les atomes du patch ont pu être appariés à un ensemble d’atomes,

on a Nalignement = Nrequête et on obtient alors un score de 1. Plus il y a d’atomes qui

ont pu être appariés entre le patchA et la surfaceC, plus le score est proche de 1.

Nous nous sommes basés sur le jeu de données mis en place par Gunasekaran et

ses collègues [58] pour définir un score seuil à partir duquel on déterminera qu’un

patch contenant suffisamment d’atomes a été détecté dans la surface d’une protéine

donnée. Nous nous sommes appuyés sur la distribution des scores obtenus en utilisant

l’approche des quasi-cliques lorsque l’on recherchait un patch extrait d’une protéine

holo dans la surface de la même protéine dans la forme holo (voir Figure 4.17).

57



CHAPITRE 4. RECHERCHE DE PATCHES SIMILAIRES

Figure 4.17: Détermination d’un score seuil de PatchSearch : comparai-

son des distributions des scores obtenus à l’aide des quasi-cliques et des

cliques sur le jeu de données de Gunasekaran. Distributions des scores obtenus

par PatchSearch lorsqu’on recherche le patchholo sur la surfaceapo correspondante,

en utilisant les cliques (A) et les quasi-cliques (B). Les différentes classes I, II et III

de protéines ont été définies en calculant le RMSD (tout atomes) entre le patchholo

et le patchapo de chaque protéine.

Comme montré dans la Figure 4.17, le score minimal pour lequel PatchSearch

permet d’identifier le patch d’une protéine holo dans la surface de la protéine apo

correspondante est de 0,39 (je détaille ce cas dans le chapitre 5). Nous avons ainsi

déterminé 0,4 comme étant le score seuil pour identifier un patch dans une structure

donnée.

Comme le montre la Figure 4.18 obtenue à partir des scores et des patches issus

de ce même jeu de données, toutes les tailles de patches ne sont pas représentées

de façon homogène. Ce jeu compte majoritairement des patches de 20 à 60 atomes.

La droite de régression ne permet pas d’établir une relation linéaire entre les scores

et les tailles de patches. La corrélation entre ces deux variables est de -0,26, ce qui

est donc très faible. Nous ne pouvons donc pas établir avec certitude que le score
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Taille des patches 
(nombre d'atomes)

Score

Figure 4.18: Variation des scores de PatchSearch obtenus en fonction de

la taille des patches donnés en requêtes. Les scores ont été obtenus par Patch-

Search lorsqu’on recherche le patchholo sur la surfaceapo correspondante. En bleue,

est représentée la droite de régression linéaire dont les coefficients ont été calculés

en fonction des scores et des tailles des patches.

varie de façon corrélée avec la taille des patches. Cette figure indique éventuellement

que, dans ce jeu de données, les patches qui comptent plus de 80 atomes sont plus

difficiles à identifier. Afin d’analyser de façon plus concluante les variations de score

en fonction de la taille des patches, il serait nécessaire d’avoir un jeu de patches dont

les tailles auraient une distribution plus homogène.

4.3 Illustration du fonctionnement de l’algorithme

Afin d’illustrer le fonctionnement de l’algorithme de PatchSearch, nous allons

traiter l’exemple de l’identification d’un patch spécifique à un médicament, le suni-

tinib. Le patch choisi est extrait du complexe identifié dans la PDB par 2y7j. Dans

ce fichier pdb, la phosphorylase kinase-γ 2 est complexée au sunitinib. Le but de
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notre exemple est de tester s’il existe un patch similaire à celui de 2y7j sur la surface

de la protéine 3ng5 qui est impliquée dans le transport de la thyroxine.

4.3.1 Extraction du patch requête et de la surface ciblée

Avant de pouvoir extraire le patch de 2y7j et la surface de 3ng5, il est nécessaire

dans un premier temps de les télécharger à partir du site de la PDB.

Une fois que les fichiers sont téléchargés, le complexe 2y7j et la protéine 3ng5

doivent être visualisés à l’aide de PyMol. Un tel examen permet de déterminer que

le ligand sunitinib porte le nom de résidu “B49”, et se trouve en un seul exemplaire

lorsqu’il est au contact de la chaîne A de la phosphorylase kinase-γ 2. Par défaut,

nous extrayons les surfaces à partir de la première chaîne du fichier PDB. Lors

de l’extraction des patches, la visualisation moléculaire permet de déterminer si la

disposition du ligand lui permet d’effectuer plus d’interactions avec une chaîne plutôt

qu’avec une autre, dans les cas de ligands entre deux chaînes. Nous extraiyons donc le

patch de la chaîne A de la protéine A, à partir du ligand B49 qui appartient lui aussi

à la chaîne A dans le fichier pdb. Nous visualisons également 3ng5 afin de déterminer

de quelle chaîne protéique nous allons extraire la surface : nous choisissons la chaîne

B. En effet, dans le cas de cette protéine, elle présente des patches connus pour

d’autres ligands : la chaîne A est complexée avec deux molécules d’épigallocatéchine

gallate (ou EGCG) et une molécule de glycérol, tandis que la chaîne B est complexée

à seulement une molécule d’EGCG. Lorsque cela est possible, j’extrais la surface de

la chaîne protéique qui est complexée avec le moins de molécules possible. Lors de

l’extraction de surface, le choix de la chaîne protéique se fait de manière arbitraire

et est automatisable.

Les programmes d’extraction du patch et de la surface requièrent d’avoir les

logiciels NACCESS et PROPKA (version 3.0) installés. De plus, afin de calculer

l’accessibilité relative de chaque atome pour chaque résidu, il est également néces-

saire d’avoir une librairie de résidus pdb, un répertoire contenant un fichier PDB

par résidu. Les langages de programmation qui doivent être installés pour faire

fonctionner les programmes sont Python, R et C++. Les fonctions implémentées en

C++ permettent de traiter rapidement les informations structurales afin d’obtenir
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des graphes. Les graphes, noeuds et arêtes ainsi générés sont traités par la suite à

l’aide des fonctions R de la librairie igraph. Le package igraph de R est nécessaire

afin de rechercher les cliques dans des graphes. Les fonctions implémentées en C++

appelées dans le programme PatchSearch sont :

— graph.edgelist() : cette fonction permet de créer un graphe à partir d’une liste

d’arêtes.

— maximal.cliques() : cette fonction renvoie la liste des cliques maximales.

La librairie Rcpp permet d’intégrer les fonctions implémentées en C++ au pro-

gramme PatchSearch programmé en R Une fois que ces pré-requis sont installés sur

la machine, il est possible de faire fonctionner les programmes d’extraction de patch

et de surface, ainsi que le programme PatchSearch.

Dans un premier temps, le patch d’interaction est extrait de 2y7j (Figure 4.19).

La surface de la transthyrétine est aussi extraite du fichier 3ng5 (Figure 4.20).

4.3.2 Établissement des correspondances du graphe produit

Nous allons maintenant détailler les différentes étapes de l’algorithme de Patch-

Search qui s’opèrent lorsque le programme est appelé pour identifier un patch re-

quête sur une surface ciblée. Dans le cadre de l’exemple utilisé dans ce chapitre,

nous recherchons le patch extrait de 2y7j sur la surface de 3ng5.

Le fichier 2y7jpatch compte 63 atomes, tous types d’atomes confondus, tandis que

3ng5surface en contient 541.

Dans un premier temps, tous les atomes du groupe d’atomes lourds initial

(O,N,CA,Ca,S) du 2y7jpatch, soient 37 atomes, sont appariés avec ceux de 3ng5surface

qui appartiennent au même groupe d’atomes, soient 315 atomes. Chacun des 37

atomes de 2y7jpatch sont appariés avec les atomes de 3ng5surface lorsque les corres-

pondances sont possibles.

Au total, le graphe de correspondance compte 1251 noeuds. Par exemple, l’atome

numéro 1 du 2y7jpatch, le O de la valine 29, est apparié, entre autres, avec les atomes

suivants de 3ng5surface :

— l’atome 38 : O de l’alanine 19.
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Figure 4.19: Patch extrait du complexe 2y7j. Les atomes sont représentés sous

la forme de sphères. Les atomes de carbone sont colorés en vert, les oxygènes en bleu

et les azotes en rouge. La phosphorylase kinase-γ 2 est représentée en mode rubans.

Figure 4.20: Surface extraite de la protéine 3ng5. La surface a été extraite de

la chaîne B de la transthyrétine du complexe 3ng5.
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— l’atome 41 : O de la valine 20.

— l’atome 65 : O de l’isoleucine 26.

— l’atome 87 : O de la valine 32.

D’après les scores de substitution de la matrice BLOSUM62, cet atome d’oxygène

de 2y7jpatch est apparié avec des atomes d’oxygènes de 3ng5surface, et les résidus

auxquels appartiennent ces atomes ont des scores de substitution supérieurs ou égaux

à 0 : 0 pour VAL→ ALA, 4 pour VAL → VAL et 3 pour VAL → ILE.

4.3.3 Établissement d’arêtes entre les noeuds du graphe pro-

duit

L’étape suivante consiste à relier deux noeuds par une arête lorsque les atomes

appariés correspondants sont distants au plus du mindist calculé comme la distance

minimale des matrices de distances du patch et de celle de la surface, soit 1,22 Å.

Seuls les couples d’atomes dont les distances internes (soit à la fois dans le patch et

dans la surface) sont similaires à 1,22 Å près sont gardés pour construire le graphe

de correspondance et sont reliés par des arêtes. En tout, le graphe de correspondance

contient 53513 couples de noeuds reliés par des arêtes.

4.3.4 Recherche des meilleures cliques

Une fois que le graphe de correspondance est ainsi construit, nous utilisons des

fonctions de la librairie “igraph” afin de rechercher les cliques dans ce graphe.

On impose que la clique maximale doit être de taille minimale 4. En effet, afin de

localiser précisément un point dans l’espace, il est nécessaire de connaître la distance

de ce point à au moins 4 autres points de l’espace. Dans notre exemple, la clique

maximale est de taille 9, elle correspond donc au critère précédemment énoncé. Il

existe donc 9 atomes dans 2y7jpatch (Figure 4.21) et 9 atomes dans 3ng5surface (Figure

4.22) qui sont de types identiques, qui appartiennent à des résidus aux propriétés

physico-chimiques similaires, et se trouvant dans des configurations très proches, à

1,22 Å près.
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Figure 4.21: Clique trouvée : atomes du patch de 2y7jpatch. Atomes de

2y7jpatch appariés avec des atomes de 3ng5surface, après la construction de la clique.

Figure 4.22: Clique trouvée : atomes du patch de 3ng5surface. Atomes de

3ng5surface appariés avec des atomes de 2y7jpatch après la construction de la clique.

Le BC-score calculé entre les atomes de 2y7jpatch appariés avec ceux de 3ng5surface

est de 0,86, ce qui signifie que les configurations de ces deux ensembles d’atomes sont

très similaires et ne sont pas en miroir l’une de l’autre.

4.3.5 Enrichissement des meilleures cliques en quasi-cliques

Nous cherchons maintenant à déterminer s’il existe des parties similaires entre

le patch et la surface comparés, mais plus flexibles que les atomes de la clique

précédemment déterminée.

Une première recherche dans le graphe de correspondance déjà établi permet de

rajouter à la clique tous les noeuds qui partagent au moins 4 arêtes avec les noeuds

de la clique. Nous obtenons ainsi une quasi-clique dont tous les noeuds sont au moins
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de degré 4 : tous les noeuds sont reliés à au moins 4 autres noeuds de ce sous-graphe.

Puis, dans un deuxième temps, nous recalculons les noeuds du graphe de corres-

pondance, mais cette fois-ci en prenant en compte tous les atomes, et en acceptant

un score de substitution de la matrice BLOSUM62 négatif. Le nouveau graphe de

correspondance compte 9624 noeuds. Un nombre d’appariements aussi important

s’explique par la composition de la surface d’une protéine qui est très riche en car-

bones qui ne sont ni des Cα, ni des carbones de cycles de résidus aromatiques (voir

Tableau 4.2), et également par les conditions d’appariements qui sont moins strictes

que précédemment pour la construction de la clique.

Fichier N S O CA Ca C

2y7jpatch 6 0 10 6 20 26

3ng5surface 68 2 118 120 107 226

Tableau 4.2: Composition en types d’atomes de 2y7jpatch et de 3ng5surface.

De nouveau, la quasi-clique doit être enrichie selon le même principe que précé-

demment : tous les noeuds qui sont reliés à au moins 4 noeuds de la clique peuvent

être potentiellement rajoutés. On calcule donc les arêtes qui relient les nouveaux

noeuds candidats à la quasi-clique cette fois-ci avec un paramètre d’écart de distance

(maxdist), qui permet de modifier la flexibilité avec laquelle on souhaite retrouver

la configuration d’atomes aux distances similaires. Pour chaque nouveau noeud qui

n’appartient pas à la quasi-clique précédemment calculée, on calcule l’écart de dis-

tance entre les atomes appariés par ce noeud et entre les atomes appariés pour les

autres noeuds de la quasi-clique. Si cet écart de distance est inférieur à 3 Å (la

valeur à laquelle nous avons fixé maxdist), le noeud est un candidat potentiel pour

la quasi-clique et est relié aux autres noeuds du graphe de correspondance.

Au final, le graphe de correspondance compte 697 couples de noeuds reliés entre

eux, et autant d’arêtes.
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4.3.6 Finalisation des meilleures quasi-cliques

Enfin, la dernière étape pour finaliser les quasi-cliques identifiées est l’ajout de

noeuds qui permettent un appariement avec des écarts de distance minimaux. Pour

chaque noeud qui est compatible avec la quasi-clique, il est nécessaire de vérifier s’il

permet un appariement d’atomes de 3ng5 plus proche de la configuration des atomes

de 2y7jpatch. Si le RMSD calculé entre les atomes du patch appariés avec ceux de la

surface est inférieur ou égal à celui de la quasi-clique, alors le noeud est rajouté dans

la quasi-clique. Au final, on obtient la meilleure quasi-clique qui compte 18 atomes

présentée dans les Figures 4.23 et 4.24, qui présente un BC-score de 0,79.

Le BC-score est plus faible qu’avec la clique, ce qui correspond à des distances

moins conservées. En effet les 18 atomes de 2y7jpatch sont appariés avec les 18 atomes

de 3ng5surface avec un écart-entre les paires d’atomes d’au maximum 3 Å (maxdist).

Figure 4.23: Appariement final pour 2y7jpatch. Atomes de 2y7jpatch appariés

avec des atomes de 3ng5surface après l’enrichissement de la quasi-clique.

Le score attribué à cet alignement s’exprime en fonction de la taille de l’aligne-

ment par rapport à la taille de 2y7jpatch. Cependant, comme les cycles des résidus

aromatiques sont représentés par leur centroïde, il faut prendre en compte cette

“simplification” et multiplier le nombre de centroïdes (CA) par 6 à la fois parmi les

atomes de l’alignement, et parmi ceux de 2y7jpatch. Le score obtenu est calculé en

fonction de Nalignement et N2y7jpatch en utilisant les totaux du Tableau 4.3, et vaut

0,34.

Nous venons d’étudier le protocole d’extraction de patches et de surfaces, puis

de détailler les étapes les étapes détaillées qui permettent à PatchSearch d’identifier
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Figure 4.24:Appariement final pour 3ng5surface. Atomes de 3ng5surface appariés

avec des atomes de 2y7jpatch.

Fichier N S O CA Ca C Total

2y7jpatch 6 0 10 6×6 20 26 68

alignement 1 0 3 1×6 8 5 23

Tableau 4.3: Composition en types d’atomes des surfaces comparées.

un potentiel patch similaire au patch requête sur une surface donnée.

Il était important d’évaluer les performances de PatchSearch sur des protéines

qui présentaient des patches connus afin de valider notre approche. Nous aborderons

dans la partie suivante les mesures de l’efficacité de PatchSearch pour reconnaître

un patch sur une protéine connue pour présenter ce patch.

4.4 Évaluation de la reconnaissance d’un patch

Le but de notre démarche est d’appliquer PatchSearch à la recherche de poten-

tielles cibles secondaires ou off-targets pour un composé thérapeutique, dans le cas

de possibles interactions multiples. Le patch de ce composé serait recherché sur :

— les surfaces de protéines connues pour être souvent impliquées dans des effets

secondaires.

— les surfaces de protéines impliquées dans une voie ciblée par le médicament.

— ou encore sur des protéines appartenant à une toute autre voie, dans un

contexte de repositionnement de médicament.
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Néanmoins, lors de la mise en place d’un tel outil, il a fallu vérifier que les patches

identifiés sur des off-targets (ou autres protéines) correspondent effectivement à

ceux connus pour être impliqués dans l’interaction avec le ligand. A l’aide des jeux

de données présentés dans les chapitres suivants, nous avons ajusté les différents

paramètres de préparation des patches et surfaces et de recherche de similitudes

en appliquant PatchSearch à des protéines déjà connues pour présenter un patch

similaire au patch requête.

De plus, de nombreux outils se sont déjà attelés à la comparaison de sites de

liaison, et la plupart d’entre eux utilisent l’AUC (Area Under the Curve) qui permet

d’évaluer la spécificité et la sensibilité de la reconnaissance d’un groupe de patches.

Dans un premier temps, j’expliquerai le calcul de l’AUC, puis je présenterai notre

évaluation de la reconnaissance d’un patch sur une surface.

4.4.1 Calcul d’une AUC

La plupart des outils de comparaison de patches cherchent à comparer un patch1

à un autre patch2 connu pour lier un ligand, et à renvoyer un score indiquant si le

patch1 pourrait lier le même ligand que le patch2. Dans le meilleur des cas, tous les

patches liant un même ligand seraient retrouvés avec des scores forts proches de 1, et

au contraire, la comparaison de deux patches liant des ligands différents aboutirait

à un score faible, proche de 0.

La performance d’un outil de reconnaissance de patch se traduit par sa capacité

à :

— identifier avec un score élevé deux patches connus pour interagir avec le même

ligand : c’est la sensibilité de l’outil.

— discriminer deux patches qui lient des molécules différentes avec un score très

faible : c’est la spécificité de la comparaison de patches.

Le but est d’évaluer si le score de l’outil permet de discriminer correctement les

vrais positifs des vrais négatifs et, par la même occasion, minimise donc le nombre

de faux positifs et de faux négatifs. L’ensemble de ces scores est trié dans l’ordre

décroissant. Pour chaque seuil de score (le premier score, puis le deuxième score, et
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ainsi de suite jusqu’aux n-ième score), on évalue si ce score seuil permet d’identifier le

plus de positifs possibles et le moins de négatifs possible. Cette évaluation revient à

comptabiliser les cas positifs trouvés au-delà du seuil de score, ainsi que les négatifs,

qui n’auraient pas dû être retrouvés si ce seuil de score était pertinent. Pour chaque

comparaison au-delà du seuil de score, on est face à 2 cas différents :

— un patchligandA comparé sur un patchligandA : c’est un vrai positif car les deux

patches sont connus pour interagir avec le même ligand A.

— un patchligandA comparé sur un patchligandB : c’est un faux positif car les deux

patches sont connus pour interagir avec des ligands différents (ligand A et

ligand B), PatchSearch devrait donc identifier le moins de similitudes possible

entre les deux patches.

Le nombre de comparaisons positives (npos) attendues est connu, de même que

le nombre de comparaisons négatives (nnég). Ainsi, pour chaque score seuil, on peut

calculer la sensibilité de ce score qui est le taux de positifs qu’on a su retrouver à

l’aide de ce score, et 1 - la spécificité, qui est le taux de négatifs qu’on a retrouvés.

La Figure 4.25 montre le calcul de l’AUC pour chaque score seuil.

Le taux de vrais positifs (TVP) est détaillé dans la Formule 4.4 : npositifs trouvés

est le nombre de comparaison de vrais positifs trouvés au-dessus du score seuil.

npositifs total est le nombre de comparaison de vrais positifs total. Le taux de faux

positifs (TFP) est présenté dans la Formule 4.5 : nnégatifs trouvés est le nombre de

comparaison de faux positifs trouvés au-dessus du score seuil. nnégatifs total est le

nombre de comparaison de vrais négatifs total. Ces taux permettent ainsi de calculer

l’AUC à ce score précis. De manière graphique, la représentation pour chaque valeur

de score seuil du TVP en fonction du TFP est la courbe ROC [64], ou Receiver

Operating Characteristic. L’AUC totale correspond à l’aire sous cette courbe ROC.

Pour chaque valeur de score seuil, l’AUCi est donc l’aire sous la courbe entre le score

seuil et le score précédent : cette aire est calculée à l’aide de la formule des trapèzes

(Formule 4.6, i et i − 1 sont les indices des scores seuil à partir duquel on calcule

l’AUC). Finalement, la valeur total de l’AUC correspond à l’aire sous la courbe, soit

à la somme des aires des différents trapèzes précédemment calculés (Formule 4.7).
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Scores

1

0,98

...

0

Pour la première comparaison : calculs du
TVP, du TFP puis de l'AUC1

Scores

1

0,98

...

0

Pour les deux premières comparaisons :
calculs du TVP, du TFP puis de l'AUC2

Scores

1

0,98

...

0

Pour n premières comparaisons : calculs
du TVP, du TFP puis de l'AUCn

Figure 4.25: Schéma détaillant la méthode de calcul d’AUC. Les scores des

différentes comparaisons effectuées sont triés par ordre décroissant. Chaque valeur

de score est considérée comme un seuil pour lequel on calcule l’AUC : d’abord

pour la première comparaison, puis pour les deux premières, pour les n-1 premières

comparaisons, enfin pour les n comparaisons.
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TV P =
npositifstrouvés
npositifstotal

(4.4)

TFP =
nnégatifstrouvés
nnégatifstotal

(4.5)

AUCi = (TFPi − TFPi−1)×
TV Pi + TV Pi−1

2
(4.6)

AUCtotale =
n∑
i=1

AUCi (4.7)

La valeur de l’AUCtotale renseigne sur la performance générale d’un outil :

— un outil optimal permet de discriminer parfaitement les VP des VN et l’AUC

calculée vaut 1.

— un outil moins performant ne permet pas de discriminer efficacement les VP

des VN et l’AUC calculée vaut 0,5. Ses scores correspondent à ceux qui auraient

été obtenus à l’aide d’un outil aléatoire.

4.4.2 Identification d’un patch similaire sur une surface don-

née

Lors du développement de PatchSearch, il a été nécessaire d’évaluer la capacité

de notre outil à identifier un patch sur une surface pour laquelle ce patch a déjà

été déterminé. Par exemple, si deux protéines (protéineA et protéineB) sont expéri-

mentalement connues pour lier un même ligand, il est donc possible d’extraire les

patches correspondants (patchA et patchB), et de rechercher le patchA sur la surfaceB

en vérifiant que le patch trouvé corresponde bien au patchB que nous connaissons

déjà.

Pour vérifier la précision du patch reconnu, nous avons utilisé une distance in-

diquant si la localisation du patch identifié est correcte, la Dc (pour Distance entre

centroïdes). La distance est calculée selon la Formule 4.8 : Disti,j est calculée entre

les points i et j. xi, yi, et zi sont les coordonnées cartésiennes du point i, tandis

que xj, yj, et zj sont les coordonnées du point j. Cette distance correspond à la
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distance entre le centre de gravité du patch connu (sur la surfaceB) et le centre de

gravité du patch identifié (le patchB appartenant à la surfaceB). Le patch identifié

et le patch déjà connu sont tous deux dans la même surface, la Dc peut donc se

calculer directement à partir des coordonnées des atomes des deux patches.

Les coordonnées atomiques des différents centres de gravité sont calculées en

utilisant la formule 4.9 : Gx, Gy et Gz sont les coordonnées cartésiennes du centre

de gravité G d’un nuage de n points.

Disti,j =
√
(xi − xj)2 + (yi − yj)2 + (zi − zj)2 (4.8)

Gx =

∑n
i=1 xi
n

Gy =

∑n
i=1 yi
n

Gz =

∑n
i=1 zi
n

(4.9)

Les figures 4.26 et 4.27 présentent des patches de formes différentes avec leur

centres de gravité respectifs en rouge ainsi calculés.

Figure 4.26: Exemple de centre de gravité d’un patch enfoui Est représenté

ici le patch extrait du complexe 3hec et son centre de gravité. Le centre de gravité

est coloré en rouge, les atomes du patch sont colorés en bleu.

La recherche d’un patch contre la surface de la protéine dont il a été extrait (par

exemple lorsque l’on recherche le patchA sur la surfaceA) donne toujours une Dc

de 0 Å : le patch requête est intégralement retrouvé, par conséquent, son centre de

gravité correspond à celui du patch identifié.

Pour la recherche d’un patch extrait d’une protéine différente, plus la valeur de

la Dc est faible, plus le recouvrement entre le patch identifié et le patch connu est

fort, ce qui indique que PatchSearch identifie un patch déjà existant sur une protéine

différente de la protéine dont il a été extrait. Une Dc faible signifie qu’on a identifié
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Figure 4.27: Exemple de centre de gravité d’un patch plus exposé. Est

représenté ici le patch extrait du complexe 2a3a et son centre de gravité. Le centre

de gravité est coloré en rouge, les atomes du patch sont colorés en rose.

un patch qui partage un nombre significatif d’atomes en commun avec le patch déjà

connu dans la surface ciblée. Le critère du BC-score qui permet de ne garder que

des appariements entre des groupes d’atomes aux dispositions similaires assure que

le patch identifié est dans une orientation correcte.

Dans l’exemple de la Figure 4.28, le patch de l’imatinib extrait du complexe 1t46

est recherché sur la surface de 3hec. Le patch identifié contient un nombre important

d’atomes du patch connu de 3hec : la Dc calculée vaut 0,48Å , PatchSearch a donc

localisé efficacement le patch de 3hec.

Par contre, dans l’exemple de la Figure 4.29, le patch de la théophylline extrait

du complexe 4eoh est recherché sur la surface de 2a3a. Le patch trouvé (en sphères

roses) est fortement éloigné du patch connu de 2a3a : la Dc calculée vaut 29,30Å.
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Figure 4.28: Exemple où la Dc est inférieure à 1 Å. Le patch trouvé est

représenté en grillage noir et le patch connu de 3hec est représenté sous le forme de

sphères bleues. Les centres de gravité des deux patches sont colorés en rouge.

Figure 4.29: Exemple de Dc importante. Le patch trouvé est en sphères roses

et le patch connu est en sphères vertes. Les centres de gravité des deux patches sont

colorés en rouge.
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4.5 Discussion et conclusions

4.5.1 Mise au point des différents outils présentés

La mise en place des différents outils présentés dans ce chapitre résulte de travaux

d’optimisation des méthodes utilisées et de leurs paramètres. En effet, nous nous

sommes d’abord appuyés sur des paramètres issus de recherches bibliographiques.

Les premiers patches étaient extraits sur des protéines dont les résidus impliqués dans

les interactions avaient été expérimentalement déterminés. Nous avons mis au point

par la suite l’extraction des patches sur des complexes de façon plus automatisée (le

nom du ligand ainsi que sa chaîne doivent être spécifiés) afin de pouvoir l’appliquer

sur de larges jeux de données. Nous avons finalement abouti aux valeurs seuils telles

que l’ASArelative à 1%, la distance du ligand à 5Å. Ces paramètres ont été fixés suite

aux scores obtenus au cours des essais effectués sur les protéines présentées plus loin

dans la section 7 qui s’apparentent le plus aux cas d’application de PatchSearch qui

sont la recherche de cibles multiples connues pour interagir avec un même ligand.

Dans un premier temps, la comparaison entre un patch et une surface était

basée sur différents algorithmes qui avaient pour but de retrouver des sous-graphes

riches en arêtes dans un graphe produit, ce qui équivaut à des sous-parties fortement

conservées entre le patch et la surface. Une de nos priorités a été en effet d’optimiser

le taux de distances conservées entre les deux surfaces comparées. Nous avons par

la suite modifié cette méthode en prenant en compte la notion de k-cores, qui sont

des sous-graphes dans lesquels tous les noeuds sont reliés à au moins k voisins

[155, 14]. Dans un 3-core par exemple, tous les noeuds sont reliés à au moins 3

autres noeuds du graphe. Cette méthode, bien que rapide, n’est pas efficace sur

notre problème de reconnaissance d’un patch sur une surface. En effet, elle procède

à tous les appariements possibles et ne vérifie pas qu’on fait bien un appariement

unique entre un atome du patch et un atome de la surface. Par conséquent, il est

possible d’obtenir un patch dit “similaire” qui compte plus d’atomes que le patch

trouvé, et surtout qui n’est plus représentatif du nombre de distances inter-atomiques

conservées dans les appariements du graphe produit.
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4.5.2 Conclusions

Ce chapitre détaille le fonctionnement d’outils applicables à de larges jeux de

données :

— les programmes qui permettent d’extraire soit un patch, soit une surface, à

partir d’un fichier PDB. Ces programmes prennent en argument des fichiers

contenant les chemins des fichiers PDB à traiter ainsi que les noms de ligands

et de chaînes.

— PatchSearch, un outil qui identifie les similitudes entre un patch et une surface.

Les résultats de PatchSearch tels que les meilleurs patches identifiés et les

scores associés peuvent être directement exploités par la suite, et permettre à la

fois une analyse individuelle de chaque cas testé, et globale lorsque PatchSearch

est appliqué à un large jeu de données.

Toutefois, rappelons qu’une visualisation du patch étudié est primordiale avant

de le rechercher sur une ou plusieurs cibles, afin de vérifier qu’il ait bien été ex-

trait autour du ligand d’intérêt. Les paramètres par défaut de ces programmes sont

modifiables selon les besoins de l’utilisateur, ainsi que la conservation géométrique

avec laquelle il souhaite identifier des patches similaires à la requête. Si l’utilisateur

souhaite étudier un patch contenant les atomes d’une protéine dans un rayon plus

étendu ou plus restreint autour du ligand, il est possible de modifier le seuil de dis-

tance autour duquel on souhaite extraire le ligand. Il en est de même pour le seuil

d’ASArelative qui peut varier selon que l’on souhaite prendre en compte ou non l’ex-

position des atomes au solvant. De plus, l’utilisateur peut contrôler la flexibilité avec

laquelle il souhaite identifier un patch similaire à l’aide du paramètre maxdist de

PatchSearch : une valeur de maxdist élevée permet d’identifier des atomes appariés

aux distances moins conservées.

Enfin, nous avons aussi implémenté des outils pour évaluer les patches identifiés

sur des cibles, dans le cas où celles-ci sont connues pour présenter le patch étudié.

Toutefois, l’optimisation des paramètres de PatchSearch a toujours été effectuée

sur des cibles dites “vraies positives” ce qui nous permet de quantifier les vraies

positives et les faux négatives lors des différents tests. Nous n’avions pas de cibles
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“vrais négatives”, soient des protéines connues pour ne pas lier certains ligands sur

lesquels nous pourrions améliorer la détermination du score seuil de PatchSearch

notamment. Pour cela, il faudrait disposer de données quantitatives d’affinité très

faibles de protéines mises au contact de ligands.
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Chapitre5
Reconnaissance d’un patch sur une

protéine flexible

Ce premier chapitre de résultats est consacré à l’analyse de l’efficacité de Patch-

Search pour identifier un patch dans une conformation différente. PatchSearch re-

cherche d’abord une clique dans un graphe produit, ce qui est une étape commune

aux autres outils de comparaison de structures qui utilisent la théorie des graphes.

Toutefois, notre programme procède par la suite à l’extension des meilleures cliques

identifiées en quasi-cliques. A notre connaissance, cette méthode est originale com-

parée aux autres outils d’identification de similitudes entre structures.

Aussi, cette approche soulève plusieurs interrogations : les quasi-cliques ainsi

identifiées permettent-elles d’obtenir des résultats du même ordre, voire meilleurs

que les cliques ? La description de l’extension des cliques en quasi-cliques indique

que, théoriquement, PatchSearch devrait reconnaître des atomes appariés dont les

écarts de distances maximum sont fixés, par défaut, à 3 Å.

5.1 Flexibilité structurale des protéines

Les protéines sont des macromolécules sujettes aux modifications structurales,

[63]. L’environnement réactionnel des protéines enzymatiques joue également un

rôle dans ces changements de conformations intrinsèques. En effet, comme il est

évoqué en introduction, la nature même d’une protéine induit un comportement
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dynamique caractéristique. Cette flexibilité peut se manifester par des mouvements

de grande amplitude impliquant des mouvements de la chaîne principale ou par des

mouvements locaux, essentiellement des mouvements des chaînes latérales.

Par conséquent, lorsque nous étudions un patch issu d’une structure où l’enzyme

est déjà liée à son substrat, le patch équivalent dans la protéine seule peut présenter

des résidus voire des structures secondaires dans des orientations ou des configura-

tions différentes. Cette théorie avait été énoncée par Koshland en 1958 notamment

sous le nom “d’ajustement induit” [93] : la liaison du substrat à l’enzyme entraîne

des changements réversibles au niveau des caractéristiques géométriques de la struc-

ture enzymatique, ce qui s’explique par l’orientation que doivent adopter certains

résidus impliqués directement dans la catalyse afin que l’enzyme puisse exercer son

activité. D’autres travaux avaient également été menés sur une éventuelle capacité

des enzymes à se souvenir de leurs différents états de transition, les qualifiant ainsi

d’enzymes mnémoniques [140, 174].

5.2 Description d’un jeu de protéines flexibles

Nous souhaitions appliquer PatchSearch sur des protéines flexibles afin de pro-

poser des éléments de réponses aux problématiques précédemment posées. Le jeu de

données sur lequel nous nous sommes appuyés a été mis en place par Gunasekaran

et ses collègues en 2007 ([58]), et présente la particularité d’avoir deux catégories de

protéines :

— un groupe de 97 complexes protéine-ligand (les protéines “holo”).

— un deuxième groupe qui correspond aux mêmes protéines, mais en absence de

ligand (les protéines “apo”).

Les structures des protéines holo/apo ont été cristallisées séparément, et sont

chacune téléchargée dans des fichiers pdb distincts.
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5.2.1 Classes selon Gunasekaran

Les protéines ont été distribuées en 3 classes selon la flexibilité entre le patch de la

forme holo et celui de la forme apo correspondante. Plus précisément, le déplacement

des Cα entre les structures holo et apo de chaque couple, précédemment superposées

à l’aide d’un algorithme d’extension combinatoire (CE) d’alignement structural [157,

57], a été calculé afin de quantifier les changements conformationnels.

Trois groupes de couples de structures holo/apo sont rassemblés en classes selon

le RMSD calculé entre les formes holo et holo :

— la classe I : les protéines dont le RMSD des Cα des formes holo et apo est

inférieur à 0,5 Å (40 protéines).

— la classe II : les protéines dont le RMSD des Cα des formes holo et apo est

supérieur ou égal à 0,5 Å et inférieur ou égal à 2,0 Å (35 protéines).

— la classe III : les protéines dont le RMSD des Cα des formes holo et apo est

supérieur à 2,0 Å (22 protéines).

La liste des structures des complexes et des formes apo est présentée dans le

Tableau A.1 (Annexe A).

5.2.2 Mise en place de nouvelles classes

Toutefois, la mesure effectuée par Gunasekaran tient compte uniquement des

mouvements importants du squelette polypeptidique mais ne reflète pas les modifi-

cations locales, et donc plus fines, de la conformation du site de liaison. En effet, des

mouvements importants de chaînes latérales influencent l’environnement polaire ou

hydrophobe du patch, dû à un enfouissement de certains atomes impliqués dans des

interactions prépondérantes avec le ligand par exemple. Par conséquent, nous avons

calculé les RMSD entre les atomes du patch dans la conformation holo et les mêmes

atomes dans le patch équivalent dans la conformation apo.

Le protocole suivant a été appliqué pour chacun des 97 couples :

— extraction de la surface de la forme apo,

— chaque atome du patchapo a été extrait en comparaison aux atomes du patchholo

en recherchant s’il répondait aux critères suivants :
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• il appartient à la surfaceapo ,

• il appartient à la même chaîne, au même numéro de résidu et porte le

même nom d’atome que l’atome correspondant du patchholo .

— les deux structures sont superposées et leur RMSD est calculé sur tous les

atomes en utilisant la commande rms de PyMol.

Nous obtenons ainsi différents types de données : des patches-holo extraits à

partir des protéines en forme holo, des surfaces-apo extraites à partir des protéines

en forme apo et des patches-apo extraits des surfaces-apo par correspondance avec

les patches-holo.

Nous avons ainsi défini nos classes calculées en fonction du RMSD de tous les

atomes du patchholo et du patchapo dans le Tableau A.2 (Annexe A).

Nous avons environ un quart des protéines de la classe IGunasekaran qui se re-

trouvent essentiellement dans la classe II (14 structures), et 2 sont assignées dans

la classe III. Ces deux structures sont assignées dans la classe III notamment pour

chacun des cas à cause de mouvements d’un résidu en particulier.

Pour le cas du couple 1arm/1yme (Figure 5.1), la fonction hydroxyle de la

tyrosine 248 de la carboxypeptidase présente un RMSD de 10,7 Å entre la forme

holo 1arm, et la forme apo 1yme. Le RMSD moyen entre les patches des deux formes

est de 2,12 Å, ce qui explique que cette protéine soit en classe III.

Le couple 1byq/1yer (Figure 5.2), le RMSD entre les C-α des patches des deux

formes est de 2,7 Å et le RMSD entre les deux patches est de 2,09 Å.

Finalement, le calcul du RMSD entre les patches des formes holo et apo a per-

mis de classer les protéines selon des modifications structurales plus précises, et nous

permet ainsi d’appliquer PatchSearch sur des patches aux changements conforma-

tionnels connus et quantifiés.
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Figure 5.1: Superposition des patches issus des formes holo et apo de la

carboxypeptidase. En vert, le patch extrait de la forme holo de la carboxypepti-

dase (Id PDB : 1arm). En rouge, la patch extrait de sa forme apo (Id PDB : 1yme).

Le ligand est représenté en mode bâtons.

Figure 5.2: Superposition des patches extraits de la forme holo du do-

maine N-terminal de la protéine de choc thermique 90. En vert, le patch

extrait de sa forme holo (Id PDB : 1byq). En rouge, le patch extrait de sa forme apo

(Id PDB : 1yer). Le ligand est représenté en bâton.
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5.3 Intérêt d’utiliser des quasi-cliques pour recon-

naître des patches

5.3.1 Expériences réalisées et présentation des résultats

Nous avons utilisé PatchSearch, tantôt avec l’approche de cliques, tantôt avec

l’approche de quasi-cliques, pour rechercher les patchesholo sur les surfacesapo . Nous

avons comparé les résultats des cliques calculées sur tous les atomes et les quasi-

cliques calculées initialement sur un motif d’atomes donné puis étendues avec tous

les atomes.

Les résultats des scores obtenus à l’aide des deux approches sont représentés

sous forme de boîtes à moustaches. Cette représentation permet de visualiser la

distribution des scores, par rapport à la médiane, qui est la ligne épaisse dans la

boîte à moustaches. La boîte se divise en deux rectangles, un en-dessous et et un

autre au-dessus de la médiane :

— le rectangle inférieur correspond au deuxième quartile : il indique les limites

inférieures et supérieures du deuxième quart des scores.

— le rectangle supérieur correspond au troisième quartile : il indique les limites

inférieures et supérieures du troisième quart des scores.

Le premier quartile est délimité de l’extrémité basse de l’arête partant du rectangle

inférieur au début de ce premier rectangle et contient le premier quart des scores,

tandis que le quatrième et dernier quartile, qui contient le dernier quart des données

s’étend de la fin du deuxième rectangle à l’extrémité haute de l’arête partant de celui-

ci. Les données ne rentrant pas dans la majorité de la distribution ou “outliers” sont

représentées en dehors des boîtes et segments sous la forme de cercles.
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5.3.2 Comparaison des résultats obtenus avec les cliques par

rapport à ceux des quasi-cliques

Analyses générales

Nous avons comparé les distributions des scores obtenus avec les cliques et avec

les quasi-cliques en regroupant successivement les protéines selon les classes définies

par Gunasekaran (Figure 5.3), puis selon les classes pour lesquelles nous avons

calculé le RMSD entre les patchesholo et patchesapo (Figure 5.4).

Le but de cette démarche est de déterminer l’intérêt d’utiliser la recherche de

quasi-cliques pour détecter des similitudes entre un patch et une surface plutôt que

de rechercher des cliques.

Nous remarquons que les scores médians obtenus avec les classes I avec les cliques

et les quasi-cliques sont similaires pour les deux types de regroupements (les classes

déterminées par Gunasekaran et celles que nous avons calculées) : 0,94 et 0,96 pour

la classe de Gunasekaran et 0,96 et 0,98 pour notre classe.

Nous tirons une conclusion similaire pour les classes II de Gunasekaran et la

nôtre. Lors des comparaisons avec les protéines des classes définies par Gunasekaran,

les cliques ont un score médian de 0,82 et les quasi-cliques ont un score médian

de 0,93. Les classes que nous avons définies nous permettent d’obtenir des scores

médians similaires : 0,78 avec les cliques et 0,93 avec les quasi-cliques.

Les deux façons de regrouper les protéines présentent des différences pour les

protéines de la classe III. Les protéines de la classe III de Gunasekaran ont des

scores médians élevés, que ce soit en utilisant l’approche des cliques (score médian :

0,63) ou l’approche des quasi-cliques (score médian : 0,87). Les protéines de notre

classe III ont des scores médians plus faibles : 0,55 en utilisant les cliques et 0,72

avec les quasi-cliques.

Ces observations sont cohérentes avec nos classes et celles définies par Gunase-

karan : bien que délestée d’un quart de ses données initiales, la classe I comprend

toujours les protéines qui présentent le moins de modifications structurales entre

les formes holo et apo, par conséquent les scores sont élevés quelque soit le type

de regroupement utilisé. La classe II comprend certaines protéines des deux autres
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Figure 5.3: Comparaison des distributions des scores obtenus à l’aide des

quasi-cliques et des cliques sur le jeu de données de Gunasekaran avec

les classes de l’article. Distributions des scores obtenus lorsqu’on recherche le

patchholo sur la surfaceapo correspondante, en utilisant les cliques (A) et les quasi-

cliques (B). Les classes I, II et III sont déterminées par Gunasekaran.
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Figure 5.4: Comparaison des distributions des scores obtenus à l’aide des

quasi-cliques et des cliques sur le jeu de données de Gunasekaran avec

nos classes. Distributions des scores obtenus lorsqu’on recherche le patchholo sur

la surfaceapo correspondante, en utilisant les cliques (A) et les quasi-cliques (B).

Les différentes classes de protéines ont été définies en calculant le RMSD entre le

patchholo et le patchapo de chaque protéine.
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classes, donc finalement, ses scores s’équilibrent : elle comprend les protéines qui

étaient à la limite supérieure de la classe I de Gunasekaran et celles qui étaient à la

limite inférieure de la classe III de Gunasekaran. Finalement, la classe III est celle

qui subit le plus de changements et ne compte maintenant que les protéines dont les

changements structuraux de tous les atomes du patch sont pris en compte, soient 11

protéines au total, au lieu de 22 selon la classe de Gunasekaran. Les scores propres

à cette classe sont par conséquent plus faibles : les patches étant beaucoup plus

flexibles, PatchSearch identifie moins d’atomes pour les protéines de cette classe.

Un exemple type illustre ce propos, plus loin dans ce chapitre.

Par la suite, nous exploiterons exclusivement les résultats selon le regroupement

que nous avons mis au point.

Analyses des cas extrêmes

Les scores des cliques/quasi-cliques sont fortement similaires pour la classe I,

on remarque qu’il existe des comparaisons pour lesquelles on obtient un score de

1 peu importe l’approche algorithmique employée. Pour la classe II, le meilleur

score obtenu avec les cliques est de 0,99 pour le couple 1bk9/1psj. Enfin, pour les

protéines de la classe III, on obtient au maximum un score de 0,88 en recherchant un

patch similaire à l’aide des cliques avec le couple 1arm/1yme, tandis que les quasi-

cliques permettent d’obtenir un score d’alignement de 0,92 pour le même couple de

protéines.

Dans la classe II, le score du couple 5cna/1enq qui a des scores de 0,30 avec les

cliques et 0,55 avec les quasi-cliques s’explique par les différences d’atomes présents

dans la surface de la protéine entre les formes holo et apo. PatchSearch apparie le

patch de 5cna qui compte 34 atomes avec 24 atomes de 1enqsurface. Le patch apo de

1enq ne contient que 25 atomes. Les résidus impliqués dans le patch de 5cna ont

subi des changements structuraux importants (Figure 5.5), impliquant ainsi que

certains d’entre eux présentent des atomes qui ne sont pas présents dans la surface

de la forme apo 1enq, et logiquement, ils ne sont pas présents non plus dans le patch

de 1enq. C’est le cas notamment des résidus :

— ASP208 qui présente un RMSD de 6,0 Å entre fonctions carboxylates de
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l’ASP208 de 5cna et 1enq (Figure 5.6),

— les fonctions alcool du résidu TYR12 présentent un RMSD de 9,5 Å entre 5cna

et 1enq (Figure 5.7).

Le RMSD global mesuré entre les deux formes est de 1,93 Å, ce qui correspond à

une moyenne entre les RMSD entre les résidus précédemment évoqués et les résidus

qui sont proches dans les formes holo et apo (Figure 5.5).

Figure 5.5: Superposition entre les patches extraits des formes holo et

apo de la concanavaline A. En vert, le patch extrait de la forme holo de la

concanavaline A (Id PDB : 5cna). En rouge, lle patch extrait de la forme apo de la

concanavaline A (Id PDB : 1enq).

Figure 5.6: Comparaison des ASP208

extraits des 5cnapatch (en vert) et

1enqpatch (en rouge).

Figure 5.7: Comparaison des TYR12

extraits des 5cnapatch (en vert) et

1enqpatch (en rouge).

88



CHAPITRE 5. RECONNAISSANCE D’UN PATCH SUR UNE PROTÉINE
FLEXIBLE

Un cas extrême de la classe III est celui de 1ake qui présente le score le plus bas

en clique, 0,16 et également en quasi-cliques, 0,39. Le RMSD entre les patches des

deux formes est de 6,08 Å. Comme pour le cas précédent, nous avons mesuré les

distances entre certains résidus impliqués dans les patches de deux conformations :

— la distance entre les fonctions amines des ARG36 est de 6,1 Å (Figure 5.8a).

— celle entre les CA des TYR133 est de 15,1Å (Figure 5.8b).

— celle entre les amines des ARG156 est de 10,9 Å (Figure 5.8c).

— celle entre les carboxyles des ASN138 est de 13,1Å (Figure 5.8b).

Ces distances importantes sont dues à des mouvements importants de structures

secondaires impliquées dans le site de liaison au ligand (Figure 5.8d).

Enfin, le pire des cas de la classe III avec l’approche des cliques est le couple

1hii/1hsi. Seulement 32 atomes du patch de 1hii sont alignés sur les 104 en utilisant

les cliques, ce qui aboutit à un score de 0,31. Par contre, lorsque l’on recherche des

similitudes avec les quasi-cliques, on peut apparier 46 atomes, ce qui aboutit à un

score de PatchSearch de 0,7.

Les quasi-cliques permettent d’apparier quasiment autant d’atomes que les

cliques dans les cas où les structures du patch requête et de la surface sont for-

tement similaires, soit lorsque le RMSD est inférieur ou égal à 2,0 Å. Ce résultat

est cohérent avec la définition de la clique et d’une quasi-clique résultant d’apparie-

ments d’atomes aux distances internes quasiment toutes conservées, à 2,0 Å près :

les deux méthodes aboutissent quasiment au même résultat.

Dans les cas où les distances internes du patch sont moins conservées d’une

forme holo à une forme apo, soient les couples de protéines pour lesquels le RMSD

est supérieur à 2,0 Å, ce qui équivaut à notre classe III, l’apport des quasi-cliques

est clairement visible : PatchSearch est plus performant que les cliques seules, ce qui

se reflète par un appariement d’un plus grand nombre d’atomes.

Cette conclusion montre que l’utilisation de PatchSearch dans la recherche d’off-

target est pertinente : en effet, les couples de la classe III sont représentatifs des

déformations des sites de liaison dans les off-targets.
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(a)

(b)

(c)

(d)

Figure 5.8: Exemples de résidus impliqués dans les patches issus de la

forme holo (Id PDB : 1ake) et de la forme apo (Id PDB : 4ake) de l’adé-

nylate kinase. Le RMSD (calculé sur tous les atomes) entre les patches de

1ake et 4ake est de 6,08 Å. (a) : Exemple des ARG36 de 1akepatch et 4akepatch.

(b) : Exemple des TYR133 et ASN138 de 1akepatch et 4akepatch. (c) : Exemple des

ARG156 de 1akepatch et 4akepatch. (d) : Superposition du complexe 1ake et de sa

forme apo 4ake.
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5.4 Vérification des patches appariés

Nous avons également évalué l’identification du patch apo précédemment déter-

miné, lorsque l’on recherche le patch holo sur la surfaceapo de chaque couple à l’aide

de la mesure de la Dc. La distribution des Dc obtenues est présentée dans la Fi-

gure 5.9 et une focalisation sur les effectifs de cas aux Dc élevées est proposée dans

l’histogramme de la Figure 5.10.

La plupart des patches sont trouvés avec une Dc inférieure à 4 Å, soient 89 des

couples de protéines. Parmi les 8 autres cas où les patches identifiés ne semblent pas

co-localisés avec les patches apo, nous étudierons plus précisément deux cas :

— le cas que nous avons évoqué plus tôt, 1ake/4ake pour lequel le Dc est de

6,24Å.

— le cas extrême, 1aj7/2rcs pour lequel la Dc est de 9,78 Å.
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Figure 5.9: Distribution des Dc obtenues en appliquant PatchSearch sur

les 97 couples de protéines du jeu de données de Gunasekaran.

Figure 5.10: Distribution des Dc extrêmes obtenues.
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5.4.1 Mouvement de grande amplitude entre les formes holo

et apo

Le cas 1ake/4ake a déjà été évoqué dans la section 5.3. Nous avions vu que

le patch identifié ne comprenait pas la boucle qui effectue un mouvement de repli

sur la protéine pour entourer le ligand. Les différences de patches impliqués par le

mouvement de cette boucle influent déjà sur les patches de 1ake et de 4ake qui n’ont

que la moitié des atomes proches comme on peut le voir dans la superposition des

deux protéines dans la Figure 5.11.

Figure 5.11: Superposition des patches extraits des complexes 1ake et

4ake. Les chaînes polypeptidiques des protéines 1ake et 4ake sont colorées respec-

tivement en vert et en bleu. La protéine du complexe 1ake est colorée en vert, son

patch est représenté en surface. La protéine du complexe 4ake est colorée en bleu et

son patch est en grillage bleu.

Le patch a été identifié sur 4ake avec le paramètre maxdist de 3 Å (Figure 5.12).

Mais lorsque nous augmentons le paramètre maxdist à 6,0 Å, le patch retrouvé est

plus large et son centre de gravité se rapproche donc de celui du patch de 1ake

(Figure 5.13). Néanmoins, il serait difficile d’identifier un patch sur 4ake dont la Dc

serait inférieure à 4 Å par exemple : les distances entre les atomes de la boucle et

ceux du coeur du patch sont trop importantes dans la forme apo, ce qui aboutit à
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un RMSD entre les deux formes de 6,07 Å.

5.4.2 Mouvements de chaînes entre les structures apo et holo

Le couple 1aj7/2rcs a la Dc la plus importante de notre jeu de données, soit

9,78 Å. La visualisation de la forme holo et de la forme apo (Figure 5.14) permet

de constater que les deux structures semblent identiques au niveau de la chaîne

polypeptidique.

Les patches holo et apo sont, quant à eux, de formes tout à fait différente (voir

la Figure 5.15) : ces différences de formes sont dues à l’absence de presque la moi-

tié des atomes correspondant au patch de 1aj7 dans la surface de 2rcs : le patch

de 1aj7 contient 54 atomes, tandis que son correspondant dans 2rcs n’en compte

que 28. Ce patch d’interaction contient des atomes des chaînes L et H, le patch de

1aj7 contient 19 atomes de la chaîne H, tandis que celui de 2rcs en a seulement 9.

Ces différences significatives d’effectifs d’atomes pour la chaîne H dans les différents

patches indiquent que bien que les modifications structurales entre les formes holo

et apo soient modérées (leur RMSD vaut 1,68 Å), elles ont suffi à induire l’enfouisse-

ment de presque la moitié des atomes de la forme holo sous la surface de la protéine.

Finalement, la Dc élevée calculée correspond à la distance entre le patch de 2rcs

trop incomplet pour être pris comme référence, et le patch identifié sur la surface

de 2rcs, qui correspond à un patch de forme tout à fait similaire à celle du patch de

1aj7 (Figure 5.16).
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Figure 5.12: Superposition du patch identifié sur 4ake et patch connu de

4ake, maxdist = 3 Å. Le patch identifié par PatchSearch sur 4ake est coloré en

orange et est représenté sous forme de sphères. Le patch connu de 4ake est coloré

en bleu et est représenté sous la forme d’un grillage.

Figure 5.13: Superposition du patch identifié sur 4ake et du patch connu

de 4ake, maxdist = 6 Å. Le patch identifié par PatchSearch sur 4ake est coloré

en orange et est représenté sous forme de sphères. Le patch connu de 4ake est coloré

en bleu et est représenté sous la forme d’un grillage.
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Figure 5.14: Superposition des formes holo et apo de l’hommunoglobuline

48g7. Superposition des formes holo (Id PDB : 1aj7) et apo (Id PDB : 2rcs) de

l’immunoglobuline 48g7. La protéine de 1aj7 est colorée en vert et est représentée

en mode rubans. La protéine de 2rcs est colorée en bleue et est représentée sous

forme de rubans.

5.5 Discussion et conclusions

Ce chapitre expose l’application de PatchSearch dans des cas concrets de patches

conformationnellement modifiés. Nous montrons ainsi que la reconnaissance d’un

patch, dans une protéine de conformation différente, basée sur la méthodes des

cliques est efficace si les structures sont très similaires : au maximum, les écarts

entre deux atomes appariés ne peuvent varier qu’entre 1,5 à 2,0 Å. Pour ces cas

précis, la recherche de quasi-cliques améliore faiblement les résultats. Nous avons

été en présence de ces cas dans la classe I, voire dans la classe II aussi. Les résultats

obtenus par PatchSearch sur les protéines de la classe III mettent en évidence les

performances de PatchSearch pour :

— apparier la majorité des patches avec des scores significatifs et

— localiser des patches de façon précise par rapport au patch connu de la protéine.

La recherche de patches sur des surfaces ayant subi des déformations structurales
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de plus forte amplitude s’apparente plus aux couples de la classe III qui reflète :

— des grands mouvements de chaînes latérales. Zavodszky M.I. et Kuhn L.A.

[187] ont étudié les mouvements des chaînes latérales des résidus impliqués

dans les sites de liaison et ont conclu que de petits angles de rotations sont

environ 20% plus fréquents dans les sites de liaisons que dans le reste de la

surface protéique, et plus précisément que les modifications d’angles dièdres

dans la chaîne latérale est caractéristique des sites de liaison, afin d’optimiser

l’interaction avec le ligand.

— de mouvements de structures secondaires de grande amplitude.

Les résultats de ce chapitre suggèrent que PatchSearch est adapté pour la re-

connaissance des patches dont la conformation structurale a beaucoup évolué entre

les formes apo et holo : dans le cas où les atomes du patch sont exposés dans les

deux formes d’une même protéine, PatchSearch parvient à identifier le patch dans

les différentes conformations d’une même protéine. Le problème de l’exposition des

atomes au solvant pourrait se poser par exemple dans l’étude de patches issus de

canaux : l’extraction des surfaces doit prendre en compte l’enfouissement des atomes

du canal qui sont au contact de la membrane.
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Figure 5.15: Superposition des patches issus de 1aj7 et 2rcs. A : patch

extrait de 1aj7. Le patch de 1aj7 est coloré en vert et est représenté sous forme de

sphères. Le ligand est représenté en bâtons. B : Superposition des patches de 1aj7

et 2rcs. Le patch de 2rcs est coloré en bleu et est représenté en grillage.
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Figure 5.16: Superposition des patches de 1aj7, de 2rcs et du patch iden-

tifié sur 2rcs. Le patch de 1aj7 est coloré en vert et est représenté sous forme de

sphères. Le ligand est représenté en bâtons. Le patch de 2rcs est coloré en bleu et

est représenté en grillage. Le patch identifié par PatchSearch sur la surface de 2rcs

est coloré en orange et est représenté sous la forme de sphères.
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Chapitre6
Recherche de patches sur des protéines

différentes

Les résultats présentés dans le chapitre précédent montrent que PatchSearch

reconnait un patch sur des surfaces d’une même protéine dans des conformations

différentes. Toutefois, nous avons aussi souhaité étudier si PatchSearch parvenait à

reconnaître des similitudes entre deux patches issus de protéines différentes, mais

interagissant avec un même ligand. Cette démarche correspond ainsi à l’identification

de similitudes entre différentes surfaces protéiques, et s’inscrit dans notre volonté de

détecter d’éventuelles off-targets pour un ligand donné. De plus, elle s’inscrit dans

la recherche ambitieuse de patches "signatures" qui pourrait permettre à terme

d’identifier des ligands de protéines encore orphelines.

Plusieurs outils de comparaison de patches partagent ce même but, ce qui en-

traîna la conception de jeux de données protéiques communément employés dans

ce domaine, dits également “benchmarks”. Nous avons donc entrepris d’appliquer

PatchSearch sur ces benchmarks afin de comparer ses performances aux autres ou-

tils et d’évaluer sa capacité à détecter des similitudes entre un patch donné et les

surfaces des différentes cibles du même ligand.
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6.1 Description des complexes protéine-ligand uti-

lisés

6.1.1 Jeu de référence mis en place par Kahraman

Le premier groupe de complexes protéines-ligand sur lequel nous nous basons a

été mis au point en 2007 par Kahraman et ses collègues [79] dans le but de comparer

les patches de protéines non-homologues entre eux, ainsi que la forme des ligands

entre eux. Ce groupe de complexes a été choisi selon les critères suivants :

— deux protéines interagissant avec un même ligand doivent appartenir à deux

super-familles d’homologie différentes : c’est le niveau le plus élevé de classifi-

cation CATH [135] qui recense les structures PDB expérimentalement résolues

et les classifie. En d’autres termes, il n’existe pas de relation d’homologie entre

les domaines protéiques.

— pour chaque protéine impliquée dans un processus enzymatique, une vérifica-

tion a été effectuée concernant l’implication effective de son ligand dans une

réaction enzymatique (à l’aide des numéros EC [12], EC pour “Enzyme Com-

mission”, ce numéro permet de classer les enzymes d’après les réactions qu’elles

catalysent).

— pour les protéines non-enzymatiques, une recherche a été effectuée dans la base

de données protéiques Uniprot [9] afin de s’assurer que le ligand est effective-

ment connu pour effectuer une interaction avec la protéine d’intérêt.

Au total, ce jeu de données, que nous appellerons par la suite KD (pour “Kah-

raman Dataset”) comptabilise 100 patches issus de 100 complexes (Tableau Annexe

B.1), subdivisés en 9 groupes de ligands (Figure 6.1) à partir desquels les patches

ont été extraits : AMP, ATP, FAD, NAD, Stéroïdes, FMN, Glucose (GLC), Hème

et Phosphate (PO4). Notons qu’initialement, le complexe 1qla était dans le groupe

des protéines liant l’hème, mais ce complexe était obsolète par la sortie du complexe

2bs2 dont la résolution est meilleure.

Le jeu de données mis en place par Kahraman est devenu un benchmark classique

de référence dans le domaine de la comparaison de patches [71, 18, 25, 45, 85, 146,
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Figure 6.1: Structures des ligands du benchmark de Kahraman. De gauche

à droite : AMP, ATP, FAD, NAD, Stéroïdes, FMN, GLC, Hème et PO4.

145].

6.1.2 Second jeu de référence utilisé : “Homogeneous dataset”

A la suite de ces observations, Hoffmann et ses collaborateurs ont mis en place

un autre jeu de données que nous nommerons HD pour “Homogeneous Dataset”

constitué de 99 patches, distribués en 10 groupes. Dans HD, les ligands (présentés

dans la Figure 6.2) sont de tailles (en nombre d’atomes) similaires (Tableau Annexe

B.2). Le jeu de données de base est constitué de 100 patches. Le complexe 1k87 a

été remplacé par la structure 4o8a. Toutefois, cette nouvelle structure ne contient

pas de ligand. Par conséquent, nous avons exploité 99 complexes au lieu des 100

complexes du jeu initial.

En plus des patches extraits par Hoffmann, nous avons extrait les patches et les

surfaces des complexes de KD et HD en utilisant le protocole d’extraction expliqué

dans la section 4.

6.1.3 Préparation des patches issus de HD

Lors du développement de leur méthode sup-CK [71], Hoffmann et ses collabora-

teurs ont extrait leur propres patches (correspondant aux atomes se trouvant entre
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Figure 6.2: Structures des ligands du “Homogeneous Dataset”. De gauche

à droite : 1PE, BOG, GSH, LDA, LLP, PLM, PMP, SAM, SUC, U5P.

5,3 Å et 6,0 Å du ligand) et les ont mis en ligne. Nous les avons téléchargés à partir

de l’adresse http://cbio.mines-paristech.fr/paris/paris.html.

Nous avons au final 4 jeux de données :

— Knous et HDnous : les patches et surfaces du KD et HD extraits selon notre

protocole.

— KDorig et HDorig : les patches de KD et HD extraits par Hoffmann que nous

avons récupérés.

Afin de pouvoir utiliser PatchSearch sur les patches d’Hoffmann, nous les avons

traités de la façon suivante :

1. les centroïdes des résidus aromatiques sont calculés sur les résidus entiers.

2. pour chaque résidu aromatique : si au moins un de ses carbones des cycles aro-

matiques se trouve dans un rayon de 5,3 Å du ligand, les carbones aromatiques

de ce résidu sont remplacés par son centroïde.

Nous avons également effectué une vérification afin d’extraire nos patches de la

même façon que ceux de KDorig et HDorig :

— les patches doivent être extraits sur les mêmes chaînes protéiques, et ce, même

si ceux de KDorig et HDorig ont été extraits sur des chaînes différentes de

celles explicitées dans les articles de référence. Les protéines concernées par

ces changements de chaînes sont :
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• pour KD : 1gn8 (chaîne A → B), 1e8g (A → B), 1qpa (A → B), 1fbt (A

→ B), 1ho5 (A → B), 1l7m (B → A), 1rdq (E → I).

• pour HD : 1b4w (D → A), 1bjw (B → A), 1cmc (B → A), 1dug (B →
A), 1dxr (M → H), 1y10 (B → A), 2hd0 (E → A).

— si plusieurs molécules de ligand sont présentes, le patch doit être extrait sur

la même molécule.

• pour KD : 1iqc (patch extrait sur HEM401), 1ejd (PO4-2422), 1gyp (PO4-

359), 1h6l (PO4-501), 1e9g (PO4-3002).

• pour HD : 1aij (LDA312), 1ar1 (LDA272), 1dxr (LDA1259), 1fx8 (BOG473),

1g8i (1PE951), 1jjo (SUC2380), 1kmo (LDA742), 1thq (LDA200), 1xkw

(LDA2001), 2c37 (U5P403), 2hdo (BOG218).

— si les protéines sont multimériques et que le ligand se trouve entre plusieurs

chaînes, les chaînes traitées doivent être identiques à celles dont sont extraits

les patches de KDorig et HDorig :

• pour KD : 1o9t (A, B), 1tid (A, B), 1h69 (A,C), 1jqi (A, B), 1f5v (A, B),

1d7c (A, B), 1qax (A, B), 1euc (A, B), 1nf5 (A, B).

• pour HD : 1a0t (P, R), 1aia (A, B), 1b4w (A, D, C), 1bwo (A, B), 1c51

(A, C), 1dbt (A, B), 1fgx (A, B), 1iug (A, B), 1iyh (A, C), 1jg8 (A, D),

1o57 (C, D), 1pq2 (A, B), 1r4w (A, B), 1umx (H, M), 1x8 (B, C), 2czv

(A, C, D), 2iu8 (A, B), 2p4b (A, B).

6.2 Recherche de similitudes entre deux patches

d’un même ligand

Comme précédemment décrit (section 6.1.3), nous avons préparé les patches

extraits par Hoffmann. Les AUC résultant des recherches de similitudes entres les

différents patches sont présentées dans le Tableau 6.1.

Nous constatons que les AUCtotale sont significativement inférieures aux

AUCligands dans les tests effectués sur le KD. Cette différence est due aux écarts
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Tableau 6.1: Résultats des différentes comparaisons de patches de KD et

HD.

Comparaisons AUCtotale AUCligands

Knous vs Knous 0,67 0,73

Korig vs Korig 0,78 0,73

HDnous vs HDnous 0,67 0,67

HDorig vs HDorig 0,74 0,67

D’une part, l’AUCtotale correspond à la somme des AUC obtenues pour tous les

patches d’un même ligand. D’autre part, l’AUCligands est l’AUC obtenue pour tous

les patches d’un ligand divisée par le nombre de patches de ce ligand dans le jeu de

données d’étude.

d’effectifs de patches entre les différentes classes de ligands pour le KD. En effet,

certaines classes contiennent un nombre important de patches :

— le phosphate (PO4) qui compte une vingtaine de patches,

— l’hème qui en compte 16,

— d’autres groupes ne présentent que très peu de patches comme le glucose et

les stéroïdes qui comptent chacun 5 patches.

Les AUC moyennes du GLC (0,81) et des stéroïdes (0,78) sont très élevées (Ta-

bleau 6.2) et comptent autant que les AUC moyennes des ligands PO4 (0,61) et

hème (0,77). Ces différences d’effectifs entraînent finalement une AUC moyenne par

ligands biaisée qui n’est pas représentative de la diversité d’effectifs entre les diffé-

rentes classes de patches et augmentent donc artificiellement l’AUCligands. Nous ne

garderons donc que la valeur d’AUCtotale pour comparer nos résultats à ceux des

autres programmes de comparaison de patches. Ce problème d’AUC biaisée ne se

pose pas pour le HD : il y a autant d’effectifs pour toutes les classes de ligands (10

patches), mis à part le groupe de 9 patches de 1PE.

Par la suite, nous comparons les résultats obtenus sur les patches Korig et HDorig

en AUCtotale
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Tableau 6.2: AUC obtenues pour retrouver les patches des ligands de

Knous.

Ligands AUC

AMP 0,74

ATP 0,64

PO4 0,61

GLC 0,81

FAD 0,74

HEM 0,77

FMN 0,65

AND 0,96

NAD 0,64

6.3 Comparaison des performances de PatchSearch

aux outils existants

Les jeux de données KD et HD sont utilisés par d’autres outils de comparaison

de patches afin d’évaluer leurs performances [71, 18, 25, 45, 85, 146, 145]. Nous

avons souhaité comparer les performances de PatchSearch, en terme d’identification

de similitudes entre deux patches, à celles des autres programmes qui y sont dédiés.

Le Tableau 6.3 permet de conclure que PatchSearch obtient des résultat simi-

laires à ceux des autres outils de comparaison de patches.
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Tableau 6.3: AUC obtenues par les différents outils de comparaison de

patches sur les jeux de données KD et HD.

PatchSearch H. S. sup-CK MultiBind PSIM Patch-

Surfer

IsoCleft

KD 0,78 0,64 0,86 0,71 0,79 0,81 0,62

HD 0,74 NR 0,71 NR NR 0,84 NR
Dans la première ligne sont présentés les différents outils dont les performances

sont comparées. Les lignes suivantes contiennent successivement les performances

des outils de comparaison de sites de liaison sur le KD puis sur le HD. NR signifie

“Non Renseignée”. H. S. représente les harmonies sphériques développées par

Kahraman.

Kahraman et ses collègues ont déterminé l’influence des caractéristiques “taille”

et “forme” des patches sur les AUC obtenues :

— lorsque seule la forme des patches est prise en compte, l’AUC obtenue est de

0,64.

— lorsque seule la taille des patches est utilisée, ils obtiennent une AUC de 0,73.

— lorsque la forme et la taille des patches sont prises en compte, leur AUC s’élève

à 0,77.

L’ajout du paramètre “taille du patch” est un critère permettant d’augmenter les

AUC pour leur outil comme pour PatchSearch, qui dans ces conditions, a une AUC

de 0,82. Il en est de même pour Patch-Surfer : lorsque les caractéristiques du patch

sont prises en compte sans la taille, l’outil obtient une AUC de 0,81 et 0,84 lorsque

la taille est prise en compte.

L’outil sup-CK [71] obtient les meilleures AUC présentées ici. Néanmoins, les

paramètres de PatchSearch sont constants quelque soient les patches comparés,

contrairement à sup-CK qui optimise son paramètre σ (qui mesure la sensibilité

de la mesure de similarité en fonction du déplacement des atomes) pour chaque

comparaison suite à une double validation croisée. Selon l’approche utilisée qui tient

compte des charges partielles ou seulement des caractéristiques géométriques, ce
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paramètre varie entre 1 et 4. Toutefois, les auteurs de cet article lui attribuent les

avantages suivants :

— la superposition de deux patches ne nécessite aucune similitude de structure

ou de séquence.

— sup-CK ne superpose pas chaque atome de façon individuelle, mais superpose

globalement des groupes d’atomes.

Nous avons également souhaité nous comparer à l’outil eMatchSite développé

plus récemment en 2014, par Brylinski [26]. Cette méthode permet d’aligner les

structures des sites de liaison protéique indépendamment de leur séquence en acides-

aminés. Cet outil obtient une AUC de 0,69 sur le KD et 0,92 calculée sur le HD.

Cependant, ces résultats de classifications ont été obtenus sur des sous-jeux de don-

nées restreints : 53 patches issus du KD et 51 patches issus du HD. Les comparaisons

effectuées n’étant spécifiées ni dans l’article correspondant aux expériences réalisées,

ni sur le site répertoriant les données sur lesquels l’auteur s’est basé, nous ne pou-

vons pas comparer ses AUC obtenus par rapport aux nôtres et à celles des autres

outils qui ont été calculées sur l’intégralité des comparaisons.

Finalement, PatchSearch obtient des résultats similaires à ceux obtenus par les

autres outils de comparaison de patches. Cette première indication positive sur la

comparaison de patches est un préalable pour l’application de PatchSearch, mais ne

correspond pas au but premier de la conception de PatchSearch qui est l’identifica-

tion d’un patch sur la surface d’une autre protéine.

6.4 Reconnaissance de patches sur les surfaces des

protéines de KD et HD

Nous avons également évalué la capacité de PatchSearch à identifier les différents

types de patches sur les surfaces correspondantes : nous avons donc recherché chacun

des 100 patches sur les 100 surfaces.

L’AUCligand est calculée en prenant en compte uniquement les comparaisons de

patches et de surfaces d’un ligand donné. Les AUCligand obtenues pour le KD et
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Tableau 6.4: AUC obtenues

pour retrouver les patches

des ligands de KD.

Ligands AUC

AMP 0,68

ATP 0,61

PO4 0,61

GLC 0,81

FAD 0,67

HEM 0,75

FMN 0,53

AND 0,78

NAD 0,63

Tableau 6.5: AUC obtenues

pour retrouver les patches

des ligands de HD.

Ligands AUC

PMP 0,76

SUC 0,53

LDA 0,56

BOG 0,63

PLM 0,54

SAM 0,66

U5P 0,64

GSH 0,68

1PE 0,50

le HD sont respectivement présentées dans les Tableaux 6.4 et 6.5. Ces valeurs

d’AUC nous indiquent que PatchSearch reconnaît les patches de KD et HD avec

une sensibilité et une spécificité proche d’un détecteur aléatoire : la plupart des

AUC sont proches de 0,5.

Néanmoins, pour les protéines considérées de HD et KD, il est difficile de discuter de

la spécificité pour reconnaître un patch sur une surface donnée. Il faudrait en effet

considérer comme faux positif un patch d’ATP qui a été identifié sur une surface

liant l’AMP par exemple, au-delà d’un score seuil. Dans cet exemple, affirmer qu’il

s’agit d’un faux positif peut être faux pour deux raisons :

— la protéine peut présenter des patches pour deux ligands différents. Par

exemple, dans le complexe 1cqx (Figure 6.3), la flavohémoglobine est com-

posée d’un domaine de la famille des globines liant l’hème et d’un deuxième

domaine à activité oxydoréductase qui lie le FAD. Cette protéine doit donc

être considérée comme vrai positif lorsque chacun des patches d’hème et de

FAD sont identifiés à sa surface.

— si l’on souhaitait vraiment définir une protéine comme partenaire négatif d’un
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ligand donné, il serait nécessaire d’étudier expérimentalement l’interaction de

la protéine en présence du ligand.

Figure 6.3: Exemple de la flavohémoglobine qui présente des patches pour

des ligands différents. La flavohémoglobine lie à la fois l’hème et le FAD (Id PDB :

1cqx).

D’autre part, les ligands du HD n’ont pas été vérifiés pour leur spécificité d’in-

teraction avec leurs protéines partenaires, contrairement aux ligands du KD. Le

pentaéthylène glycol (PEG) par exemple est un polymère utilisé pour cristalliser

les protéines, par conséquent, sa présence au voisinage d’une protéine et certaine-

ment pas spécifique. Il en est de même pour le beta-octylglucoside (BOG) et l’oxyde

de lauryl-diméthylamine (LDA) qui sont des tensioactifs utilisés comme détergents

pour solubiliser les protéines membranaires. Par exemple, la cytochrome oxydase C

est complexée avec plusieurs molécules de LDA (Figure 6.4) dans le complexe 1ar1 :

cette enzyme a été extraite d’une membrane, et le LDA a permis de la solubiliser. Il

en est de même pour le complexe 1i78 (Figure 6.5) qui contient une protase extraite

d’une membrane externe, solubilisée à l’aide de molécules de BOG.

Cette expérience met ainsi en évidence les difficultés éprouvées pour discuter

de la spécificité d’un patch identifié sur la surface d’une protéine donnée. Le but

premier de cette démarche était de mesurer la spécificité et la sensibilité de Patch-

Search pour identifier les patches des ligands des KD et HD. Toutefois, l’existence

de “faux positifs” montrent une des limites à la détection de cibles secondaires pour

un ligand donné. De plus, comme je l’ai détaillé plus tôt, il est essentiel de disposer
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Figure 6.4: Exemple de la cytochrome oxy-

dase C complexée avec plusieurs molécules

de ligand. La cytochrome oxydase C est com-

plexée à six molécules de LDA (Id PDB : 1ar1).

Figure 6.5: Exemple

d’une protéase com-

plexée avec plusieurs

molécules de ligand.

Protéase complexée à deux

molécules de BOG (Id PDB :

1i78).

d’interactions avec une forte affinité et par conséquent des ligands choisis dans ce

but afin de pouvoir discuter de l’efficacité de notre outil.

6.5 Discussion et conclusions

Finalement, le jeu de données proposé par Kahraman ne paraît pas être le bench-

mark adapté pour étudier la capacité d’un outil de recherche de patches sur une

surface donnée. En effet, il présente certains aspects qui sont discutables :

— certaines protéines sont cristallisées avec plusieurs ligands différents, ce qui ne

nous permet pas d’émettre un avis sur la spécificité de notre reconnaissance

de patch sur une surface donnée,

— tous les ligands ne sont pas représentés à effectifs similaires, comme nous en

avons discuté dans la section 6.4. Il n’est par conséquent pas possible d’affirmer

qu’en moyenne PatchSearch reconnaît mieux les patches de GLC par rapport

à ceux de PO4, par exemple.
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— certains des ligands choisis partagent de fortes similitudes structurales (Ta-

bleau 6.1) :

• l’AMP, l’ATP, le FAD et le NAD présentent tous trois groupements com-

muns : une adénine, couplée à un ribose, lui-même lié à un phosphate (un

pour l’AMP, deux pour le NAD et le FAD, trois pour l’ATP),

• il en est de même pour les ligands FMN et FAD qui sont tous les deux

des dérivés de la riboflavine et par conséquent, partagent ce groupement

en commun. Ces groupements communs peuvent amener les patches à

présenter également des similitudes.

Ainsi, la notion de faux-positifs lorsqu’on compare un patch d’AMP et un

autre d’ATP avec un fort score n’est pas forcément aussi tranchée que lorsque

l’on compare des patches extraits de ligands plus différents (comme un patch

de GLC avec un patch d’hème par exemple).

Une classification des ligands au préalable selon les différents groupements

qu’ils présentent s’avère nécessaire. Certains outils de comparaison ont tenu

compte de ces fortes similitude entre ligands : par exemple, lorsque le pro-

gramme IsoCleft est testé sur le KD en 2008 [128], ils comptabilisent un fort

score de similitude trouvé entre deux patches d’AMP, ATP, FAD ou NAD

comme positif, et de même pour les patches de FMN ou FAD. L’étude de

Brylinski avance le même argument de similitude de ligands et montre qu’en

groupant les patches d’AMP, ATP et NAD, l’AUC d’eMatchSite sur le KD

augmente à 0,79 (sans ce regroupement, elle vaut 0,69).

Le benchmark HD a l’avantage de comparer des classes de patches d’effectifs

similaires. Cependant, les ligands choisis ne sont pas tous les ligands physiologiques

impliqués dans une interaction spécifique avec les protéines co-cristallisées.

Ces différentes raisons nous ont poussé à n’examiner que les scores obtenus par

PatchSearch et à ne pas calculer les Dc des patches trouvés sur les surfaces ciblées, les

interactions des ligands avec les protéines n’étant pas forcément toutes spécifiques.

Les expériences présentées tout au long de ce chapitre mettent en évidence que

PatchSearch est aussi performant que les autres outils existants pour reconnaître

deux patches d’un même ligand. Le but principal du développement de cet outil
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reste néanmoins d’identifier des similitudes entre un patch donné et la surface d’une

protéine cible. Afin d’évaluer la sensibilité et la spécificité de la reconnaissance de

patches sur des cibles secondaires, il serait nécessaire de disposer d’un jeu de données

contenant des complexes protéine-ligand ayant une forte affinité mais également des

cas de protéines connues pour ne pas lier les ligands du jeu de données ou au mieux

avec une très faible affinité. Ainsi, un patch reconnu sur une protéine avec laquelle

le ligand concerné a une affinité quasiment nulle pourrait être considéré comme

faux positif à plus juste titre. Dans le cas où on ne dispose pas de ces informations

expérimentales, il serait intéressant de disposer d’une banque de complexes protéine-

ligand dont les énergies d’interaction ont été calculées.
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Chapitre7
Identification de patches spécifiques aux

ligands polypharmacologiques

Ce dernier chapitre de résultats expose l’application de PatchSearch dans la

reconnaissance de patches de ligands interagissant avec des cibles multiples. Ces li-

gands polypharmacologiques sont utilisés dans différentes pathologies et/ou ciblent

plusieurs protéines impliquées dans un même processus. Á ce propos, la revue de

l’état de l’art axée sur la conception de ligands à cibles multiples réalisée par L.

Costantino et D. Barlocco en 2012 [37] rappelle ainsi la nécessité de cibler plusieurs

noeuds des cascades de signalisation cellulaires afin de contourner les systèmes de

secours développés par la cellule et d’optimiser les chances d’observer un effet phé-

notypique du traitement. Je présenterai également l’application de ProBiS sur les

mêmes protéines. Cet outil permet d’identifier s’il existe d’éventuels sites de liaison

similaires entre deux protéines données en se basant sur un alignement structural

local de surface. , afin de comparer les performances des deux outils pour identifier

des patches de ligands polypharmacologiques sur leur off-targets.

7.1 Ligands étudiés et cibles multiples

En 2015, la “Multiple Target Ligand Database” (MTLD) [33] a mis à la dispo-

sition de la communauté scientifique 1732 ligands dont les structures de complexes

avec leurs protéine-cibles sont répertoriées, ce qui aboutit à un total de 12 759 struc-
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tures pdb. Cette base de structures est accessible à l’adresse www.mtdcadd.com. Les

critères appliqués aux ligands et aux cibles protéiques sont :

— les structures obtenues sont toutes issues de diffractions aux rayons X et sont

toutes des protéines.

— la résolution est inférieure à 3,0 Å, ce qui implique une qualité acceptable des

structures étudiées ainsi que des informations exploitables sur les interactions

entre les protéines et les ligands.

— les ligands comptent tous plus de 8 atomes lourds.

— les protéines ciblées par un même ligand partagent une identité de séquence

inférieure à 35%.

Lors de la constitution de cette base de données, les auteurs ont principalement

étudié la structure des ligands et celle des sites de liaison entre les ligands et leur

cible. Leur but était de répertorier des structures de complexes protéine-ligand afin

de pouvoir étudier la polypharmacologie des ligands de ces complexes. L’intérêt est

préférentiellement porté sur la nature des ligands plutôt que sur celle des protéines

ciblées. Par conséquent, les structures des cibles n’ont pas été filtrées ou analysées

par rapport à leur similitudes structurales.

Cette base de données contient au total 222 médicaments approuvés, parmi les-

quels nous en avons choisi 3, impliqués dans des traitements de cancer, dont les

structures sont présentées dans la Figure 7.1 :

• l’imatinib, vendu sous le nom de Gleevec c©. Cette molécule est utilisée pour

cibler différents types de cancers, notamment la leucémie myéloïde chronique,

ou encore les tumeurs de l’estomac ou du pancréas.

• le sunitinib commercialisé sous le nom de Sutent c©. Ce médicament est utilisé

dans le traitement du cancer du rein, et de l’adénome gastrique (dans le cas

où la tumeur est résistante au traitement à l’imatinib).

• le sorafenib, commercialisé sous le nom de Nexavar c©, qui traite également le

cancer du rein, du foie, ou de la thyroïde.

Une majorité des protéines ciblées par ces médicaments sont des protéines de

type kinases (Tableau 7.1) : leur localisation cellulaire peut varier selon leur type

115

www.mtdcadd.com


CHAPITRE 7. IDENTIFICATION DE PATCHES SPÉCIFIQUES AUX
LIGANDS POLYPHARMACOLOGIQUES

Figure 7.1: Structures des ligands polypharmacologiques choisis dans la

MTLD. De haut en bas : imatinib, sorafenib et sunitinib.

(membrane, cytoplasme ou noyau), et selon les voies de signalisation dans lesquelles

elles sont impliquées. Ces protéines font partie des cibles préférentielles lors de la

conception de médicaments : elles interviennent dans des fonctions essentielles de

la cellule et certaines de leurs mutations peuvent entraîner des pathologies tels que

certains cancers [41].

Une cinquième cible était proposée pour l’imatinib : la ribosyldihydronicotina-

mide deshydrogénase (id PDB : 3fw1), mais nous avons choisi de ne pas étudier son

patch car le ligand (en orange dans la Figure 7.2) n’interagit pas directement avec

la protéine, mais par l’intermédiaire d’un groupement flavine-adénine dinucléotide

(en bleu).
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Ligands Id PDB Fonctions des protéines ciblées

Sunitnib 3g0e facteur de croissance à activité tyrosine kinase

2y7j sérine/thréonine phosphorylase kinase

3ti1 sérine/thréonine kinase dépendante des cyclines

3miy tyrosine kinase de lymphocyte T

Sorafenib 1uwh sérine/thréonine kinase du proto-oncogène B-raf

4asd récepteur de VEGF à activité tyrosine kinase 2

3rgf kinase dépendante des cyclines 8

3gcs “Mitogen-Activated Protein” (MAP) kinase 4

Imatinib 1t46 tyrosine-kinase Kit

1xbb spleen tyrosine-kinase (syk)

3hec MAP kinase 14

3k5v tyrosine kinase du proto-oncogène ABL1

Tableau 7.1: Liste des complexes étudiés issus de la MTLD.

Pour chaque complexe, sont présentés le nom du ligand ainsi que la protéine en

interaction.
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Figure 7.2: Cible proposée dans la MTLD non utilisée. La ribosyldihydroni-

cotinamide deshydrogénase interagit avec l’imatinib par l’intermédiaire du FAD (Id

PDB :3fw1).
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7.2 Application de PatchSearch sur des patches ex-

traits de complexes de la MTLD

7.2.1 Recherche des patches de ligands polypharmacolo-

giques

Nous avons extrait les patches et les surfaces de chacun des complexes listés

dans le Tableau 7.1, et pour chaque ligand, nous avons recherché chacun de ses

patches sur les surfaces des trois autres protéines cibles proposées dans la MTLD.

Nous avons réalisé les mêmes expériences à l’aide du serveur de ProBiS [89, 88] : cet

outil représente les surfaces des protéines comparées sous la forme de graphes, dans

lesquels les noeuds sont des appariements de groupements fonctionnels similaires

entre les deux surfaces et les arêtes sont des relations de distances conservées entre

les groupements appariés. Les graphes de chaque surface sont chacun divisés en

sous-graphes, puis chaque sous-graphe d’une protéine est comparé aux autres sous-

graphes de l’autre protéine, et un graphe produit est construit lorsque la matrice

des différences de distances est compatible avec un seuil de similarité. La clique

maximum de chaque sous-graphe est recherchée, et le regroupement des cliques

maximum partageant au moins 5 noeuds permet d’obtenir un morceau de surface

avec de fortes similitudes structurales entre les deux protéines comparées.

La matrice de scores présentée dans le Tableau 7.2 montre les différents scores

obtenus par PatchSearch lorsque l’on recherche les 4 patches issus de chacun des 4

complexes de la MTLD connus pour contenir du sunitinib dans les 4 surfaces des off-

targets de la MTLD connues pour lier ce ligand. Le score d’un patch identifié dans la

surface dont il est extrait, par exemple du patch de 2y7j recherché dans la surface de

2y7j, vaut toujours 1 : la surface ciblée contient exactement les mêmes atomes que

ceux du patch dans une disposition identique. On remarque que les scores obtenus

lors de la recherche du patch de 2y7j dans la surface de 3ti1, soit 0,82, et celui de la

recherche du patch de 3ti1 dans la surface de 2y7j, soit 0,67, diffèrent. Cette non-

symétrie de la matrice s’explique par la formule du calcul du score de PatchSearch :

en effet, ce score dépend de la taille (en terme de nombre d’atomes) du patch requête
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et de celle du patch identifié. Les deux patches ont des tailles différentes : 63 atomes

pour 2y7j et 69 atomes pour 3ti1. De plus, on n’apparie pas les mêmes atomes (et

les mêmes nombres d’atomes) dans les deux comparaisons :

— pour la recherche du patch de 2y7j dans la surface de 3ti1 : on apparie 51

atomes.

— pour la recherche du patch de 3ti1 dans la surface de 2y7j : on apparie 48

atomes.

Finalement, la non-symétrie des scores obtenus par PatchSearch s’explique par les

différences de compositions des patches requêtes et par les différences d’atomes ap-

pariés qui en découlent.

2y7j patch 3ti1 patch 3miy patch 3g0e patch

2y7j

surface

1 0,67 0,80 0,59

3ti1

surface

0,82 1 0,77 0,61

3miy

surface

0,84 0,71 1 0,71

3g0e

surface

0,71 0,66 0,70 1

Tableau 7.2: Matrice des scores obtenus lors de la recherche de patches du

sunitinib dans les surfaces des off-targets connues pour ce ligand dans la

MTLD.

Le score de PatchSearch correspond au ratio du nombre d’atomes du patch identifié

dans la surface ciblée par le nombre d’atomes du patch entré en requête. Ce score

varie donc entre 0 et 1.

Les résultats des patches ainsi identifiés à l’aide PatchSearch et ProBiS sont

présentés dans le Tableau 7.3. Les résultats de ProBiS sont les protéines ou “hits”

qui présentent un z-score est supérieur ou égal à 1 : ce score est conseillé par défaut

par les auteurs [89]. Les patches des ligands à cibles multiples sont spécifiques de ces
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ligands, nous avons donc pu mesurer pour chaque patch trouvé, la Dc correspondante

ou la distance entre les centroïdes du patch identifié dans la surface ciblée et celui

du patch déjà connu dans la même surface.

7.2.2 Analyses des patches identifiés et comparaison des ré-

sultats de PatchSearch et ProBiS

Les patches de sorafenib sont reconnus avec des scores élevés pour les deux

outils, et une Dc moyenne très faible pour PatchSearch : les 4 patches sont reconnus

en moyenne à moins de 2 Å du patch connu sur la protéine cible.

Les performances pour identifier les patches d’imatinib sont similaires pour les

patches de 1t46 et 1xbb : dans les deux cas, ProBiS et PatchSearch ne parviennent

pas à identifier le patch d’imatinib sur la cible 1xbb. Par contre ProBiS reconnaît le

patch d’imatinib de 3hec sur 1xbb.

Les différents patches d’imatinib sont recherchés sur 1xbb et identifiés avec des

scores moyens faibles : lorsque le patch requête est 1t46, le score moyen est de 0,49,

0,46 avec le patch requête de 3k5v et 0,45 avec le patch de 3hec. Lors de ces trois

expériences, les Dc moyennes mesurées sont importantes et témoignent que seule

une partie du patch a correctement été identifiée : les Dc moyennes mesurées varient

de 4,47 Å à 5,37 Å. Nous avons ainsi poussé l’analyse du cas particulier du patch de

1xbb, notamment à l’aide de l’examen visuel de l’imatinib dans la structure de 1xbb :

le ligand se trouve dans une configuration différente par rapport à celle retrouvée

dans les autres complexes (Figure 7.4) : l’imatinib est dans une cis-conformation,

le patch a donc une forme moins étendue que dans les 3 autres complexes (Figure

7.5).

Le patch de 1xbb compte 62 atomes tandis que celui de 3hec en contient 88, celui

de 3k5v 87 atomes et celui de 1t46 en a 96. Toutefois, lorsque l’on recherche le patch

de 1xbb à partir de celui de 1t46 par exemple (Figure 7.4), on remarque qu’il y a un

recouvrement partiel entre le patch identifié (en sphères bleues) et celui de 1xbb (en

grillage rose). Pour ce cas précis, PatchSearch parvient tout de même à identifier
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Ligand Patch

requête

“Hits” de

ProBiS

Z-score de

ProBiS

Score

moyen de

PatchSearch

Dc (Å)

Sorafenib 1uwh 3 3.21 0,60 ± 0,17 1.48

4asd 3 2,92 0,72 ± 0,14 0,71

3rgf 3 3,05 0,67 ± 0,08 1,15

3gcs 3 3,01 0,57 ± 0,07 1,87

Imatinib 1t46 2 3,41 0,71 ± 0,19 2,4

3k5v 2 3,42 0,65 ± 0,17 2,39

1xbb 2 3,34 0,70 ± 0,06 6,22

3hec 3 2,85 0,66 ± 0,19 1,98

Sunitinib 3g0e 0 - 0,64 ± 0,06 1,23

2y7j 3 2,93 0,79 ± 0,07 1,23

3ti1 0 - 0,68 ± 0,03 0,77

3miy 1 2,92 0,76± 0,05 1,49

Tableau 7.3: Comparaison des scores moyens obtenus avec PatchSearch et

ProBiS pour identifier des patches de ligands de la MTLD sur des surfaces

d’off-targets connues.

Pour chaque ligand, chacun des 4 patches a été recherché dans les surfaces des 3

autres off-targets connues issues de la MTLD. Un “hit” de ProBiS correspond à

une protéine présentant un patch de surface identifié comme similaire à celui de la

protéine requête. Dans ce tableau, sont présentés les scores moyens de PatchSearch

ainsi que les z-scores moyens des hits de ProBiS.
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Figure 7.3: Identification d’un patch d’imatinib sur 3hec. Superposition

entre le patch de 3hec et le patch d’imatinib identifié par PatchSearch (patch re-

quête : 1t46).

une partie du patch de 1xbb. Néanmoins, PatchSearch reconnaît les autres patches

d’imatinib avec une localisation correcte sur les surfaces des protéine cibles comme

l’illustre la Figure 7.3 avec l’exemple du patch de 3hec (en grillage saumon) correcte-

ment identifié lorsqu’on utilise celui de 1t46 (le patch identifié est en sphères bleues).

Enfin, ProBiS identifie les patches de sunitinib lorsque les patches requêtes sont

2y7j (ProBiS renvoie les 3 cibles) et 3miy (ProBiS n’identifie ce patch que sur 2y7j).

Lorsque les patches de sunitnib de 3g0e et de 3ti1 sont utilisés comme requêtes,

ProBiS ne parvient pas à les identifier sur les protéines cibles. D’autre part, les

patches de sunitnib sont tous retrouvés par PatchSearch avec des scores moyens

élevés (tous supérieurs à 0,6) et des Dc moyennes inférieures à 2,0 Å. Les patches

ainsi identifiés sont donc localisés de façon correcte par rapport aux patches de

sunitnib déjà connus sur les cibles, comme l’illustre la Figure 7.6, la distance entre

le centroïde du patch de 2y7j (le patch est représenté en grillage rouge) et celui du

patch identifié (en sphères vertes) à l’aide du patch requête 3ti1 est de 0,9 Å.
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Figure 7.4: Identification d’un patch d’imatinib sur 1xbb. Superposition

entre le patch de 1xbb en grillage rose et le patch d’imatinib identifié par PatchSearch

en sphères bleues (patch requête : 1t46).

Figure 7.5: Superposition des différentes conformations cis et trans de

l’imatinib. En jaune : l’imatinib en conformation cis. En magenta et vert : l’imatinib

en conformation trans.
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Figure 7.6: Identification du patch de sunitinib de 3ti1 sur 2y7j. Superpo-

sition entre le patch de 2y7j en grillage rouge et le patch de sunitnib identifié par

PatchSearch en sphères vertes (patch requête : 3ti1).

7.3 Discussion et conclusion

Performances de PatchSearch sur les complexes de la MTLD

PatchSearch parvient à reconnaître les patches de ligands polypharmacologiques

sur les surfaces des différentes cibles connues :

— avec des scores d’alignement élevés, en moyenne, tous les scores sont supérieurs

à 0,6.

— les patches ainsi identifiés sur les surfaces des cibles sont correctement localisés

par rapport aux patches connus.

Le cas du patch de l’imatinib dans le complexe 1xbb montre que bien qu’un

groupement de l’imatinib soit orienté dans un angle différent de la conformation

communément connue, une partie du patch peut être retrouvée et il existe un re-

couvrement non négligeable entre le patch ainsi identifié grâce aux autres patches

requêtes (1t46, 3k5v et 3hec) et celui qui est connu sur 1xbb.

De plus, la méthode de PatchSearch donnait des résultats soit équivalents à

ProBiS dans le cas de la recherche de patches de sorafenib, soit meilleurs que ceux

de ProBiS, ce qui fut le cas pour les patches de sunitinib notamment. Dans le cas du

sorefenib, les deux outils identifient les trois cibles de ce ligand à chaque expérience.

Pour PatchSearch, les patches sont identifiés avec des scores moyens supérieurs à
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0,5. Ils sont correctement localisés, les Dc moyennes mesurées sont inférieures à

2,0Å. Dans le cas du sunitinib, les cibles de ce médicament ne sont pas identifiées

lorsqu’on utilise les patches requêtes 3g0e et 3ti1, tandis que PatchSearch parvient

à les identifier avec des scores moyens supérieurs à 0,6 et à les localiser correctement

avec des Dc moyennes inférieures à 2Å.

Analyse des patches de kinases

Les kinases jouent un rôle important dans le fonctionnement de la cellule et leur

intervention a été démontrée dans le cadre de pathologies telles que les tumeurs [130,

114]. Les résidus essentiels impliqués dans leur mécanisme d’action ont été mis en

évidence expérimentalement [186, 91] et sont :

— la paire de résidus lysine et glutamate (K et E) qui établissent un contact

polaire caractéristique. La lysine permet de lier les groupements α et β phos-

phates de l’ATP.

— le motif aspartate - phénylalanine - glycine (D-F-G) qui forme une triade

conservée parmi toutes les kinases. Le résidu aspartate joue un rôle essentiel

dans la catalyse de la réaction.

— le motif histidine/tyrosine - arginine - aspartate (H/T-R-D) est également

conservé au sein des kinases. L’histidine ou la tyrosine interagit avec l’aspartate

et la phénylalanine du motif DFG.

Ces résidus jouent ainsi un rôle structural et fonctionnel dans l’action de la kinase

sur son substrat.

Les médicaments présentés dans ce chapitre (sorefenib, imatinib et sunitinib)

sont des inhibiteurs des kinases ciblées et interagissent au même endroit que le

substrat. Nous avons donc vérifié la présence de ces résidus dans les patches extraits

des différentes kinases étudiées à partir des 12 complexes protéine-ligand étudiés.

Nous avons identifié la paire K-E dans chacun des patches issus des complexes

kinases-sorafenib (1uwh, 4asd, 3rgf et 3gcs) ainsi que dans les complexes kinases-

imatinib (1t46, 3k5v, 1xbb et 3hec).
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Analyse des patches des kinases de la MTLD

Les patches issus des complexes contenant le sunitinib (3g0e, 2y7j, 3ti1 et 3miy)

ne présentent aucun des motifs précédemment présentés :

— le patch issu du complexe 3g0e [52] ne présente que l’aspartate 810 qui a le rôle

dans la réaction de catalyse. Dans ce complexe, le sunitinib se lie à la confor-

mation désactivée et autoinhibée de la kinase. L’intérêt de cette étude réside

dans l’importance de cibler des kinases dans des conformations diversifiées.

— le complexe 2y7j n’a pas de publication associée.

— dans le complexe 3ti1 [118], l’interaction du sunitinib avec la kinase s’effectue

à travers des interactions polaires (avec le squelette carboné du Glu81 et de la

Leu83) et des interactions de van der Waals (avec la Phe80 et Ile10).

— dans le complexe 3miy [102], l’hélice C-terminale de la kinase est dans une

conformation dite “in” qui correspond à l’état actif (au contraire de la confor-

mation “out” qui est assimilée à l’état inactif).

Les patches issus des complexes contenant le sorafenib ne contiennent pas de

résidus de la triade HRD. Seul le patch issu du complexe 1uwh contient les résidus

du motif DGF et la paire K-E, comme montré dans la Figure 7.7.

Le patch du complexe 3hec, montré dans la Figure 7.8 est le seul patch parmi

les 12 patches extraits de kinases qui présente tous les résidus précédemment cités

comme essentiels pour l’interaction entre la kinase et l’ATP (la paire K-E, la triade

DGF et la triade HRD).

Étude de la présence des résidus-clé dans les patches identifiés par Patch-

Search

Nous avons donc recherché si PatchSearch parvenait systématiquement à identi-

fier les résidus-clés présents dans les patches des complexes 1t46, 3k5v et 3hec. Les

résultats de cette expérience sont présentés dans le Tableau 7.4.
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Lys482
Glu500

Contact
polaire

Gly592

Asp593

Phe594

Figure 7.7: Patch issu du complexe 1uwh. Les résidus de la paire K-E sont

colorés en magenta. Le contact polaire établi entre eux est coloré et entouré en jaune.

Les résidus de la triade DGF sont colorés en orange. Les autres atomes du patch

sont colorés en cyan. Le sorafenib est représenté en bâtons et est coloré en vert.
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Lys53

Glu71 Contacts
polaires

His148 Arg149

Asp150

Asp168 Phe169

Figure 7.8: Patch issu du complexe 3hec. Les résidus de la paire K-E sont

colorés en magenta. Le contact polaire établi entre eux est coloré et entouré en

jaune. Les résidus de la triade DGF sont colorés en orange. Les résidus de la triade

HRD sont colorés en rose saumon. Les autres atomes du patch sont colorés en cyan.

L’imatinib est représenté en bâtons et est coloré en vert.
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1t46 patch 3k5v patch 3hec patch

1t46 surface 6/6 6/6 6/6

3k5v surface 6/6 6/6 6/6

3hec surface 6/7 7/7 7/7

Tableau 7.4:Nombre de résidus-clés identifiés par PatchSearch lorsque l’on

recherche des patches de l’imatinib sur les cibles connues.

La ligne du haut présente les différents patches donnés en entrée de chaque expé-

rience tandis que la première colonne contient les surfaces des cibles sur lesquelles

chacun des patches a été recherché. Pour chaque recherche de patch, le nombre de

résidus-clés identifiés et le nombre de résidus-clés connus pour le patch connu de la

cible sont notés.

Ces résultats mettent en évidence que PatchSearch retrouve tous les résidus-

clés dans 5 expériences (si on ne tient pas compte des recherches d’un patch contre

sa propre surface) et dans l’expérience restante (la recherche du patch 1t46 sur

la surface 3hec), la quasi-totalité des résidus-clés du patch de 3hec sont identifiés

(soient 6 résidus sur les 7 connus).

Dans le cas des kinases se liant à l’imatinib, les patches ainsi identifiés par Patch-

Search prennent en compte les résidus connus pour jouer un rôle structural et fonc-

tionnel dans l’activité de ces kinases.

Discussion

V.J. Haupt et ses collaborateurs ont étudié l’influence de la flexibilité du ligand

sur le nombre de cibles différentes que ce ligand peut avoir [66]. D’après leur étude,

de tels cas sont minoritaires : sur les 164 médicaments qui avaient plus d’une cible

connue, 18% ont 2 conformères et 14% en ont 3. Cette caractéristique d’un ligand

donné à pouvoir interagir avec des cibles secondaires est sa promiscuité. Ils ont

par la suite comparé les différentes corrélations entre certaines caractéristiques de

l’interaction protéine-médicament et la capacité d’un médicament à interagir avec

plusieurs cibles différentes. Plus le coefficient de corrélation (r) est proche de 1, plus

les deux variables sont liées positivement. Toutefois, lorsque r est proche de 0, cela
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signifie que les variables sont faiblement voire pas du tout liées. Leurs études ont

mis en évidence :

— qu’il existe une forte corrélation (r=0,81) entre la similarité de patch et la

promiscuité du ligand.

— que la similarité structurale entre les protéines cibles est aussi liée aux inter-

actions multiples (r=0,76).

— et que la flexibilité du ligand est faiblement corrélée aux différentes interactions

qu’il peut avoir (r=0,20).

Ces corrélations sont en accord avec notre démarche et nos conclusions obtenues

au fil des expériences menées durant mon travail de thèse. Notre outil parvient à

identifier des patches similaires propres à un même ligand avec des scores élevés et à

une localisation correcte, ceci correspond à la promiscuité du ligand qui est fortement

corrélée avec la similarité des patches de ce ligand. Ensuite, nos observations sur le

patch de 1xbb indiquent que le ligand peut être flexible, il peut tout de même être

reconnu par sa cible et le patch est identifié en partie sur les autres cibles connues.

Les médicaments dont nous avons étudié la détection de cibles dans ce chapitre

sont impliqués dans des traitements contre certains types de cancers et ont tous

entre 4 et 5 cibles différentes de structures connues. Ces chiffres sont cohérents

avec ceux issus de l’étude de Hase T. et ses collègues en 2009 [65] : en moyenne,

un médicament impliqué dans une maladie différente du cancer est connu pour

avoir 4,24 cibles, tandis qu’un médicament impliqué dans un traitement anti-cancer

compte en moyenne 7,82 cibles connues. Ainsi, l’identification d’un patch sur les

différentes protéines susceptibles d’interagir avec le ligand d’intérêt permettrait de

mieux comprendre les interactions secondaires d’un ligand donné, l’utilisation de

PatchSearch s’inscrit tout à fait dans cette démarche.
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Conclusions

L’analyse de la spécificité d’interaction d’un ligand pour une protéine donnée

a nécessité la réflexion et le développement de différents outils présentés dans ce

manuscrit :

— un programme permettant d’extraire un patch d’un complexe protéine-ligand

donné et un programme d’extraction de surface protéique.

— un programme qui détecte des similitudes entre un patch et une surface, per-

mettant ainsi de déterminer s’il existe un patch similaire au patch requête dans

la surface.

Les outils ainsi développés peuvent ainsi être appliqués à de larges jeux de don-

nées.

Nous avons appliqué nos outils dans différents cas :

— la reconnaissance d’un patch sur la surface de la même protéine qui aurait subi

des déformations structurales.

— l’identification de similarités entre des patches d’un même ligand.

— la détection localisée d’un patch issu d’un médicament sur les différentes pro-

téines connues pour interagir avec ce médicament.

Les résultats des études décrites dans ce manuscrit soulignent l’importance de

la visualisation des complexes protéine-ligand, avant et après extraction du patch.
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L’emplacement du ligand conditionne fortement la manière dont le patch sera extrait

par la suite : par exemple, un ligand qui interagit avec la protéine par l’intermédiaire

d’une autre molécule ne permet pas d’extraire de patch spécifique à l’interaction

précise du ligand avec la protéine. Un autre aspect nécessaire à prendre en compte

concerne l’interaction d’un ligand entre deux chaînes d’une protéine.

PatchSearch correspond à l’implémentation d’une méthodologie originale de

quasi-cliques, qui permet de détecter si une surface protéique présente des simili-

tudes avec un patch donné ou pas, et par conséquent, si cette protéine pourrait

être une cible pour le ligand dont est extrait le patch recherché. Les résultats de

la comparaison entre l’approche plus classiquement utilisée des cliques, et celle des

quasi-cliques, ont montré que PatchSearch identifie correctement un patch, ou du

moins une partie significative. De toute évidence, la méthode des cliques est forte-

ment sensible aux modifications structurales de la surface et permet préférentielle-

ment de retrouver des patches fortement conservés. Les atomes exposés au solvant

étant ceux dont la mobilité est la plus élevée par rapport au coeur de la protéine, il

est essentiel de mettre en place un outil qui prenne en compte cette flexibilité.

La comparaison des résultats de PatchSearch à ceux des autres outils mettent

en évidence

— que PatchSearch obtient des résultats similaires aux autres outils de compa-

raison de patches.

— l’importance de la mise en place de jeux de données contenant des com-

plexes protéine-ligand dont la spécificité des interactions a été vérifiée au cours

d’études cinétiques par exemple, et dont les ligands sont significativement dif-

férents entre eux (sans groupement commun par exemple).

— que PatchSearch identifie des patches de ligands polypharmacologiques non

reconnus par ProBiS notamment.

PatchSearch s’avère finalement être un outil adapté à la recherche de patches

propre à un ligand sur des protéines, dans le but d’identifier des patches similaires.

L’utilisation d’un tel outil s’inscrit dans la démarche de recherche de cibles secon-

daires pour un ligand donné.
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Perspectives

PatchSearch pourrait être appliqué à la reconnaissance d’un patch sur les dif-

férentes conformations d’une protéine obtenues au cours d’une dynamique molécu-

laire : ces résultats pourraient permettre de régler les paramètres de PatchSearch

pour prendre en compte la flexibilité à la fois des chaînes latérales et des structures

secondaires. Il aurait également été intéressant d’appliquer PatchSearch sur plus

d’exemples de protéines pour lesquelles le patch entre les formes libres et liées subit

un changement de grande amplitude.

Dans ce travail nous avons précisément étudié des interactions protéine-ligand

pour mettre au point l’outil PatchSearch, mais il serait intéressant de l’appliquer

dans la recherche des patches issus de complexes protéine-peptide ou protéine-acide

nucléique.

Il n’est pas à négliger le rôle de certaines molécules d’eau se trouvant au coeur

de l’interaction entre la protéine et son ligand. Les molécules d’eau peuvent être

impliquées dans des réseaux d’interactions polaires entre la protéine et son parte-

naire. Dans le cas où le rôle de certaines molécules d’eau aurait été avéré, il serait

intéressant de prendre en compte les atomes de ces molécules d’eau comme faisant

partie du patch d’interaction.

Dans le cas où PatchSearch a détecté de potentielles cibles secondaires avec des

scores élevés, il serait intéressant d’utiliser ces protéines lors de simulations de do-

cking. De cette façon, nous pourrions vérifier que le patch identifié par PatchSearch

correspondrait également à un patch auquel se lierait une pose du ligand dont l’éner-

gie serait la plus favorable.

De la même façon qu’il est possible d’avoir des protéines assignées comme “vraies

positives” lorsqu’un patch est retrouvé dans leur surface, il serait intéressant de tester

PatchSearch sur des protéines dite “vraies négatives”, c’est-à-dire des protéines qui

sont connues pour n’avoir aucune interaction significative avec ligand donné. En

effet, dans les jeux de données de référence, nous avons remarqué à plusieurs reprises

que la notion de “faux positif” d’une protéine par rapport à son interaction avec un

ligand varie selon les cas, notamment pour les protéines qui présentent des patches
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pour plusieurs ligands différents. L’application de PatchSearch sur ces protéines

permettrait de déterminer un score seuil en-dessous duquel le patch identifié n’est

pas considéré comme significatif.

Enfin, comme nous l’avons soulevé dans la partie 7.3, il existe des protéines pour

lesquelles l’implication de certains résidus-clés dans la fonction protéique ou dont le

rôle structural essentiel dans la structure du site de liaison a été mis en évidence

de façon expérimentale. Il serait intéressant d’appliquer la recherche de patches ne

contenant que ces résidus-clés dans des surfaces de protéines pour lesquelles aucun

ligand n’est connu. L’identification d’un patch similaire dans les surfaces de protéines

dites “orphelines” pourrait ainsi donner des pistes pour l’étude in silico et in vitro

de potentielles interactions entre le ligand du patch requête et la protéine que l’on

cible.
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Classe I 154l (153l) ; 1a0t (1a0s) ; 1a8u (1a7u) ; 1afa (1afd) ; 1agw (1fgk) ; 1aha (1ahc) ; 1aqm

(1aqh) ; 1arm (1yme) ; 1awb (2hhm) ; 1b5d (1b49) ; 1bk9 (1psj) ; 1bm7 (1bmz) ;

1br6 (1rtc) ; 1bso (2blg) ; 1bxq (3app) ; 1byq (1yer) ; 1com (2chs) ; 1dcp (1dco) ;

1did (1xla) ; 1dil (2sil) ; 1dmy (1dmx) ; 1duc (1dun) ; 1dud (1dup) ; 1eus (1eur) ;

1gmp (1gmq) ; 1hor (1dea) ; 1hvq (2hvm) ; 1icm (1ifb) ; 1kev (1ped) ; 1log (1loe) ;

1nft (1tfa) ; 1pnf (1png) ; 1pnl (1pnk) ; 1rca (1aqp) ; 1tal (2alp) ; 1vps (1vpn) ; 1xzb

(1xza) ; 2enb (1ena) ; 4tim (1ag1) ; 5enl (3enl)

Classe II 1ai2 (3icd) ; 1fut (1fus) ; 1gd1 (2gd1) ; 1igb (1amp) ; 1qpq (1qpo) ; 1ra1 (5dfr) ; 1xva

(1bhj) ; 1a26 (2paw) ; 1adl (1alb) ; 1aj0 (1ajz) ; 1alw (1alv) ; 1aq7 (2ptn) ; 1beh

(1bd9) ; 1ben (1trz) ; 1ddt (1sgk) ; 1epb (1epa) ; 1fga (2fgf) ; 1fkl (1fkk) ; 1gca (1gcg) ;

1jdc (1jda) ; 1jef (135l) ; 1jul (1igs) ; 1kel (1kem) ; 1ltt (1lts) ; 1mjl (1mjk) ; 1mzm

(1mzl) ; 1nhk (2nck) ; 1pgn (2pgd) ; 1ptr (1ptq) ; 1ses (1sry) ; 1ubw (1ubv) ; 2izf

(2izd) ; 3pca (2pcd) ; 6cha (4cha) ; 2gal (1bkz)

Classe III 1a9p (1a9o) ; 1aj7 (2rcs) ; 1ake (4ake) ; 1anf (1omp) ; 1brp (1brq) ; 1byb (1bya) ; 1cen

(1ceo) ; 1ebg (1ebh) ; 1hex (1xaa) ; 1hii (1hsi) ; 1hnl (1lz4) ; 1lca (4tms) ; 1mpj (3ins) ;

1o0r (1fgx) ; 1swd (1swa) ; 1vrt (1rtj) ; 2bgu (2bgt) ; 2cht (2chs) ; 3gal (1bkz) ; 4fua

(1fua) ; 5cna (1enq) ; 7tim (1ypi)

Tableau A.1: Liste des structures PDB composant le jeu de données de

Gunasekaran. Les structures ont été regroupées en trois classes, selon les variations

structurales des C-α des sites de liaison entre les formes holo et apo. Les identifiants

des complexes sont suivis des identifiants des structures apo entre parenthèses.
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Classe I 1a0t ; 1a8u ; 1afa ; 1agw ; 1aha ; 1aqm ; 1awb ; 1b5d ; 1com ; 1dcp ; 1did ; 1dil ; 1dmy ;

1dud ; 1eus ; 1gca ; 1hor ; 1hvq ; 1jul ; 1kel ; 1log ; 1pnl ; 1ptr ; 1tal ; 1vps ; 2izf ; 3gal ;

3pca ; 4tim ; 5enl ; 6cha ; 154l

Classe II 1a9p ; 1a26 ; 1adl ; 1ai2 ; 1aj0 ; 1aj7 ; 1alw ; 1aq7 ; 1ben ; 1bk9 ; 1bm7 ; 1br6 ; 1brp ;

1bso ; 1bxq ; 1cen ; 1ddt ; 1duc ; 1epb ; 1fga ; 1fkl ; 1fut ; 1gd1 ; 1gmp ; 1hex ; 1icm ;

1igb ; 1jdc ; 1jef ; 1kev ; 1lca ; 1ltt ; 1mjl ; 1mpj ; 1mzm ; 1nft ; 1nhk ; 1pgn ; 1pnf ;

1qpq ; 1ra1 ; 1rca ; 1ses ; 1swd ; 1ubw ; 1xva ; 1xzb ; 2bgu ; 2cht ; 2enb ; 2gal ; 4fua ;

5cna

Classe III 1ake ; 1anf ; 1arm ; 1byb ; 1byq ; 1ebg ; 1hii ; 1hnl ; 1o0r ; 1vrt ; 7tim

Tableau A.2: Nouvelles classes des structures du jeu de données de Gu-

nasekaran. Liste des structures du jeu de données mis en place par Gunasekaran,

classées selon les RMSD entre tous les atomes des patches des formes holo et apo.
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Ligands AMP ATP FAD FMN Glucose

Id PDB 12as, 1amu,

1c0A, 1ct9,

1jp4, 1kht,

1qb8, 1tb7,

8gpb.

1a0i, 1a49,

1ayl, 1b8a,

1dv2, 1dy3,

1e2q, 1e8x,

1esq, 1gn8,

1kvk, 1o9t,

1rdq, 1tid.

1cqx, 1e8g,

1evi, 1h69,

1hsk, 1jqi,

1jr8, 1k87,

1pox, 3grs.

1dnl, 1f5v,

1ja1, 1mvl,

1p4c, 1p4m.

1bdg, 1cq1,

1k1w, 1nf5,

2gbp.

Ligands Hème NAD PO4 Stéroïdes

Id PDB 1d0c, 1d7c,

1dk0, 1eqg,

1ew0, 1gwe,

1iqc, 1naz,

1np4, 1po5,

1pp9, 1qhu,

2bs2, 1qpa,

1sox, 2cpo.

1ej2, 1hex,

1ib0, 1jq5,

1mew, 1mi3,

1o04, 1og3,

1qax, 1rlz,

1s7g, 1t2d,

1tox, 2a5f,

2npx.

1a6q, 1b8o,

1brw, 1cqj,

1d1q, 1dak,

1e9g, 1ejd,

1euc, 1ew2,

1fbt, 1gyp,

1h6l, 1ho5,

1l5w, 1l7m,

1lby, 1lyv,

1qf5, 1tco.

1e3r, 1fds,

1j99, 1lhu,

1qkt.

Tableau B.1: Liste des complexes du benchmark de Kahraman. Liste des

100 complexes protéine-ligand dont sont extraits les 100 patches du KD. AMP :

Adénosine Monophosphate. ATP : Adénosine Triphosphate. FAD : Flavine Adénine

Dinucléotide. FMN : Flavine Mononucléotide. NAD : Nicotinamide Adénine Dinu-

cléotide. PO4 : Phosphate.
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Ligands PMP SUC LLP LDA BOG

Id PDB 1a0g, 1aia,

1fg7, 1kta,

1mdo, 1uu1,

1zc9, 2c81,

2cjg, 2e7u.

1l0g, 1m98,

1pt2, 1tj4,

1uc2, 1w2t,

1ylj, 1jgi,

1jj0, 1a0t.

1a8i, 1ax4,

1bjw, 1bw0,

1cl1, 1cs1,

1d7k, 1iug,

1j04, 1jg8.

1aij, 1ar1,

1c8u, 1dxr,

1f7s, 1kmo,

1ojd, 1thq,

1umx, 1xkw.

1aua, 1b4w,

1fx8, 1i78,

1k8q, 2czv,

2hd0, 2p4b,

2z73, 3b6h.

Ligands SAM GSH U5P 1PE PLM

Id PDB 1cmc, 1eiz,

1hmy, 1i9g,

1msk, 1nt2,

1nw3, 1p91,

1qzz, 1r30.

1dug, 1eem,

1fw1, 1iyh,

1jlv, 1r4w,

1y1a, 2fls,

2imd, 2pbj.

1dbt, 1fgx,

1g8o, 1i5e,

1wlj, 2b56,

2bln, 2bmu,

2c37, 2j4j.

1g8i, 1o57,

1q0r, 1s7g,

1y10, 1zx8,

2byn, 2haw,

2idb.

1b56, 1eh5,

1m66, 1mgp,

1o6u, 1pq2,

1sz7, 2fik,

2iu8, 2nwl.

Tableau B.2: Liste des complexes du benchmark homogène. Liste des 99 com-

plexes protéine-ligand dont sont extraits les 99 patches du HD. PMP : pyridoxine-

5’-phosphate. SUC : sucrose. LLP : acide hexanoïque 2-amino-6-[[3-hydroxy-

2-méthyl-5-(phosphonooxyméthyl)pyridine-4-yl]méthylideneamino]. LDA : lauryl

diméthylamine-n-oxyde. BOG : béta octyl glucoside. SAM : S-adénosylméthionine.

GSH : glutathion. U5P : uridine-5’-monophosphate. 1PE : pentaéthylène glycol.

PLM : acide palmitique.
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Abstract

Many therapeutical molecules are known to bind several proteins, which can be dif-

ferent of the initially targeted one. Such unexpected interactions with proteins called

off-targets can lead to adverse effects. Potential off-target identification is important to

predict and avoid drug side effects and it can also be used to discover new targets for

existing drugs. We propose a new program named PatchSearch, which implements a

local non-sequential searching for similar binding sites on protein surfaces with a con-

trolled amount of flexibility. It is based on detection of quasi-clique in product graphs

representing all the possible matchings between the two compared structures. This

method has been assessed on three protein-ligand benchmarks and on three molecules

used to treat some cancer diseases and known to lead to adverse effects. The experi-

ments conducted in this study show that the PatchSearch method could be useful in

the early identification of drug adverse effects or could contribute to the repurposing of

existing drugs. The program and the benchmarks presented in this paper are available

as an R package at https://github.com/MTiPatchSearch.
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1 Introduction

During drug design process, numerous promising molecules are not translated into effective

drugs. Poor pharmacokinetics, lack of efficacy and toxic or adverse effects are the cause

of around 90% of failures (1 ). Those side effects are often due to the interaction of the

molecule with non-targeted partners, referred to as off-targets, such as enzymes, receptors

or ion channels.

This ability of a molecule to interact with several proteins is also called polypharmacology.

Based on drug-protein interaction data from annotated chemical libraries (2 ), (3 ), it has been

shown that over 50% of drugs interact with more than five proteins and only 15% of them

target only one single protein. Roughly, one drug is able to interact with on average six

proteins (4 ).

The identification of off-targets in early-stage of drug design is therefore important to

decrease the failure rate observed in clinical trials and to speed-up the drug discovery process.

Moreover, the knowledge of the potential critical off-targets would lead to rationalize the drug

design by chemical modification of compound in order to increase its specificity for the target

protein. The identification of ligands able to bind different proteins has also an application

in drug repositioning or repurposing. This approach consists in using existing drugs for new

medical applications. Since the approved drugs have well-known pharmacokinetic properties

and toxicity profiles, drug repositioning enables to drastically shorten drug development

timelines and significantly lower the risks of failure, thus considerably reducing costs.

Based on the large amount of protein structures currently available in the Protein Data

Bank, many computational methods have been proposed to detect structural similarities

among proteins at different scale levels.

These methods essentially differ from the global structural alignment of proteins as they

do not consider sequential order of the amino acids. This implies the use of different and

more complex algorithms.

Approaches can be classified based on how they represent the structures and surfaces and
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on the type of algorithm used to score and identify similarities. In a general way, they are

divided into two main classes: alignment free and alignment based methods.

Alignment free methods do not try to find matching of atoms or residues and perform an

overall comparison of global properties and characteristics such as shape, surface descriptors

and physicochemical residue properties. These characteristics are atom coordinates com-

bined to atom types compared with a convolution kernel (Sup-CK (5 )), spherical harmonics

((6 ),(7 )), three dimensional Zernike descriptors (Patch-Surfer (8 , 9 )), internal distance dis-

tributions (PocketMatch (10 )).

On the other hand, alignment based methods compute alignments between atoms or

residues of compared binding sites, SOIPPA (11 ),eMatchSite (12 ), (13 ).

These alignments are different of the classical sequence alignment because binding site

atoms are not always in the same sequence order in the two compared structures. Sequence

order-independent alignments of residues or atoms are in general far more difficult to compute

than alignment free comparisons. However, these methods allow identification of atom or

residue sets involved in the binding with the ligand. In particular, geometric hashing can

provide matching between atoms or features (14 ). In the geometric hashing, query and

target surfaces are represented by atom triplet coordinates and a hash table permits to

efficiently retrieve all similar triplets. The largest set of consistent similar triplets gives the

best structural alignment. The following methods are based on geometric hashing: TESS

(15 ), SitesBase (16 ), SiteEngine (and I2I-SiteEngine)(17 ), MultiBind (18 ), (19 ), TIPSA

(20 ),SuMo (13 ) uses an heuristic to compare graph of surface chemical features,PCalign

(21 ). Another classical approach to compute matching or atom superimposition is based

on graph theory. By searching for clique in product graphs, it allows detecting all similar

spatial arrangements of atoms in two different structures (22 ). The Bron-Kerbosh is the

most efficient algorithm to this purpose. The first methods developing this strategy have

been proposed by (23 ) (24 ),(25 ), (24 ) and more recently, clique algorithms are used in

CavBase (26 ), eF-site (27 ). Nodes of a product or correspondance graph are pairs of atoms
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one from the binding site and the second one from the targeted protein surface. Edges

associate such pairs of atoms whenever the distances between the atoms in the binding site

and in the protein surface match within a given tolerance. Methods based on the graph

theory first compute the product graph as previously described, and then search for cliques

in this graph. A clique is a subgraph in which all nodes are connected to all nodes. Therefore,

it represents a set of atoms, which are in same relative positions in both surfaces.

Yet, this clique strategy, though accurate, presents some drawbacks: comparisons of

proteins counting a few thousand atoms lead to some very large product graphs, and hence

to large amount of running time. Indeed, algorithms for computing cliques such as the

Bron-Kerbosch algorithm, run in exponential time for general graphs.

Moreover, a product graph clique implies that all atom inner distances are similar between

the compared protein surfaces and does not take into account flexibility of binding sites.

This strict definition of a clique makes it sensitive to small structural changes induced by

protein dynamics or due to inaccuracy in protein structures solved by experimental methods.

Furthermore, cliques can be very numerous and overlapping, and further computations are

required to select the best ones.

Most of the above approaches compare binding sites by performing a global alignment

restricted to binding sites. But few of them implement a local non sequence ordered align-

ment providing a localisation of a similar binding site on the target surface. ProBis(28 )

searches for similar surface patches, by non sequential local structural alignment of entire

protein surface against a structure database using a clique detection technique.

To address these issues, we propose a program named PatchSearch based on a quasi-clique

detection. A quasi-clique is a dense subgraph of the correspondence graph. In PatchSearch, a

quasi-clique is constructed from a small core clique, which is enriched with new nodes highly

connected to it. By searching for quasi-cliques, distance similarity constraints between the

binding sites are relaxed, consequently, it is possible to retrieve similar binding sites with
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some different inner distances.

Based on this quasi-clique searching, the PatchSearch algorithm is able to compare two

binding sites at the atomic level or to perform a local non-sequential alignment of a binding

site with a whole protein surface. This method aims to predict whether a ligand could

interact with off-target proteins, which may lead to some hypothesis regarding its specificity

for its target.

First, we assess this method on two benchmarks frequently used for binding sites com-

parison. Second, we test PatchSearch on a dataset of proteins in different conformational

states. Finally, we study three approved drugs able to bind to multiple proteins.

2 Methods

2.1 Surface and Patch extraction

Protein structures are first processed using PROPKA (29 , 30 ) in order to rebuild the missing

atoms and to optimize their positions. Then, solvent accessibility was calculated using

NACCESS (31 ). We defined an atom as being solvent accessible if its relative accessibility

is over 1%. The solvent accessible atoms and Cα belonging to a residue that has at least one

of its atoms exposed to the solvent are kept for the structural similarities calculations. The

atoms that are not solvent accessible are removed. Moreover, the aromatic ring atoms are

replaced by their centroid (phenylalanine or tyrosine: 1 centroid, tryptophan: 2 centroids).

In this study, a patch is constituted by the solvent accessible atoms, which have a distance

smaller than 5 Åto the ligand.

2.2 Correspondence graphs

Patches and protein surfaces are represented by sets of atom coordinates combined with

their physicochemical properties. Each atom of the patch and the surface is assigned a type

corresponding to a physicochemical property or to a specific atom: N, O, S, C, Ca (for Cα).
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Moreover aromatic rings are replaced by one or two pseudo-atoms typed A.

In PatchSearch, a correspondence graph (or product graph) is constructed as follows:

nodes are pairs of atoms, a patch atom and a target atom, with identical type. We call

such a pair a correspondence. A correspondence graph node represents a possible matching

between atoms of the two compared structures. Let us denote nodes (i, i′) representing a

correspondence between patch atom i and a target atom i’ where i and i’ belong to the same

atom type. An edge connects nodes (i, i′) and (j, j′) if

|dist(i, j)− dist(i′, j′)| ≤ ∆d

where ∆d is a given distance tolerance criterion and dist(i, j) is the euclidean distance

between atoms i and j. An edge represents two patch atoms and two surface atoms, which

are separated by the same distance up to a distance difference given by ∆d.

A clique is a subgraph with all nodes connected to each other. Therefore, a clique

represents a set of consistent correspondences between the two compared structures and

gives subset of atoms in the same relative position in both structures.

We add the constraint that no two edges share a common vertex, equivalently an edge

cannot connect two correspondences sharing a common atom, for instance (i, i′) and (i, j′)

or (i, i′) and (j, i′). In PatchSearch, this condition is fulfilled by choosing a threshold ∆d,

which is less than the minimum distance between patch atoms or target atoms of the same

type.

∆d ≤ min
i,j such that type(i)=type(j)

dist(i, j)

With this threshold, for two pairs (i, i′) and (i, j′) we have

|dist(i, j)− dist(i′, j′)| = dist(i′, j′) > ∆d
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Figure 1: Construction of a correspondence graph. Correspondence or matching between
atoms C1C

′
1 is linked to correspondence C2C

′
2 as distance between C1 and C2 is equivalent

to distance between C ′1 and C ′2. However, no edge exists between correspondences C1C
′
1 and

C1C
′
2 as they share a common atom C1

and such pairs cannot be linked by an edge.

With the no common atom condition, a clique provides a bijective mapping between

patch and target surface and represents a possible structural alignment

2.3 Clique searching

Cliques may be efficiently retrieved using a variant of the Bron-Kerbosch algorithm (32 ).

This algorithm has a worse-case running time of 0(dn3d/3) where n is the number of vertices

in the correspondence graph and d is the degeneracy of the graph. Hence the running time

required to retrieve all the maximal cliques depends on n, which is the number of pairs

of atoms and on d, which depends on the number of pairs of atom in the same relative

positions. Given two proteins structures with n1 and n2 atoms, the number of vertices

can reach n1 × n2. In proteins, physical constraints and structures of amino-acids imply

that numerous inter-atomic distances are similar in both protein structures. Actually, atom

types “C” and “Ca” may show regular spatial arrangements. For this reason, aromatic rings

have been reduced to one or two pseudo-centers. These equivalent distances generate a

great number of edges in the product graph with a high number of non significative small

cliques. The number of spurious cliques can be controlled by selecting the types of atoms
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involved into the construction of the graph, and by the distance deviation tolerance ∆d.

A stringent distance tolerance condition implies by definition less edges, whereas a higher

deviation tolerance permits to retrieve more edges, consequently identifying more flexible

spatial similarities. First, to reduce the size of the correspondence graph and the number

of spurious cliques, a graph is constructed with a small distance tolerance criterion and a

chosen restricted subset of atoms (S, N, A and O atoms). Maximal cliques corresponding to

a sufficient number of atoms and with a positive determinant criterion are selected. Clique

gives a subset of matching atoms in patch and surface with approximatively conserved inter-

atomic distances. This does not imply the same spatial configuration. One of the two

structural elements can be the mirror image of the other. Indeed, a structure and its mirror-

symmetric image have identical inter-atomic distances. Such a mirror symmetry can be

detected by a simple matrix determinant calculation. We have previously presented a new

structural score based on this matrix determinant named Binet-Cauchy score (33 ). This

score is used to remove cliques due to mirror images of the query and to assess the quality

of the structural similarity given by the obtained cliques.

In more detail, we detect false matches due to chirality with the following criteria:

mirror(X, Y ) = sign det(X>Y ) (1)

This criteria is negative for mirror image conformations. More precisely, the mirror confor-

mation of a structure can be exactly superimposed to −X. More generally, it can easily be

proved that

mirror(X, Y ) ≤ 0⇐⇒ rmsd(−X, Y ) ≤ rmsd(X, Y ) (2)

When det(X>Y ) is negative then the second structure Y is closer to the mirror conformation

of X than to X itself.
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2.4 Quasi-clique construction

PatchSearch proceeds in two steps: first, a graph is constructed with a small distance toler-

ance criterion (less than 1 Å) and with the chosen restricted subset of atoms. All maximum

cliques are then found with the Bron-Kerbosh algorithm. Based on a structural similarity

score (33 ), the best clique is selected. This clique gives the rigid core of the patch.

This clique gives an initial matching, which is then improved by considering links formed

by all type of atoms neighboring the atoms given by the initial clique. The clique is enriched

with selected links, which increases the structural similarity score of the query patch and the

surface. More precisely, a link is selected and added to the quasi-clique if it is connected to at

least four nodes in the clique. Indeed, four distances are necessary to guaranty a consistent

matching between patch and surface.

Additionally, the selected link must preserve the bijectivity of the mapping. In case it

shares an atom with one or two links of the clique, it induces a many-to-one or one-to-many

mapping. This property of the algorithm permits to avoid another time-consuming step

based for example on the Hungarian algorithm to identify a one-to-one matching.In this

case, it is included into the quasi-clique if its insertion and the removal of the initial link

implies a lower maximal deviation.

MaxDev = max
i∼i′,j∼j′

|dist(i, j)− dist(i′, j′)| (3)

where i ∼ i′ means that atom i in patch matches atom i′ in target surface.

The entire process is repeated iteratively until no further improvement in the maximal

deviation can be obtained. The algorithm stops whenever no link fulfilling the two above

conditions can be found.

This heuristic constructs quasi-cliques defining 3D similarities with more flexibility. The

initial cliques represent preserved rigid cores between structures while the extended quasi-

cliques yield matchings with a higher tolerance and represent the moving parts of the protein
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surface.

At the end of the algorithm, depending on the use of the program, two different scores

are computed: the first one assesses the similarity between two patches and is equivalent to

the Tanimoto index:

s =
Nmatch

N1 +N2 −Nmatch

where N1 and N2 denote the number of atoms in two patches and Nmatch the number of

matched atoms The second one quantifies the local similarity of a patch and target surface:

s =
Nmatch

N1

Another criteria is used to assess the localization of the recognized patch on a protein

surface with the true patch when it is known. The Dc criteria is the euclidean distance

between the centroids of the known patch and the retrieved patch.

Dc(p1, p2) = ‖c(p1)− c(p2)‖

where p1 is the patch bound to the studied ligand, p2 is the patch bound to the same ligand

on an off-target protein and c(p1) and c(p2) are the centroids of the atoms of the two patches.

2.5 Datasets

Kahraman Dataset Kahraman and coworkers have built a dataset to study the shape

variations in protein binding pockets (34 ). This dataset is composed by 100 protein bind-

ing sites; each one interacts with one of nine ligand types: adenosine monophosphate

(AMP), adenosine-triphosphate (ATP), flavin-adenine dinucleotide (FAD), flavin mononu-

cleotide (FMN), D-glucose (GLC), Heme, nicotinamide-adenine-dinucleotide (NAD), PO4

and Steroids.

A shape matching method, developed by the authors, was applied on the dataset to
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compare the shapes of protein binding pockets to the shapes of their ligands. Using a shape

descriptor, the authors are able to classify correctly the binding pockets interacting with rigid

ligands. However, the variety of conformations observed in flexible ligands complicates the

classification based on the shape alone. Therefore, their analyses suggest that the molecular

recognition cannot be only explained by shape complementarities. Additional physicochemi-

cal properties, such as electrostatic potential or hydrophobicity, seem to be required to obtain

a suitable classification of binding pockets. Nowadays, this dataset, referred as Kahraman

dataset, is frequently used as a benchmark to assess the performance of several methods

devoted to the comparison and the recognition of protein binding sites (5 , 8 , 20 , 35 ).

Homogeneous dataset We considered a second dataset, called Homogeneous Dataset

(HD), made up by Hoffmann and coworkers (5 ), in which the sizes of the binding sites are

closer than those in the Kahraman dataset. This benchmark is composed by 100 pockets

extracted from non-redundant proteins, binding to ligands of similar sizes. This dataset is

divided into ten groups of ten pockets binding one of ten ligand types:4âĂŹ-deoxy-4âĂŹ-

aminopyridoxal-5âĂŹ-phosphate, sucrose, 2-lysine(3-hydroxy-2-methyl-5-phosphonooxymethyl-

pyridin-4-ylmethane), lauryl dimethylamine-N-oxide, b-octylglucoside, palmitic acid, S-adenosylmethionine,

uridine-5âĂŹ-monophosphate, glutathione and pentaethylene glycol.

Gunasekaran dataset It is widely established that conformational changes in the binding

sites can occur upon ligand binding. It means that various ligands can induce motions of

flexible parts in a binding site. In order to prove the ability of PatchSearch to take into

account the flexibility of binding sites, we tried to recognize the same binding site on the

same protein in different conformations. For this purpose, we applied PatchSearch to the

Gunasekaran dataset, which comprised 97 proteins in both holo (in complex with ligand)

and apo (unbound) forms (36 ). Based on the structural changes between holo and apo

forms, this benchmark was divided in three classes: class I (no conformational change: Cα

displacement ≤ 0.5 Å), class II (moderate conformational changes, 0.5 Å≤ Cα displacement
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≤ 2.0 Å) and class III (large conformational changes: Cα displacement ≥ 2.0 Å).

MTLD: multiple target ligand database This database presented in (37 ) comprises

different structures of proteins, which have been solved in interaction with a same ligand.

On the whole, MTLD is composed of 1,732 polypharmacological ligands, among them 222

are approved drugs, able to bind to 44,996 sites. Interestingly, the MTLD statistical anal-

ysis shows that 795 ligands can bind with two different proteins, 740 ligands interact with

from three to ten proteins and 197 ligands bind to over ten proteins. We have chosen three

approved drugs used in cancer treatments referenced by MTLD: Sutent, Imatinib and So-

rafenib. PatchSearch is employed as a tool to predict and study their polypharmacological

effects.

3 Results and discussion

3.1 Binding site similarity recognition

Although we aim to identify off-target proteins, we first assess the PatchSearch scoring

when used as a patch similarity score. The Kahraman dataset (34 ) has been used for the

assessment of several methods devoted to the identification of similar binding sites (38 ), this

is the reason why we choose this dataset to compare our results to those obtained by some of

these methods: spherical harmonics (SH) (34 ), convolution kernel (Sup-CK) (5 ), geometric

hashing (MultiBind) (18 ), molecular surface shape alignment (PSIM) (39 ) and 3D Zernike

descriptor (PatchSurfer) (8 , 9 ).

The assessment of each methods was based on a ROC analysis and the AUC (area under

curve) criteria. For each ligand, we have computed all their score of similarity with all

pockets and rank these scores in decreasing order. The fraction of positive hits above a

given rank and the fraction of negative hits below this rank, represents a point of the ROC

curve.
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In a first step, we have evaluated PatchSearch performances using clique and quasi-

clique approaches. The summary of the results are given in Table 1. For each approaches,

we performed all-against-all patches comparisons. Whereas AUC value of the pure clique

approach, 0.52, is slightly above the random ranking, the quasi-clique approach gives signif-

icantly good results with corresponding AUC value of 0.78. The relatively poor results of

pure clique approach is likely due to a more stringent constraint about interatomic distances

in the structures of the compared binding sites. The structural distortions caused by exper-

imental conditions, conformational changes upon the ligand binding or by differences in the

binding mode of flexible ligands explain that quasi-clique is the most relevant approach for

PatchSearch. Nonetheless, it was pointed out that, in the Kahraman dataset, the binding

sites have various sizes depending on each ligand. Therefore, the volume or the size of the

pocket has been shown to enhance the performances of the different methods (Table 1). The

PatchSearch program yields the same observations with a pocket size descriptor: AUC values

are increased from 0.52 to 0.60 and from 0.78 to 0.82 for clique and quasi-clique approaches

respectively. The best results were obtained by sup-CK, with AUC values of 0.86 and 0.89

with a volume descriptor. Whereas the PatchSearch assessment is realized with constant

parameters, the sup-CK score has been optimized independently for each ligand.

To avoid the problem of the size effect of the binding pocket in the Kahraman dataset, the

Homogeneous dataset was built to contain binding sites with similar pocket volumes. On this

dataset, quasi-clique approach also performs slightly better than the pure clique one, with

AUC values of 0.77 and 0.74 respectively. As expected, the performances of all methods are

slightly weaker than in Kahraman dataset. However, except for sup-CK, the performances

are not significantly deteriorated between both datasets. Whatever the method used, the

pocket recognition is nearly identical when the size or the volume of the binding pocket is

combined to the initial score.
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3.1.1 Time assessment

The overall running time necessary to compute all-against-all patch similarity is 2083 seconds

on a PC GNU/Linux Intel Xeon CPU at 2.40GHz with one core used. The average running

time of a single patch comparison is 0.37 second. If a standard clique approach is used

under the same conditions, the overall time is 11500 seconds with an average time of 2.07

seconds. The average time ratio between the two approaches is over 9. These durations

measure the whole processing time of the method including parsing of the PDB files, the

clique detection based on a reduced set of atoms and the quasi-clique construction. The

clique approach performs the clique detection given all the atoms of the patch and the target

surfaces whereas in the PatchSearch algorithm, the clique detection is performed on a subset

of selected atoms.

The running time assessment to perform the search of a patch onto a target surface gives

very close results. This evaluation is performed on the Gunasekaran dataset. The average

time is almost proportional to the number of atoms of the target surface (not shown) and

the average time ratio between the clique and quasi-clique approaches is equal to 8.16.

Table 1: AUC for different methods applied to Kahraman dataset and Homogenous dataset.
Values are taken from (a) Hoffman et al. (5 ), (b) Spitzer et al. ?? and (c) Sael et al. (8 , 9 ).
NA: not available.

Methods Kahraman dataset Homogeneous dataset
Shape Shape + size Shape Shape + size

PatchSearch: Clique 0.52 0.60 0.67 0.74
PatchSearch: Quasi-Clique 0.78 0.82 0.74 0.77
Spherical Harmonics (a) 0.64 0.77 NA NA

sup-CK (a) 0.86 0.89 0.71 0.72
MultiBind (a) 0.71 NA 0.69 NA
PSIM (b) 0.79 NA 0.76 NA

PatchSurfer (c) 0.81 0.84 NA NA

Another reliable method, called eMatchSite has been developed to carry out alignments

of ligand binding sites (12 ). It can recognize efficiently similar binding pockets in proteins
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with different global structures. It is based on machine learning techniques that predict

pocket alignments with protein-ligand complex templates and then estimate the probability

of binding a same ligand from many sequential, structural, geometry and physicochemical

properties of known binding sites.

This method yields AUC values of 0.69 and 0.92 for Kahraman dataset and Homogeneous

dataset respectively. However, these results are not directly comparable to ours, since the

author has selected subsets of the both datasets.

Even if Kahraman dataset and Homogeneous dataset are often employed to compare

methods for the assessment of the similarities between binding sites they are not really ap-

propriate for the drug design field. In these dataset, the ligands do not show pharmacological

relevance: they are biological cofactors or bind non-specifically to proteins. Furthermore,

in Kahraman dataset, some ligands are closely related, for instance AMP and ATP share a

same moiety, such as the adenine moiety, which is contained in AMP, ATP and NAD. Over-

all, on both datasets, the quasi-clique approach of PatchSearch provides better accurately

than those obtained with pure clique approach and exhibits equivalent performances to the

other methods specifically designed for binding sites comparisons. However, it is important

to note that PatchSearch is developed for the recognition of similar binding sites onto protein

surfaces.

3.1.2 Quasi-clique and clique approaches comparison on the Gunasekaran dataset

As previously mentioned, two (or more) patches interacting with a same ligand do not have

exactly conserved inner distances, depending on the protein environment or state.

Consequently, we extracted patches from holo protein structures (proteins bound to a

ligand), and we tested patch recognition on the apo state of the same protein (free protein).

We first assessed the patch recognition efficiency on this dataset. Patches of the class I

are recognized with the highest specificity and sensitivity, the AUC value is 1 using cliques or

quasi-cliques. The results are slightly better using quasi-cliques rather than cliques for class
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II (AUC value of 0.98 with cliques and 0.99 with quasi-cliques) and class III (respectively

0.95 and 0.96).

We next evaluate the ability of PatchSearch to localize the patches extracted from pro-

teins in holo form onto the corresponding apo form surface using clique and quasi-clique

approaches. The patch recognition is measured by the PatchSearch score and by the frac-

tion of correctly retrieved residues.

In this experiment, for all classes, we obtain a mean fraction of correctly retrieved residues

close to 1 indicating that besides some very difficult cases, the PatchSearch score gives the

fraction of correctly retrieved atoms and therefore that PatchSearch succeeds in precisely

localizing the expected binding site onto the apo form. As shown in the Figure 2, clique

score values tend to drastically decrease when holo and apo forms have gone through larger

conformational changes (class II and class III proteins). We notice that using cliques does

not permit to align the whole patches, especially for class III patches (maximal score using

cliques: 0.98 for 3GAL/1BKZ). Scores obtained on class I using cliques or quasi-cliques

are similar (clique median score: 0.94 , quasi-clique median score: 0.96) indicating that

both methods managed to precisely retrieve the corresponding patches onto the apo surface

(Figure 2). An example of identification of holo patches from the class I is shown in the

figure 3: 1agw and 1fgk are both crystal structures of the tyrosine kinase domain of fibroblast

growth factor receptor 1. 1agw is the form bound to SU4984 inhibitor, whereas 1fgk is the

apo form. The RMSD between binding site of both forms is 0.32 Å. Both holo and apo

forms are very close, which explains the high overlap between the patch found on the apo

form 1fgk using the 1agw patch as a query.

In class II, median score is 0.82 and 0.93 for cliques and quasi-cliques respectively. In class

III, the proteins have undergone larger conformational changes and cliques are significatively

less efficient than in class I and II: median score for cliques is 0.63, whereas median score

for quasi-cliques is 0.87. For example, 1hii and 1hsi are both crystal structures of the HIV-2

protease and belong to the class III proteins (figure 4). 1hii is the form bound to CGP 53820
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pseudosymmetric inhibitor, whereas 1hsi is the apo form. The RMSD between binding site

of both forms is 2.92 Å, nevertheless, PatchSearch is able to accurately identify the 1hii patch

on 1hsi with a high score (0.7) and the proportion of correct retrieved residues is 0.93. For

all the proteins of the dataset, the quasi-clique approach allows to identify larger parts of

the patch, especially the flexible ones. The difficult cases correspond to protein movements

implying distances between patches over 3 Å. The ∆d threshold parameter is set to 3 Å,

and PatchSearch can only retrieve subpart of the patch on the corresponding apo form. In

all cases, this part of the patch has been subject to a lesser deformation and is precisely

localized on the apo surface. For example, the score value for the recognition of the 1ake

patch on 4ake surface is quite low (0.39). The RMSD between patch in the holo and apo

forms is high (6.1 Å), corresponding to a movement of a loop. For this particular case, we

choose to increase the ∆d parameter to 6 Å, which allows us to recognize the patch with a

better score (0.69) and the rate of correct identified residues is acceptable (0.59) given the

high distortions between holo and apo forms.

3.2 Recognition of patches binding some polypharmacological lig-

ands

PatchSearch was applied in relevant pharmacological cases, i.e. approved drugs known to

bind to multiple proteins. We choose three drugs designed for cancer therapy from the MTLD

dataset (37 ): imatinib, sutent and sorafenib. Imatinib has been approved by the Food and

Drug Administration for the treatment of chronic myelogenous leukemias and gastrointesti-

nal stromal tumors, sutent for renal cell carcinomas, gastrointestinal stromal tumors and

pancreatic neuroendocrine tumors and sorafenib for renal cell carcinomas, hepatocellular

carcinomas and thyroid cancers. For each drugs, four structures of drug-protein complexes

are available in the PDB (Table 2). We attempted to retrieve the drug binding site for a

given protein in the 3 other protein surfaces with PatchSearch. The same experiment was

performed with ProBis and compared with PatchSearch results. For sorafenib, both Patch-
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Figure 2: Comparison of clique (A) and quasi-clique (B) scores for each class of
the proteins from the Gunasekaran dataset.

Figure 3: Example of holo patch found on apo form on class I proteins. 1agw patch
atoms are represented in red mesh and atoms of the patch found on 1fgk are represented in
blue spheres.

Search and ProBis succeed in recognizing the three others structures. For PatchSearch, the

binding sites are found accurately on the surfaces (Dc ≤ 2.0 Å), with an average score of

0.64. Most of the imatinib patches are correctly found by both tools, except for 1xbb. When

analyzing imatinib patches in 1xbb, 1t46, 3hec and 3k5v structures, we noticed that the

spleen tyrosine kinase in 1xbb adopts an activated kinase conformation (which has not been
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Figure 4: Example of holo patch found on apo form on class III proteins. 1hii
is colored in blue whereas 1hsi is colored in red. Both proteins are represented as cartoon.
1hii patch atoms are represented in red mesh and atoms of the patch found on 1hsi are
represented in blue spheres.

seen in the other structures). Moreover, in 1xbb, the ligand is in its cis-conformation, which

is more folded and compact: its interactions with the kinase are more limited. Those two

different conformations could explain that imatinib patches are less efficiently recognized on

1xbb surface. ProBiS does not find any patch on the three off-targets for the sutent patches

3g0e and 3ti1, whereas PatchSearch identifies them with scores higher than 0.6 (respectively

0.64 and 0.68), and low Dc (1.23 Åand 0.77 Å). The figure 6) shows the superposition of

the 2y7j patch and the patch found with PatchSearch on 2y7j using 3ti1 patch as a query:

sutent patch is found on the human phosphorylase kinase with a Dc of 0.9 Åand the score is

0.67. Another example of superposition of found sutent patch and the initial known patch

is shown in the Figure 7 : sutent patch is found with a higher score (0.71) and a very low

Dc, 0.77 Å. For example, when searching for the 3ti1 patch (Figure 5) on the other surfaces

(2y7j, 3miy and 3g0e), we identified them with good PatchSearch scores (respectively 0.67,

0.71 and 0.66) and some very low Dc (0.9 Å, 0.77 Åand 0.64 Å). Patches found on 2y7j

(Figure 6) and on 3miy (Figure 7) overlap their own sutent patches, thus showing a good

localization of the patches found by PatchSearch. For most of these cases (except for 1xbb),

PatchSearch succeeds in detecting similar binding sites in different proteins and retrieve the

correct localizations onto the whole protein surfaces. ProBiS is able to obtain equivalent

results for sorafenib and imatinib, but, on the contrary of PatchSearch, ProBiS is unable to
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detect correctly all the similar binding sites, which interact with sutent.

Table 2: Comparison of PatchSearch and ProBiS performances on three approved
drugs used in cancer therapy.

Ligand Query patch ProBiS hits ProBiS z-score PatchSearch score Dc ( Å)
Sorafenib 1uwh 3 3.21 0.60 1.48

4asd 3 2.92 0.72 0.71
3rgf 3 3.05 0.67 1.15
3gcs 3 3.01 0.57 1.87

Imatinib 1t46 2 3.41 0.71 2.4
3k5v 2 3.42 0.65 2.39
1xbb 2 3.34 0.7 6.22
3hec 3 2.85 0.66 1.98

Sutent 3g0e 0 no hit 0.64 1.23
2y7j 3 2.93 0.79 1.23
3ti1 0 no hit 0.68 0.77
3miy 1 2.92 0.76 1.49

Figure 5: Patch extract from the complex of the cyclin-dependent kinase 2 bound
with B49 (PDB id: 3ti1). Patch atoms are represented with orange spheres, the ligand
(B49) with sticks and the protein with a cartoon structure.

4 Conclusions

PatchSearch is a tool designed to identify off-targets protein in a structural databank when-

ever the structure of a complex of a drug bound to its target is known. For this purpose,
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Figure 6: Example of sutent patch found on 2y7j. Patch atoms of 2y7j are represented
as green spheres, whereas atoms found using PatchSearch with 3ti1 query patch on 2y7j are
in orange mesh.

Figure 7: Example of sutent patch found on 3miy. Patch atoms of 3miy are represented
as magenta spheres, whereas atoms found using PatchSearch with 3ti1 query patch on 3miy
are in orange mesh.

it is based on an efficient and original quasi-clique detection approach to recognize specific

patches. It not only computes a similarity score between two binding sites, but also it is able

do accurately align patch locally on a whole off-target surface.

Moreover, even if the patch is derived from an experimental binding site in the results

presented here, the patch can be also manually specified by the user through the selection

of relevant residues, for instance protein-protein interaction hotspots.

We showed that PatchSearch can recognize patch with a controlled amount of flexibility.

This has been assessed on a benchmark consisting of holo and corresponding apo protein

conformations. In conclusion, this novel tool could be useful for detecting unwanted inter-

actions of drugs with non-targeted proteins, in order to prevent some potential side effects.

Furthermore, by facilitating the uncovering of unexpected off-targets, PatchSearch could
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contribute to the repurposing of existing drugs.
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Liste des abréviations

1PE : pentaéthylène glycol

ADME : Absorption Distribution Métabolisme Excrétion

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

AMP : Adénosine Monophosphate

ANSM : Agence Nationale de Sécurité du Médicament

ARN : Acide Désoxyribonucléique

ARG : arginine

ASA : Accessible Solvent Area

ASN : asparagine

ATP : Adénosine Triphosphate

AUC : Area Under the Curve

BLOSUM : BLOcks Substitution Matrix

BOG : béta octyl glucoside

Dc : Distance entre centroïdes

EC : Enzyme Commission

FAD : Flavine Adénine Dinucléotide

FMN : Flavine Mononucléotide

GLC : Glucose

GSH : glutathion

H.S. : Harmonies Sphériques

HD : Hoffmann Dataset

HDnous : patches et surfaces extraits des complexes du Hoffmann dataset selon
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notre protocole

HDorig : patches et surfaces extraits des complexes du Hoffmann dataset par

Hoffmann et ses collègues

KD : Kahraman Dataset

Knous : patches et surfaces extraits des complexes du Kahraman dataset selon notre
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Korig : patches et surfaces extraits des complexes du Kahraman dataset par

Hoffmann et ses collègues

LDA : lauryl diméthylamine-n-oxyde
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MAP : Mitogen Activated Protein

MTLD : Multiple Target Ligand Database
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VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor
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VN : Vrai Négatif

VP : Vrai Positif
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Résumé

La détection de potentielles cibles secondaires ou off-targets d’un ligand donné
requiert la détermination de son site d’interaction et la recherche de sites d’interac-
tion similaires sur d’autres protéines. Dans le but de mener à bien cette étude, nous
avons développé PatchSearch : cet outil compare un patch requête, correspondant
à un site d’interaction, avec la surface d’une cible potentielle. L’algorithme employé
s’appuie sur une méthode originale de recherche de quasi-cliques dans un graphe
produit : cette approche identifie des groupes d’atomes du patch appariés avec ceux
de la surface ciblée avec des propriétés physico-chimiques conservées et dans des
configurations proches. Nous montrons que PatchSearch trouve des patches qui cor-
respondent à ceux qui sont connus sur les surfaces ciblées. De plus, les résultats de
l’application de PatchSearch sur des protéines flexibles indiquent que l’approche des
quasi-cliques permet de retrouver à la fois les parties rigides et flexibles des patches,
contrairement à la recherche classique de cliques. Enfin, les performances de Patch-
Search sont équivalentes à celles des autres outils de comparaison de sites de liaison.
Nous avons également appliqué PatchSearch sur des off-targets de médicaments im-
pliqués dans le traitement de cancers. Nos expériences suggèrent l’utilisation de
PatchSearch dans la recherche des éventuelles off-targets d’un médicament.

Abstract

Detection of putative off-targets for a ligand requires to search for some similar
binding sites onto other proteins surface. In order to achieve this goal, we deve-
loped a tool named PatchSearch. This program compares a query patch, which
contains the binding site, with the surface a potentially targeted protein. Patch-
Search’s algorithm is based on an original method searching for some quasi-cliques
in a graph product, which identifies some atoms both in the patch and in the sur-
face with conserved physicochemical properties and in similar configurations. We
show that PatchSearch efficiently finds known patches on protein surfaces. Moreo-
ver, application of PatchSearch on flexible proteins shows that, unlike the classic
cliques approach, quasi-cliques method allows to find both rigid and flexible parts
of the patches. PatchSearch gets similar results compared to the other binding site
comparison tools. We also applied PatchSearch to find patches binding polyphar-
macological drugs involved in cancer treatment, in order to identify them on known
off targets. Our experiments suggest to employ PatchSearch in off-targets detection
process.
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