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DEVELOPPEMENT D’UN PROTOCOLE DE SIMULATION MULTI-ECHELLE APPLIQUE AU DOCKING 

DE LIGANDS PROTEIQUES DANS DES MOLECULES D'ADN

1 - Objectif principal


L'essor récent des sciences de la vie est certainement dû, au-delà des nombreuses applications pratiques, à leur ouverture vers des disciplines plus anciennes. C'est ainsi que la physique, la chimie et l'informatique ont pu contribuer à cet essor en y apportant non seulement des techniques et instruments d'analyse, mais aussi des modèles et méthodes de calcul capables de traiter les différents niveaux de complexité caractéristiques des assemblages de macromolécules biologiques. C'est dans ce cadre que s'inscrit notre projet qui fait interagir des spécialistes de la biologie, de l'informatique, de la physique et des sciences des matériaux. 

Nous proposons de développer une simulation multi-échelle d’interactions-clef entre protéines et acides nucléiques sur la base de l'expérience des équipes participantes et des logiciels disponibles au niveau international. Notre objectif est d'assembler des modèles existants sous forme hiérarchique et de les exploiter tour à tour en fonction des besoins, aussi bien au niveau spatial des interactions à courte et longue portée qu'au niveau temporel des mécanismes rapides et lents. Cette modélisation s'appuiera sur des méthodes développées au LAAS-CNRS et au LPST dans le cadre de programmes nationaux et européens, pour des applications en microélectronique et nanotechnologies. Le choix entre différents modèles se fera sur la base du compromis entre la précision demandée pour les résultats et le temps de calcul qui limite le nombre de simulations à effectuer. Ce développement méthodologique sera dédié à une problématique centrale à la génomique structurale, à savoir la prédiction des mécanismes moléculaires à la base d’interactions critiques entre protéines et acides nucléiques. Cette thématique constitue l’un des axes majeurs de la recherche à l’IPBS.

2 – Apport des méthodes bioinformatiques prédictives à la génomique structurale
Application du docking moléculaire à l’étude des interactions protéines/acides nucléiques

Les interactions acides nucléiques/protéines régissent de nombreux processus biologiques, qu’il s’agisse, entre autres, de la transcription du génome et de la traduction subséquente du message génétique en protéines. L’étude structurale de la régulation de l’expression génique a des implications multiples en terme de cancérogénèse, de maladies virales et auto-immunes. 

La résolution à l’échelle atomique, par cristallographie ou RMN, de centaines de structures de complexes acides nucléiques/protéines a permis de mettre à jour un certain nombre d’éléments d’une logique commune : insertion de motifs peptidiques d’une dizaine de résidus dans un sillon majeur d’ADN ou sillon mineur d’ARN, interaction d’empilement entre des cycles aromatiques d’amino-acides et des bases nucléotidiques, interaction de type arginine/guanine. Il devient donc possible de circonscrire l’essentiel d’une interaction acide nucléique/protéine à un ensemble de groupements chimiques – donneurs et accepteurs d’hydrogène, polaires, hydrophobes – dans un volume relativement restreint par rapport aux surfaces totales des deux entités respectives. Pourtant, les parties restantes des  macromolécules, protéine et acide nucléique, ne sauraient être négligées dans la mesure où elles assurent l’approche initiale des deux partenaires de l’interaction et où elles contraignent aussi les libres rotation du “ ligand ” dans le “ récepteur ”. 

Par ailleurs, des méthodes prédictives – combinaison de modélisation par homologie et docking moléculaire -  ont été développées pour pallier à la masse exponentielle de données de séquences nucléiques et protéiques mises à jour et que ne peuvent traiter dans leur intégralité les méthodes structurales directes (cristallographie et RMN) en dépit de leurs évidents progrès. Malheureusement, la plupart des méthodes de docking actuellement disponibles accommodent mal le traitement simultané à courte et à longue distance de l’interaction. C’est en ce sens qu’est particulièrement séduisante l’approche développée conjointement par les équipes du LAAS-CNRS et du LPST, à savoir la simulation multi-échelle.

3 - Les modèles actuels et leur adéquation à la problématique biologique abordée


La démarche la plus rigoureuse consisterait à traiter les interactions mises en jeu à l'aide de modèles quantiques, utilisant en particulier la théorie de la fonctionnelle densité associée aux pseudo-potentiels atomiques. L'intérêt de cette démarche est de bien représenter les mécanismes intervenant dans les interactions, ainsi que d'évaluer les énergies mises en jeu. Cette approche est cependant très lourde et difficile à mettre en oeuvre. En effet, elle ne peut être appliquée qu'aux systèmes de petites tailles (contenant au maximum 100 atomes) et demande un temps de calcul prohibitif (plusieurs semaines). Il est évident que cette approche ne convient pas aux grosses molécules rencontrées en biologie, pharmacie et biochimie, et ne permet pas de réduire les délais.


A l'opposé, les modèles du type ‘Docking’ conventionnel sont fondés sur des interactions de nature coulombienne et Van der Waals entre les molécules, négligeant le plus souvent toute déformation de la molécule. Ils ne permettent donc pas d'accéder réellement aux mécanismes des interactions, c’est-à-dire aux ruptures et formations de liaisons entre atomes. En particulier, dans le cas des molécules non polaires où les forces coulombiennes sont absentes, les mouvements sont guidés par des considérations purement stériques, à cause de la partie répulsive des interactions de Van der Waals qui empêche les atomes de se rapprocher. Ceci est certainement vrai dans beaucoup de cas, mais il faut se garder de généraliser.


C'est ainsi qu'un grand nombre de modèles existants requièrent un positionnement préalable, plus ou moins délicat et précis à effectuer, des molécules en présence. La nécessité de ce prépositionnement est certainement dommageable au caractère prédictif des modèles.


L'avantage principal des modèles de type Docking réside dans la rapidité du calcul qui découle des approximations. Cependant, malgré cette simplification à outrance, toutes les situations ne peuvent pas être traitées à l'aide de ces modèles.


Entre les deux modèles extrêmes, nous pourrons définir une série de modèles intermédiaires, que nous appellerons ensemble de modèles hiérarchisés. Ces modèles intermédiaires permettent de traiter un nombre de plus en plus important d'atomes, sur des durées d'expérience de plus en plus longues et dans des conditions expérimentales de plus en plus réalistes, tout en demandant des temps de calcul de plus en plus courts.


La contrepartie est que les modèles les moins sophistiqués contiennent des paramètres semi-empiriques qui peuvent être fournis par des modèles plus en amont. Bien entendu, ces paramètres peuvent aussi être déterminés à partir de données expérimentales, si des mesures adéquates sont disponibles.


Dans cette gamme, et concernant les biopolymères, nous placerons la dynamique moléculaire, les techniques de Monte Carlo et la mécanique moléculaire.


La dynamique moléculaire s'intéresse aux mouvements des entités (atomes ou molécules indéformables) au cours du temps, sous l'influence des forces en présence. Dans le cas qui nous concerne, seuls les mouvements atomiques présentent un intérêt, car ils reproduisent les déformations internes des deux molécules, acide nucléique et protéine, sous l'action des forces locales s'appliquant aux diverses parties de ces molécules. Le mouvement relatif des deux molécules, considérées comme rigides, sous l'action des forces globales ne devient intéressant que s'il sort du cadre de la dynamique moléculaire pour constituer une première étape de minimisation de l'énergie totale.


Concernant les mouvements atomiques, il faut évidemment se borner aux potentiels classiques (non quantiques) à cause du nombre important d'atomes dans chaque molécule. De plus, les faibles valeurs des interactions et les conditions opératoires à température ambiante accroissent le rôle de l'entropie dans l'expression de l'énergie libre. Ceci signifie que l'extraction de moyennes thermodynamiques nécessite l'exploration d'un grand nombre de configurations dans l'espace des phases. Il faudra alors simuler des durées d'expérience nettement plus longues que les quelques nanosecondes habituelles en dynamique moléculaire.


Dans cet esprit, les techniques de Monte Carlo sont plus adaptées car elles permettent une exploration artificielle de l'espace des phases évitant des quasi-boucles, fréquemment rencontrées en dynamique moléculaire, ou réduisant le nombre de configurations à faible probabilité. La méthode de Monte Carlo a été utilisée avec plusieurs variantes, plus ou moins éloignées de la dynamique moléculaire. Dans ces techniques, des déplacements atomiques discrets sont examinés en fonction des critères divers, avec une atténuation ou une amplification éventuelle de certaines forces en présence. La différence essentielle avec la dynamique moléculaire est que, pour accélérer les calculs, la notion du temps considéré comme une variable continue est abandonnée.


Les déplacements peuvent être choisis de façon aléatoire ou à la suite de considérations semi-empiriques, associés dans les deux cas aux critères énergétiques. Ils peuvent ainsi combiner l'aléatoire et les forces, à des degrés divers, pour se rapprocher plus ou moins de la dynamique moléculaire.


L'avantage des techniques de Monte Carlo est de permettre une minimisation relativement rapide de l'énergie, en éliminant partiellement les effets de l'entropie, mais sans rester bloqué dans des positions de minimum secondaire. Le LAAS-CNRS et le LPST ont une longue expérience dans le développement et l'exploitation de logiciels à base de techniques de Monte Carlo.


La mécanique moléculaire permet d'accéder aux déformations de chaque molécule induites par la présence de l'autre molécule. Elle utilise toujours des potentiels classiques et s'identifie à une dynamique moléculaire dans laquelle la variable temps est éliminée. Pour éviter les minimums locaux, elle doit être utilisée en phase terminale ou bien associée à une technique de Monte Carlo.


En phase terminale, son intérêt se limite à la détermination des énergies d'interaction, pourvu que les différentes constantes de force soient connues avec précision, ce qui est rare. Associée à la technique de Monte Carlo, la mécanique moléculaire modifie dans une large mesure les probabilités de transition associées aux mouvements atomiques. C'est dans ce contexte qu'elle a été utilisée dans les travaux entrepris au LAAS et au LPST.


Dans le cas des molécules biologiques qui nous intéressent, on ne peut associer les deux techniques, avec des temps de calcul raisonnables, que si la mécanique moléculaire est limitée à un nombre restreint d'atomes dans chaque molécule. Il s'agira des atomes les plus concernés par les liaisons. Le reste de la molécule est généralement considéré comme rigide, c'est à dire dans sa structure isolée dans l'espace.

4 - Les logiciels disponibles


Un certain nombre de logiciels sont aujourd'hui disponibles pour traiter des problèmes d'interaction entre molécules biologiques (cf. la liste consultable à l’adresse Internet suivante : http://cmm.info.nih.gov/modeling/universal_software.html).


Comme exemples, nous pouvons citer :


- Affinity et GASP qui sont des logiciels commerciaux distribués respectivement par les sociétés MSI et Tripos,


- GRAMM, Autodock et DOCK qui sont des logiciels d'origine académique aisément accessibles.


Sur le plan opérationnel, nous avons rencontré deux procédés extrêmes. 

D'un côté, nous trouvons les logiciels combinant plusieurs des modèles cités ci-dessus et qui tirent parti des possibilités offertes par chacun d'eux. Mais l'articulation de ces modèles les uns par rapport aux autres ne nous semble ni évident ni optimal. C'est ainsi que pour converger vers des structures finales de docking adéquates, l'opérateur est supposé avoir une connaissance a priori relativement précise de ces mêmes configurations finales. Toute initialisation du problème présentant un écart par rapport à ces configurations conduit à une divergence des solutions. L'exemple-type de ce mode opératoire est le logiciel ‘Affinity’ de la société MSI.


De l'autre côté, nous sommes en présence de logiciels qui appliquent les méthodes de docking à des molécules dont la configuration initiale n'a pas besoin d'être précisée par l'opérateur. Dans ce cas, le logiciel cherche de façon automatique les positions les plus favorables. Le résultat final n'est pas toujours convaincant dans la mesure où l'opérateur se trouve face à une multitude de solutions parmi lesquelles il doit faire son choix sans autre guide. En règle générale, les paramètres physiques associés à chaque configuration ne sont pas suffisamment précis pour que l'on puisse dégager des critères nets qui permettent de privilégier l'une d'entre elles. Ici aussi, l'opérateur doit avoir une idée précise de la solution finale. L'exemple type de ce mode opératoire est le logiciel GRAMM (‘Global RAnge Molecular Matching’).


Nous avons eu l’occasion de tester et de comparer ces deux programmes (Fig. 1) à propos de l’interaction entre l’ARN TAR de HIV-1 et le peptide fonctionnel issu de la protéine humaine TRBP (cofacteur de la protéine virale Tat dans la trans-activation du virus). Les coordonnées atomiques de TAR sont dérivées d’une étude par RMN et celles du peptide résultent d’une modélisation moléculaire. Dans le premier cas (Fig. 1 à droite), nous avons utilisé les contraintes spatiales issues d’études de mutagenèse effectuées indépendamment sur le peptide et l’ARN pour prépositionner le peptide par rapport à l’ARN et avons utilisé le programme Affinity de MSI - qui permet un docking flexible - pour l’affinement de l’interface d’interaction. Dans le deuxième cas (Fig. 1 à gauche), nous n’avons fourni aucune information spatiale préalable quant au positionnement relatif des deux entités au programme GRAMM. Nous constatons qu’aucune des solutions automatiques suggérées n’est satisfaisante au regard de la pertinence biologique dérivée de l’expérience.  
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Figure 1 – Comparaison des résultats de docking obtenus, sur le même système, avec les programmes GRAMM (à gauche) et Affinity (à droite)

L’ARN apparaît en gris et le peptide est représenté en ruban plein


Nous ne pourrons pas détailler ici chacun des logiciels disponibles, mais il nous est apparu qu'aucun n'était réellement adapté aux problèmes que nous avons évoqués au début de cette proposition. Dresser un inventaire des logiciels disponibles, où figureraient les possibilités de chacun et le type de problèmes auxquels il serait applicable, pourrait d’ailleurs constituer une des tâches de ce projet.


Sur le plan de l'accessibilité, nous pouvons aussi distinguer deux types : commercial et académique, parmi les logiciels disponibles. Outre l'aspect financier qui caractérise ces deux types, la différence essentielle porte sur leur convivialité et leurs possibilités de développements prospectifs. En effet, les logiciels commerciaux, bien que relativement conviviaux pour l'utilisateur, avec les diverses options sous forme de menus bien présentés, sont généralement fermés. Ceci veut dire qu'ils ne permettent pas d'aller au-delà des options fournies par le distributeur.


Au contraire, les logiciels académiques donnent généralement accès au code source, ce qui permet à chaque utilisateur d’implémenter des modules ou procédures en fonction de son problème particulier. Il est évident que cela nécessite, au préalable, une connaissance approfondie du mode de fonctionnement du logiciel. Cette connaissance est relativement aisée pour un utilisateur initié même si elle nécessite l'abandon de la convivialité. Bien plus, l'accessibilité aux sources permet de combiner plusieurs logiciels fondés sur des modèles différents mais complémentaires. Il s'agira ici de combiner des logiciels dédiés aux matériaux biologiques, mais aussi des logiciels s'appliquant à d'autres domaines de la science des matériaux. C'est ainsi que nous comptons aborder le programme multidisciplinaire que nous proposons.


En conclusion, les logiciels disponibles se distinguent sur le plan opérationnel et sur celui de l'accessibilité. Les logiciels disponibles aujourd'hui ne peuvent pas nous apporter, individuellement, de solution satisfaisante dans la mesure où ils exigent une connaissance précise de la solution finale recherchée. Une association de logiciels venant d'horizons divers, et s'intéressant à différents domaines de la science des matériaux, nous semble indispensable. 
5 – la simulation multi-échelle


C'est pour pallier aux insuffisances des modèles particuliers et des logiciels individuels que nous proposons de développer une simulation multi-échelle. Nous proposons de combiner plusieurs modèles , dans l'esprit de l'ensemble hiérarchisé des modèles, et sur la base de notre expérience passée au LAAS-CNRS et au LPST.


Au cours de notre travail sur la modélisation à l'échelle atomique de l'oxydation du silicium, nous avons développé la simulation multi-échelle suivant deux axes (Fig. 2). En premier lieu, l'ensemble des modèles hiérarchisés ont été utilisés en cascade. Ainsi, les modèles ab initio quantiques ont d'abord été appliqués aux systèmes de petites tailles pour examiner les divers mécanismes réactionnels possibles et déterminer les paramètres associés à ces mécanismes.


Ensuite, une technique de Monte Carlo nous a permis de combiner l'ensemble des mécanismes trouvés et de les associer avec d'autres mécanismes semi-empiriques. Les paramètres déterminés à partir de modèles ab initio ont permis d'attribuer des probabilités à chacun des mécanismes mis en jeu. La  technique de Monte Carlo a rendu possible la simulation de l'évolution des systèmes de relativement grandes tailles (105 à 106 atomes) sur des durées d'expérience de plusieurs secondes, dans des conditions expérimentales (température, pression, environnement) réalistes.


Enfin, nous avons développé un modèle mésoscopique sur la base des principaux événements effectivement observés dans la technique de Monte Carlo. Ce modèle permet à la fois d'accélerer les calculs, de traiter  des systèmes de taille mésoscopique et d'augmenter la durée des expériences simulées.
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Figure 2 – Schématisation de la démarche de simulation multi-échelle


En second lieu, nous prenons en compte le fait que toutes les parties d'un système ne sont pas soumises au mêmes sollicitations. Certaines sont le lieu de réactions chimiques, alors que d'autres sont uniquement soumises aux forces mécaniques plus ou moins importantes. Les diverses parties d'un système de grande taille peuvent donc être traitées à l'aide de modèles différents. Cependant, les conditions aux limites pour passer d'une partie à une autre, alors que les modèles utilisés sont différents, doivent faire l'objet d'une attention particulière pour permettre ce changement de modèle.


De la même façon, la simulation multi-échelle peut être conçue dans sa dimension temporelle. Ainsi, on peut départager les différents mécanismes intervenant dans un système suivant leur rapidité, et appliquer un traitement spécifique à chaque groupe. Le traitement particulier à un groupe doit à la fois tenir compte :


- de l'importance des mécanismes du groupe dans l'évolution du système global, donc de la précision des calculs correspondant aux mécanismes,


- de la rapidité relative des mécanismes qui peut augmenter considérablement le temps de calcul.


Certaines approximations sur des mécanismes rapides peuvent souvent réduire le temps de calcul sans affecter le résultat final. Nous avons déjà effectué ce type d'approximations dans notre simulation multi-échelle de l'oxydation du silicium.


Concernant les interactions entre molécules biologiques, nous pensons qu'une simulation multi-échelle suivant les deux axes des modèles hiérarchisés et de la partition spatio-temporelle est nécessaire pour avoir une représentation correcte des mécanismes. Ceci est vrai aussi bien au cours de la recherche de la géométrie que pour spécifier la géométrie finale  et ses paramètres associés.

6 - Les objectifs à atteindre


Pour être efficace, le docking prédictif d’une interaction protéine/acide nucléique doit, d’une part, fournir les coordonnées du complexe en disposant des seules coordonnées des deux partenaires libres et d’autre part prédire le changement de conformation résultant de leur interaction.

Nous avons vu que les logiciels de type Docking, le plus souvent utilisés en biologie et biochimie sont à la fois insuffisants pour décrire l'ensemble des phénomènes et incapables de traiter le cas des molécules les plus grosses. Une amélioration et une simplification s'imposent à la fois. L'utilisation de modèles plus rigoureux de type ab initio quantique ne peut qu'alourdir les calculs.


C'est la raison pour laquelle nous proposons de développer un protocole de simulation multi-échelle adapté aux interactions entre protéines et acides nucléiques. Déjà pratiqué en physique, ce procédé est tout à fait innovant en matière de macromolécules biologiques.


Les problèmes qui se posent au niveau des interaction protéine/acides nucléique peuvent se résumer en quatre points :


1 - La liaison chimique, qui est essentiellement limitée aux liaisons hydrogène entre les deux molécules, sans liaison covalente ni échange d'atomes.


2 - Les déformations locales des molécules pour faciliter la formation des liaisons hydrogène. Ces déformations peuvent se propager plus ou moins à l'intérieur des molécules.


3 - Les interactions de nature électrostatique (dipolaires) et Van der Waals, qui sont de longue portée et s'exercent entre les parties éloignées des molécules.


4 - Les potentiels répulsifs entre atomes qui conduisent à une vision stérique des interactions et qui gouvernent les configurations finales dans les modèles de type docking conventionnels.


Outre ces problèmes également rencontrés dans l’étude des interactions protéine/protéine, il en est de plus spécifiques aux interactions protéine/acide nucléique. En effet, l’ADN et l’ARN sont des molécules hautement chargées et considérablement plus flexibles que les protéines. Alors que les changements conformationnels induits par la complexation seront limités au niveau des chaînes latérales dans le cas des protéines, ils pourront se manifester au niveau d’une hélice entière d’acide nucléique sous forme de courbure ou de déroulement. Ceci explique sans doute que, jusqu’à ce jour, seules quelques tentatives aient été faites en matière de docking des interactions acides nucléiques/protéines (cf. la revue par Sternberg et al., Curr. Opin. Struct. Biol. 1998, 8 : 250-256)


L'objectif du projet consiste donc à analyser l'ensemble de ces interactions et à trouver des modèles pour une simulation prédictive. 


En ce qui concerne les liaisons hydrogène, le point intéressant, en dehors des atomes intervenant dans les liaisons, est la caractérisation de cette liaison en fonction des variations de la configuration locale et des atomes voisins non directement concernés par la liaison. Ce point nécessite l'utilisation de calculs ab initio et peut aboutir à l'établissement d'une table dans laquelle d'autres modèles puiseront des informations.


Cependant, ces liaisons hydrogène peuvent s'établir de plusieurs façons car les molécules présentent de nombreux points d'attache. En fonction du prépositionnement des deux molécules, un nombre variable de liaisons, avec des configurations locales différentes, se forment. C'est la technique de Monte Carlo qui permet d'explorer les différentes possibilités, en puisant éventuellement des données dans la table constituée à partir de modèles ab initio. Plusieurs variantes de la technique de Monte Carlo peuvent être utilisées.


Nous avons, dans nos études antérieures, largement utilisé la méthode de Monte Carlo cinétique qui permet d'établir un calendrier des événements microscopiques régissant l'évolution du système. L'étude de l'évolution temporelle nous semble le meilleur moyen pour trouver les positions stables en fonction des conditions initiales ne nécessitant pas un prépositionnement définitif. 


Il est évident que les déformations moléculaires peuvent largement faciliter l'établissement des liaisons hydrogène, dans la mesure où le nombre de liaisons formées est important. Ces déformations peuvent être modélisées à partir des principes de la mécanique moléculaire en utilisant des potentiels et des constantes de force de la mécanique classique. Les valeurs des différentes constantes de force peuvent être facilement trouvées dans la littérature et dans les banques de données.


Cependant, ces déformations doivent satisfaire à deux conditions pour être réalistes et, en même temps, ne pas exiger trop de temps de calcul. En premier lieu, elles doivent suivre l'évolution du système. On ne peut imaginer faire évoluer la nature et la position des liaisons hydrogène sans prendre en compte, simultanément, les déformations locales. Plus encore, l'évolution future de ces liaisons est largement influencée par les déformations que ces liaisons créent autour d'elles. Pour atteindre notre but, la méthode de Monte Carlo et la mécanique moléculaire doivent être intimement imbriquées.


La seconde condition est que les déformations doivent rester localisées autour des liaisons, pour ne pas aboutir à des temps de calcul prohibitifs. Il en résulte que l'évolution des déformations restera aussi localisée autour des liaisons rompues ou reconstituées. Cette démarche, associée à des approximations introduites dans la mécanique moléculaire ont pour effet d'accélérer le processus de calcul. Nous avons observé cette accélération dans la simulation à l'échelle atomique de la croissance hétéroépitaxiale où nous avons adopté cette démarche :


- association intime de la technique de Monte Carlo et de la mécanique moléculaire


- limitation de la zone affectée par les déformations au voisinage des événements récents.


En ce qui concerne les interactions électrostatiques (dipolaires) et Van der Waals, les modèles de type docking tiennent bien compte de leurs effets. Les logiciels existants peuvent donc être utilisés comme tels, ou adaptés pour incorporer les effets décrits ci-dessus: la dépendance entre les liaisons hydrogène et la configuration locale, et l'association Monte Carlo-mécanique moléculaire. Cette décision, ainsi que le degré d'adaptation nécessaire, ne pourra être définitivement prise qu'après un inventaire précis des divers logiciels disponibles.


Une adaptation possible consisterait dans la prise en compte du milieu environnant, en particulier des molécules de solvant ou des molécules en solution. En effet, ces molécules peuvent réagir avec des molécules actives et affecter indirectement les réactions les plus intéressantes.

Enfin, une simulation multi-échelle, telle que nous l'envisageons, nécessite à la fois l'utilisation simultanée de plusieurs logiciels et un découpage spatio-temporel des molécules, en parties proches et éloignées, et des mécanismes, suivant leur rapidité. Nous serons donc amenés à prévoir et développer des interfaces entre logiciels et des conditions aux limites adéquates pour passer d'une partie à une autre de la molécule lorsqu'il y a changement de modèle.


Nous pensons ainsi pouvoir tenir compte de l'ensemble des aspects physico-chimiques intervenant dans le processus et accélérer en même temps les calculs en supprimant les calculs inutiles pour les parties éloignées des grosses molécules.


Un autre avantage de cette simulation multi-échelle réside dans sa possibilité d'extension, dans une seconde phase du projet, pour tenir compte de la dynamique des enchevêtrements et de l'auto-organisation qui auront certainement un rôle à jouer dans les processus où interviennent un grand nombre de molécules actives. Cette seconde phase pourra être fondée sur des simulations à base de dynamique moléculaire et de technique de Monte Carlo.

7 – spheres de compétence des participants


Les trois laboratoires impliqués ont déjà une longue expérience dans ce domaine. L'IPBS a déjà travaillé sur la partie expérimentale ainsi que sur les simulations. Le LPST et le LAAS ont collaboré depuis une dizaine d'années sur la modélisation et la simulation à l'échelle atomique.

IPBS

L’équipe de M. Erard étudie différents types d’interactions protéine/acide nucléique mises en jeu dans des processus de prolifération cellulaire ou virale, tels que la tumorigénèse de cellules nerveuses et la trans-activation du virus du SIDA. La démarche vise à élucider les mécanismes moléculaires à la base de ces interactions critiques, l’objectif à plus long terme étant le développement de peptides ou peptido-mimétiques capables de les entraver et, par là, de s’opposer aux mécanismes délétères en terme de santé publique qu’elles occasionnent. Ces recherches sont menées par une combinaison d’approches spectroscopiques – dichroïsme circulaire, RMN et spectrométrie de masse – de biologie moléculaire et de modélisation moléculaire. 

La modélisation par homologie (encore appelée modélisation comparative) est utilisée pour prédire la structure tridimensionnelle de protéines ou domaines protéiques fonctionnels en prenant comme trame les coordonnées atomiques, disponibles dans la PDB (Protein Databank à Brookhaven), des structures hautement résolues par cristallographie ou RMN de protéines ou domaines protéiques apparentés (le degré d’homologie au niveau des séquences primaires des protéines, protéine à structure connue et protéine à modéliser, doit, dans ce cas, être > 30 %). 

L’identification du partenaire nucléique – ADN ou ARN – s’effectue en ayant recours à différentes méthodes de criblage (par exemple la méthode SELEX de sélection in vitro). Une mutagenèse extensive des deux partenaires, protéine et acide nucléique, couplée à des détections d’empreinte de la protéine sur l’acide nucléique par RMN et spectrométrie de masse, renseignera sur la nature des acides aminés en contact avec des nucléotides donnés. Ceci fournira un jeu de contraintes spatiales indispensables pour opérer un prépositionnement de la protéine par rapport à l’acide nucléique, prérequis indispensable au docking en raison de l’insuffisance des méthodes existantes comme nous l’avons mentionné plus haut. De la qualité de ce jeu de contraintes initiales dépendra évidemment la fiabilité du docking subséquent. Dans des cas favorables, il existe un homologue à structure résolue, non seulement au niveau de la protéine d’intérêt, mais aussi au niveau de sa cible nucléique et, mieux encore, au niveau du complexe. Il s’agit là évidemment de cas idéaux, extrêmement rares, puisque le fossé s’accroît sans cesse entre le nombre de structures protéiques connues et celui, beaucoup plus modeste, vue la complexité de la tâche, de structures d’assemblage protéine/acide nucléique. 

Seront privilégiées dans le cadre du présent projet les recherches concernant la fixation de deux facteurs de transcription, un facteur neuronal, N-OCT-3, et un facteur nucléaire d’hépatocyte, HNF-3B, sur un fragment d’ADN correspondant à la région régulatrice du gène de la décarboxylase des acides aminés aromatiques (‘AADC’). Les éléments de l’interaction ont été disséqués et une prédiction de structure tridimensionnelle du complexe ternaire a été réalisée récemment (Fig. 3). 

Ce système a été choisi pour plusieurs raisons :

1. Sa pertinence biologique puisque l’hypothèse actuelle de travail de l’équipe, en cours de vérification, est que la fixation simultanée de ces deux facteurs de transcription sur l’ADN-promoteur du gène de l’AADC, est caractéristique de certains contextes endocriniens ou neuronaux tumoraux 

2. La possibilité de généraliser le mécanisme de fixation simultanée de ces deux types bien distincts de facteurs de transcription, sur le double plan fonctionnel et structural

3. Le caractère prototypique des éléments de base de la reconnaissance entre protéine et ADN : le motif protéique ‘hélice-coude-hélice’ où l’hélice de reconnaissance est insérée dans un sillon majeur de quelques bases d’ADN est un patron d’interaction très ancien en terme d’évolution moléculaire, « redécouvert » plusieurs fois par la nature dans des contextes différents (au niveau des types de cellules et/ou d’organismes).

4. Enfin, nous nous trouvons effectivement dans un de ces cas idéaux, cités plus haut, où il existe un complexe homologue dont la structure a été résolue pour chacun des complexes binaires (N-OCT-3/ADN et HNF-3B/ADN) du complexe ternaire à construire. La fiabilité du modèle est donc satisfaisante et nous pourrons l’utiliser, entre autres structures de complexes ADN/protéines, dans le cadre de la validation du protocole de simulation multi-échelle que nous avons l’intention de développer.  

5. Il sera très intéressant d’étudier les complexes obtenus après mutation de l’ADN-promoteur et/ou des régions-clef des deux protéines.    
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Figure 3 – Prédiction de la structure tridimensionnelle du complexe ternaire -  

Les domaines de fixation à l’ADN de N-OCT-3 (en brun) et de HNF-3B (en bleu) ont d’abord été individuellement modélisés par homologie puis « arrimés » séquentiellement sur leur site ADN-promoteur respectif. Le programme Affinity a été appliqué d’abord au complexe binaire N-OCT-3/ADN, prépositionné par homologie, puis au complexe ternaire 

N-OCT-3/HNF-3B/ADN.

 
De plus, la fixation de la deuxième protéine, HNF-3B, sur le complexe binaire N-Oct-3/ADN déjà formé a entraîné un remaniement au niveau des bases nucléiques dans la zone de chevauchement des sites d’interaction (Fig. 4), changement conformationnel prédit par le programme Affinity et que nous avons pu détecter expérimentalement par dichroïsme circulaire.
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Figure 4 – Zoom sur l’interface d’interaction après réjustement de la zone de chevauchement entre sites de fixation des deux protéines -

La flèche brune pointe vers une liaison hydrogène entre deux chaînes latérales des protéines (glutamine et arginine) et la flèche rouge vers une liaison hydrogène entre le –CO d’une chaîne latérale d’asparagine de  HNF-3B et un N6-amino d’une adénine de l’ADN.

LAAS-CNRS


Dans ce domaine, le LAAS-CNRS s'est intéressé à quatre thèmes en relation avec les procédés de la microélectronique et des nanotechnologies.


1 – Modélisation de la croissance cristalline homo et hétéro-épitaxiale de semiconducteurs avec pour objectif les mécanismes de formation des défauts d'interface, en fonction des conditions expérimentales.


2 – Modélisation de la diffusion - réaction des impuretés et défauts pour donner naissance à des défauts étendus.


3 – Modélisation de la gravure chimique anisotrope du silicium pour prévoir les formes des cavités pour microsystèmes en fonction des formes et orientations des masques et des conditions opératoires.


4 – Modélisation de l'oxydation du silicium dans le cadre de la réduction des dimensions des composants électroniques à l'horizon 2010.


Trois types de modèles ont été utilisés : calculs ab initio, technique de Monte Carlo et modélisation mésoscopique. Ces modèles ont été utilisés séparément ou simultanément dans le cadre d'un ensemble hiérarchisé de modèles. Dans ce cadre, chaque modèle est capable de traiter un nombre de plus en plus important d'atomes, sur des durées d'expérience de plus en plus longues, avec des temps de calcul de plus en plus courts. A l'inverse, les modèles les plus en aval ont besoin de paramètres semi-empiriques qui sont fournis par des modèles plus en amont.


Cet ensemble hiérarchisé de modèles a été utilisé dans une thèse récente, soutenue au LAAS-CNRS le 10 janvier 2000, sur l'oxydation du silicium. L'approche multi-échelle a aussi été abordée dans cette thèse, sous son aspect temporel. Ainsi, des mouvements s'opérant sur différentes échelles temporelles subissent des traitements différents, mais sont néanmoins raccordés ensemble pour tenir compte de leur interaction dans l'évolution globale du système. 


Trois logiciels, se rapportant aux divers thèmes abordés, ont été développés au LAAS-CNRS dans le cadre de ces travaux.

LPST


Le groupe modélisation du LPST s'est intéressé à deux thèmes, en relation avec les travaux expérimentaux du laboratoire.


1 – Modélisation de la dynamique des systèmes désordonnés, en relation avec la spectroscopie Raman. Il s'agit de systèmes comportant un désordre géométrique : matériaux amorphes ou poreux, ou un désordre chimique : alliages, inclusions.


Dans ce cadre, un logiciel a été développé pour calculer la structure, les modes de vibration, la densité d'états de vibration, le spectre Raman et d'autres caractéristiques structurales et dynamiques des systèmes comportant jusqu'à 10.000 atomes. L'utilisation des potentiels classiques rend possible le traitement de ces systèmes de grandes tailles, nécessaires pour simuler le désordre et éliminer les corrélations spatiales par répétition des cellules.


De par l'utilisation des potentiels classiques, ce logiciel pourra être directement utilisé dans le projet proposé.


De plus, ce logiciel a été doté d'une interface-utilisateur conviviale pour une utilisation par des personnes extérieures. Le logiciel est implanté et accessible via Internet.


2 – Interface physique - biologie qui constitue une orientation récente de notre équipe. L'objectif est de mettre notre expertise au service des biologistes et biochimistes pour les aider à mieux appréhender les mécanismes à l'échelle atomique intervenant dans leurs procédés, mais aussi pour attirer les jeunes physiciens vers cette nouvelle discipline.


Les méthodes proposées reposent essentiellement sur les calculs ab initio, la technique de Monte Carlo, la dynamique moléculaire et la modélisation mésoscopique. Un premier contact a déjà été établi avec deux laboratoires de l'université de Bordeaux : le Laboratoire de Chimie Organique et Organométallique (LCOO) et le Laboratoire de Physico-Chimie des Matériaux (LPCM), pour la modélisation de certains phénomènes : greffage et auto-organisation des molécules intervenant dans la fabrication des biopuces. Un projet commun a été déposé au programme Physique et Chimie du Vivant (PCV) du CNRS.

8 - programme des travaux


Sur la base des objectifs à atteindre, présentés ci-dessus, nous proposons un programme des travaux étalé sur quatre ans, réparti en deux phases de deux ans. La première phase de ces travaux sera réalisée dans le cadre du projet soumis, sur une durée de deux ans. Un renouvellement du contrat sera nécessaire pour réaliser l'ensemble des travaux. Ces travaux doivent mener à l'élaboration d'un logiciel permettant :


- d'associer des logiciels disponibles,


- de combler certaines lacunes des logiciels existants en proposant des modules nouveaux fondés sur une conception multi-échelle de la modélisation,


- de disposer d'une interface-utilisateur conviviale.


La première phase des travaux comporte neuf tâches qui seront exécutées avec le maximum de synergie entre les trois laboratoires-partenaires par-delà les spécificités inhérentes à chacun d’entre eux (Fig. 5) :

1 - Tâche T1 (T0 à T0 + 6 mois)


La tâche T1 consiste à faire l'inventaire des principaux logiciels disponibles en relevant leurs spécifités, les modèles utilisés et leurs applications possibles en terme de problèmes-types.

2 - Tâche T2 (T0 à T0 + 12 mois)


La tâche T2 a pour objet d'initialiser le système. Nous profiterons des possibilités offertes par les logiciels disponibles (GRAMM, par exemple) pour faire un premier tri parmi les configurations possibles. Ce premier tri sera suivi par une sélection plus stricte suivant une combinaison de critères énergétiques, pour maintenir le système dans son état, et des critères semi-empiriques, pour favoriser l'évolution du système vers des configurations éloignées.

3 - Tâche T3 (T0 + 6 mois à T0 + 18 mois)


La tâche T3 s'adresse aux calculs ab initio pour étudier les caractéristiques des liaisons hydrogène en fonction de la nature des atomes mis en jeu, mais aussi de la configuration des atomes du voisinage. Elle débutera par une étude bibliographique pour établir une table de ces caractéristiques. Elle se poursuivra par l'étude de quelques cas particuliers, intervenant dans les molécules qui nous intéressent. La table restera ouverte pour toute addition ultérieure.

4 - Tâche T4 (T0 + 6 mois à T0 + 24 mois)


La tâche T4 concerne le développement d'un modèle de Monte Carlo cinétique adapté à l'évolution des systèmes moléculaires biologiques, en particulier dans le cas des interactions ADN-protéines. Elle permettra l'évolution du système à partir de sa configuration initiale définie en T2 vers une structure finale.
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Figure 5 – Planning prévisionnel sur les deux premières années

5 - Tâche T5 (T0 + 9 mois à T0 + 12 mois)


La tâche T5 a pour but d'associer le logiciel de Monte Carlo cinétique avec le logiciel d'initialisation à travers une interface à développer. Cette tâche amorcera le travail d'association des logiciels prévu dans nos objectifs.

6 - Tâche T6 (T0 + 12 mois à T0 + 24 mois)


La tâche T6 consiste à incorporer les déformations des molécules dans le Monte Carlo cinétique. Elle se fera en deux étapes. Dans une première étape, nous utiliserons les modules existants dans les logiciels disponibles, à travers l'interface qui aura été développée en T5. Dans une seconde étape, nous simplifierons les modèles de la mécanique moléculaire, si nécessaire, pour une imbrication Monte Carlo-mécanique moléculaire et pour une accélération du calcul.

7 - Tâche T7 (T0 + 15 mois à T0 + 18 mois)


L'objet de la tâche T7 est d'adapter les modèles du docking pour une meilleure association avec le Monte Carlo cinétique et pour réduire les temps de calcul. La décision finale quant aux adaptations nécessaires sera prise en fonction des résultats de simulations effectuées.

8 - Tâche T8 (T0 + 6 mois à T0 + 24 mois)


Elaboration d'une première version du logiciel à réaliser, sur les bases indiquées précédemment.

9 - Tâche T9 (T0 + 18 mois à T0 + 24 mois)


Premières validations du logiciel élaboré sur quelques exemples.

9 - Conclusions et perspectives


Au cours de cette première phase, nous comptons développer un logiciel nouveau sur les bases décrites ci-dessus et commencer à le valider sur le problème du docking de molécules de protéines dans des molécules d'ADN. Dans un premier temps, nous partirons de complexes pour lesquels nous disposons déjà d’un certain niveau de prédiction de structure tridimensionnelle par homologie avec des systèmes apparentés. Cela nous permettra de valider les méthodes. Par la suite, deux voies nous seront ouvertes.


1 – L'application des logiciels développés aux cas plus complexes de systèmes d’interaction avec peu d’informations expérimentales préalables (autres que la localisation grossière du site de fixation sur la molécule “ réceptrice ”)


2 – La poursuite de l’effort vers une modélisation de la dynamique des systèmes par l’introduction de la technique de Monte-Carlo


Dans une seconde phase, au cours d'un prochain contrat, nous pensons poursuivre nos efforts pour compléter et améliorer ce logiciel suivant plusieurs axes.


1 - S'agissant des modèles ab initio quantiques, deux possibilités nous sont offertes :

- la poursuite de la tâche T3 sur de nouvelles configurations avec liaisons hydrogène



- l'extension de l'étude des réactions aux molécules qui interagissent en 


établissant des liaisons covalentes, avec ou sans échange d'atomes.


2 - Au sujet des techniques de Monte Carlo, nous pensons à une extension de notre logiciel vers d'autres techniques, en particulier le recuit simulé et la minimisation de l'énergie par la méthode de Monte Carlo. Dans ce but, les logiciels disponibles peuvent être efficacement associés à notre logiciel.


3 - A propos de l'introduction de la mécanique moléculaire, nous envisageons une utilisation simultanée de plusieurs modèles de mécanique moléculaire, plus ou moins simplifiés, qui pourraient s'imbriquer avec le logiciel Monte Carlo cinétique. Chacun des modèles sera automatiquement appelé par le logiciel, au cours de l'évolution du système, en fonction des besoins et des précisions demandées.


4 - Concernant l'adaptation de la méthode du docking, notre ambition est de tenir compte du milieu environnant qui joue certainement un rôle important dans les interactions entre molécules biologiques. Deux options nous paraissent intéressantes :

- la prise en compte de effets macroscopiques, à travers les caractéristiques 
physiques du milieu, comme la constante diélectrique, en utilisant des logiciels 
disponibles et des études préalables (cf. Simonson & Perahia, Proc. Natl. Acad. Sci. 1995, 92 : 1082-6)

- la prise en compte d’effets microscopiques, à travers les interactions avec les 
molécules individuelles ou groupes de molécules présentes dans l'environnement.


5 - Au niveau du logiciel, il faudra certainement penser à développer une interface conviviale pour l'utilisateur. Ce développement est nécessaire pour une diffusion large du logiciel. A cette occasion, nous pourrions demander le concours de PME.


Cette seconde phase ne sera finalisée qu'une fois la première phase terminée. Nous pensons alors associer d'autres laboratoires et industries à notre démarche, à l'échelle nationale et européenne.
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