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Résumé

L’ADP ribosylation factorl (Arfl) est une petitegbéine G localisée au niveau de
'appareil de Golgi ou elle exerce plusieurs foors homéostatiques comme le transport
vésiculaire. Contrairement aux autres membres tte tamille de petites protéines G, Arfl
est surexprimée dans les cellules invasives duecame sein et elle est impliquée dans la
migration et la prolifération des cellules cancée=u Ainsi, Arfl constitue une cible

potentielle dans le traitement anti-cancer du sein.

L’objectif principal de notre travail est d’étudie mode de liaison des deux ligands,
GTP et GDP, avec les résidus du site de liaisohAdEL en présence et en absence de l'ion
Mg?*. Cette étude est réalisée a I'aide d’une technitpuéa modélisation moléculaire basée

sur la cible biologique, en I'occurrence le dockingléculaire.

Les résultats de la présente étude, qui sont daifpaccord avec les résultats de la
littérature, montrent que I'ion Mg favorise l'interaction des ligands GTP et GDP a¢sidus
tapissant le site actif de la protéine en partguASP93, ASP96 et THR31. Nous pouvons
dire que cette étude constitue un outil potenti@hsdla compréhension du mécanisme

d’activation et d’'inactivation de la protéine Arfl.

Mots clés: Arfl, GDP, GTP, docking moléculaire, anti-cancer



Introduction générale

Introduction générale

L’outil informatique a été mis en ceuvre dans le domaine chimique dans le but de
modéliser les structures les plus complexes de maniere de plus en plus rigoureuse et réaliste.
Tout chimiste peut aujourd’hui réaliser une étude plus ou moins exhaustive et précise des

systemes moléculaires grace a la modélisation moléculaire

La modélisation moléculaire est une nouvelle technique de compréhension des
phénomenes chimiques comme les mouvements dynamiques des molécules et la prédiction
qualitative des propriétés des molécules. Elle regroupe aussi les techniques de visualisation,

de manipulation, d’analyse et de calcul de la structure spatiale [1-2].

La modélisation moléculaire permet de prédire 1’interaction entre le ligand et sa
cible. Pour cela, des outils spécifiques ont été développés tel que le docking moléculaire ayant
pour but d’obtenir un ensemble de conformations du ligand de plus basse énergies issu de son

interaction avec la cible [3].

Par ce travail, nous souhaitons étudier le mode de liaison du GDP et GTP avec
I’Arfl. GTP et GDP sont deux coenzymes de transfert de groupement phosphate, ce sont des
donneurs de ce groupement. L’ADP ribosylation factorl (Arfl) est une petite protéine G
localisée au niveau de 1’appareil de Golgi ou elle exerce plusieurs fonctions homéostatiques
comme le transport vésiculaire. Contrairement aux autres membres de cette famille de petites
protéines G, Arfl est surexprimée dans les cellules invasives du cancer du sein et elle est
impliquée dans la migration et la prolifération des cellules cancéreuses. Ainsi, Arfl constitue

une cible potentielle dans le traitement anti-cancer du sein.

Notre travail a pour objectif d’étudier le mode de liaison de ces deux ligands, GTP et
GDP, avec les résidus du site de liaison de I’Arfl en présence et en absence de 1’ion Mg?".
Cette étude est réalisée a 1’aide d’une technique de la modélisation moléculaire basée sur la

cible biologique, en I’occurrence le docking moléculaire

Ce travail s’articule autour de trois chapitres avec une introduction et une conclusion

générale.

[1]
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Le premier chapitre résume les résultats de notre recherche bibliographique sur les
petites protéines G notamment la protéine Arfl, sa structure cristallographique, son

mécanisme d’activation ainsi que le role de Mg?" dans ce mécanisme.

Dans le deuxieme chapitre nous avons parlé des différentes méthodes de Ia
modélisation moléculaire utilisées dans ce travail. Nous avons commencé par une définition
des méthodes de la chimie théorique a savoir les méthodes de la mécanique quantique et
celles de la mécanique moléculaire. Par la suite, nous avons parlé des méthodes de drug
design en particulier le docking moléculaire que nous avons utilis¢é dans nos travaux de
recherche présentés dans ce mémoire. La derniére partie de ce chapitre a été¢ réservée a la
présentation du logiciel que nous avons utilisé pour la réalisation de présent travail, en

I’occurrence de logiciel Autodock [4] et son interface graphique AutodockTools [5].

Le troisieme chapitre est réservé a 1’étude par docking moléculaire du réle de 1’ion
Mg?* dans la stabilité des complexes GDP /Arflet GTP/Arf1 pour voir I’effet de cet ion sur la

liaison entre ces deux ligands et la protéine Arfl.

On complete ce travail par une conclusion générale qui est une récapitulation des
différentes approches empruntées dans ce présent travail de recherche avec un résumé de
I’essentiel des résultats obtenus et quelques perspectives qui peuvent étre une extension de

cette étude.

[2]
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Introduction :

Le cancer, appelé également tumeur maligne, esmatadie caractérisée par une
prolifération cellulaire anormale dans un tissumalrde I'organisme [1].

Le cancer du sein est une tumeur maligne qui seldi@ve au niveau de la glande
mammaire. Ce type de cancer est le plus fréquet ka femme et le nombre de cas est
en constante augmentation. En Algérie, cette malagprésente plus de 50%
des cancers gynécologiques chez les femmes [2]

Des études récentes ont montré que la petite peo®DP ribosylation facteur 1
(arfl) est surexprimée dans les cellules hautenmeatsives du cancer de sein. Nous
résumons dans ce chapitre I'état actuel des cosar@es concernant ces protéines ainsi

gue leur cycle d’activation.
Définition des protéines G :

Les petites protéines G appartiennent a la fardile GTPase. Elles existent avec
une forte proportion chez les eucaryotes. Ce sa&# protéines ayant une masse
moléculaire variant entre 20 et 30 kDa [3].

Les protéines G contrdlent divers aspects de lasllalaire tels que la transduction
du signal, la réorganisation du cytosquelette gtniecanismes de transport vésiculaire
[3]. Elles sont classées en deux superfamilles [4]

* Les protéines G hétérotrimériques.

e Les protéines G monomériques.
II.1- Les protéines G hétérotrimériques:

Les protéines G hétérotrimériques se trouvent gée@ent liees a la membrane,
elles sont constituées par I'assemblage de sotssualpha (@), beta (B) et gamma
(Gy). Chacune de ces composantes présente une ddvelrsicturelle : la sous-unitéaG
est la composante catalytique, tandis que les soiiés B et Gy sont des sous-unités

régulatrices [4].

(4]
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II.2- Les protéines G monomeriques :

Les protéines G monomérique, appelées égalemernelies protéines G, sont
composées d’'une seule sous-unité plus petiter@n20 kDa) non liées a la membrane.
Cette famille de protéine se divise en deux brasn¢bl:

v' Les protéines Monomeériques de la famdlElongation factor thermo unstabléEF-
TU)

v' Les protéines G de la superfamiRat sarcomdRas)

I1.2.1- Les protéines G monomeériques de la famiEF-TU :

Les protéines G monomériqgues de la famillé&Elongation factor thermo
unstable (EF-TU), sont impliquées dans la synthese prattigette famille de protéines

a ete la premiere protéine G monomeérique étudiatil [4].

11.2.2- La super famille des protéines Ras :

Depuis plusieurs années, de nombreuses petiteiimgstG de la superfamilkRat
sarcoma (Ras) ont été identifiées et caractérisées. Cetéipes, de faibles poids
(20kDa), sont impliqguées dans plusieurs événenuaiislaires tels que la migration, la
prolifération, la différenciation ou le réarrangarmheu cytosquelette d’actine. Elles sont

distribuées en cing groupes : Ras, Rho, Rab, RARES [6].

(5]
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Ras Superfarnily

-O’-C@D

Ras (M, Ki, Ha) Rho (A, B C] Rab1 Ran
Rapi (A. B) Rac (1. - ;
Rap2 cncqm:sl-c ;
B tA. &) 2%, vou : .
. B . Art6
:Ic Ehog Aab26
it heo =
Rin RhoE/Rnd (1,2,3) o
TTF
Sigmnalling Signalling Intracellular Intracellular Nuclear import
Cell survival Cytoskeletal Vesicle Vesicle Spindle
Cell growth Organization targeting fermation fermation
Control Cell Migration

Cell Migration

Figure 1: La superfamille Ras des protéines G

a- Protéine RAS :

La famille de protéines RaR#&t sarcomy est la plus étudiée de cette superfamille.
Initialement, les protéines Ras ont été identifiéass les années 1980. Des homologues
cellulaires ont été par la suite identifies. Cestfines jouent un réle majeur dans la

transduction des signaux régulant la proliféragota division cellulaire [4].

b- La famille des RHO:

Les petites protéines G monomériques de la fandidle Ras homologuéRho)
regroupent au moins 22 protéines [7]. Chez I'homie& membres de cette famille sont
divisés en 6 classes: Rho, Rac, Cdc42, RhoBTB,eRRhoT [8].

Les Rho GTPases jouent un réle dans de nombrewessos cellulaires tels que la
réorganisation du cytosquelette, la progressioryale cellulaire, 'expression génique,

la polarité cellulaire, la migration et la transfation cellulaire [9].

(6]
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c- Les membres de la famille RAN :

Les protéineRRas-like nuclear protein(Ran) sont les protéines GTPases les plus
abondantes dans les cellules. Leur fonction rélguiensport nucléo cytoplasmique dans

les cycles cellulaires des acides ribonucléiquddNAet des protéines [10].
d- La famille RAB :

Plus de 60 protéineRas-like protein in brin Rab) ont été identifié¢ dans les
cellules de mammiferes. Elles sont présentes saushainbreuses formes et sont
localisées dans des compartiments spécifiques lofionction [11]. Les protéines Rab
sont considérées comme des organisateurs du imafcellulaire assurant le criblage et

le transport des veésicules [12].

e- La famille des ARF:

Les protéines de la famillaDP ribosyltion factor(ARF) sont des protéines de 20
kDa. Elles comportent 30 membres chez 'homme[8]famille des protéines ARF est
constituée par les sous-familles Arf, Arl, la pioeeARD1, la protéine Sarl et la protéine
ARP [5].

v" La sous famille Arl:

Les protéinesArf-like (Arl) représentent une sous-famille de sept isof@rnies
protéines Arl possedent des motifs caractéristifloeement similaires en séquence. Ces
protéines possedent entre 63 et 67 % de simildgigequence avec les protéines[B}f

v' La protéine SARs :

La protéineSecretion-Associated and Ras-superfamily-relatech@€SARS) a été
découverte en 1989 dans la levure. Ces protéingsepient 54 % de similarité de

(7]
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séquence avec les protéines Arfs. Elles possédapitis longue extension N-Terminale
de la famille ARF (23 résidus) [5].

v La protéine ARD1:

La protéine Arf-Ribosylation Domain 1 (ARD1) déceute en 1986 est une
protéine ubiquitaire de 64 kDa. Elle est constitpée 2 domaines : un domaine C-
Terminal de 18 kDa, homologue aux protéines ARF¢68e similarité de séquence avec
Arfl) et un domaine N-Terminale de 46 kDa homologur ArfGAP [5].

v La protéine ARP :

La protéine ARF-Related Protein (ARP) est une pmetéubiquitaire, qui a été
découverte en 1995. Elle représente la protéimpdus divergente de la famille ARF (56
% de similarité de séquence avec Arfl). L’ARP pdsséne extension NTerminale de 17

résidus. [5]
v La sous-famille Arf :

Les protéines de la sous-famille Arf ont été lesngeres protéines de la famille
ARF a étre identifiées. Elles sont les plus étusliéeservent de modele pour la famille
des protéines AR5].

Les protéines Arfs sont présentes dans tous gen@mes eucaryotes et sont trés
conservés. Leur identité de séquence est supéreed@. lls sont composés de six
membres chez les mammiféres. Elles jouent un réleédulation dans la formation de
vésicules et le trafic cellulaire [13]. Ainsi quars la dynamique du cytosquelette [14].

Les Arfs sont localisés au niveau des membranes tharte la cellule, incluant la
membrane plasmique et les membranes du systemeta@igr endosomales et
lysosomales [3]

Les protéines Arf sont constituées de six isofornigkes peuvent étre classées,
selon leur identité de séquence en acides amindsjis classes [3] :

(8]
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La classe I: comprenant les Arfl, Arf2 et Arf3. Ces membresgedent une identité de
séquence de plus de 96%. Elles sont impliquées dansntréle de la formation de

vésicules lors du transport intracellulaire [15].

La classe II: constituée des protéines Arf4 et Arf5. Elles omé identité de séquence de
90% entre elles et de 80% avec les membres deassecll [3]. La protéine arf4 est
localisée au niveau de l'appareil de Golgi ou eflmanise le trafic entre ces

compartiments [16].

La classe Il : cette classe est constituée uniqguement de |!AC#ite derniére posséde

une identité de séquence avec les autres classesripide 64% a 69% [3]. Elle est

localisée dans la membrane plasmique et dans letbraaes endosomales [17]. Elle est
impliquée dans la régulation du trafic membranairdans I'organisation du cytosquelette
d’actine [18].

Les protéines Arfl :

[11.1- Définition :

La protéine Arfl est I'isoformes la plus abondasda famille Arf. Elle représente
90% des protéines Arfs présentes dans une ceBlilBd ce fait et parce que, les autres
protéines Arf ont été identifiees plus tardivemexfl a été beaucoup plus caractérisée

gue ses isoformes. Elle est essentiellement Iéealisi niveau de I'appareil de Golgi [19]
[11.2- Structure de 'Arfl :

Les protéines Arfl sont constituées de 181 acidesés. Leur structure comporte
une hélice alpha N-Terminale myristoylée qui leernpet de se fixer a la bicouche
lipidique de la membrane plasmique. Les structdeeses protéines possedent aussi deux
régions principales appelées switch | et switateliEes par une boucl&hairpin appelée

région interswitch.

(9]
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La région Switch | est située entre les acides ésitb et 54. La région Switch Il
se situe entre les acides aminés 70 et 80 etrbwiich se situe entre les acides amines de
55 a 69 [20].

Dans la figure suivante, nous représentons latstiei@D et la sequence en acides

aminés de la protéine arfl.

N-terminal helix

Interswitch Mg2+

Switch 11

10 20 30 40 50 ol
v T IMVGLDAAGK TTILYKLKLG EIVITIPTIC Fiiieee
N-terminal helix Interswitch

70 80 50 100 110 120
B O ORI R ENREF ONTOGLIF VVDSNDRERV NEAREELMRM LAEDELRDAV

Switch I

130 140 150 160 170 180

LLVFANKQDL PNAMNAAEIT DKLGLHSLRH RNWYIQATCA TBGDGLYEGL DWLSNQLRNQ K

Figure 2 : Caractéristiques structurales d’arfl. (A) Struet@D de l'arfl-GDP, (B)

Séquence en acides aminés de l'arfl

La figure précédente montre que la structure deg1' &st constituée de :

v Une hélicea N-Terminale

Représentée en violet et contient les acides aminds (Met : Méthionine),G (Gly :

Glycine), N (Asn : Asparagine)| (lle : Isoleucine),F (Phe : Phénylalaninep (Ala:
Alanine), N (Asn : Asparagine)L (Leu: Leucine),F (Phe : PhénylalanineK (Lys :

[10]
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Lysine), G (Gly: Glycine), L (Leu: Leucine),F (Phe: Phénylalanine) (Gly :
Glycine),K (Lys : Lysine),K (Lys : Lysine)
v' La partie Switch |

Représenté en jaune, et regroupe les résidus(Gly : Glycine), E (Glu: Acide
Glutamique), | (lle : Isoleucine),V (Val: Valine), T (Thr: Thréonine), T (Thr:
Thréonine)] (lle : Isoleucine)P (Pro : Proline),T (Thr : Thréonine)| (lle : Isoleucine),
G (Gly : Glycine),F (Phe : Phénylalanine).
v' La partie interswitch
Représenté en rouge et regroupe les acides aming¥al : Valine), E (Glu : Acide
Glutamique),T (Thr: Thréonine)V (Val : Valine),E (Glu : Acide Glutamique; (Tyr :
Tyrosine),K (Lys : Lysine),N (Asn : Asparagine), (lle : Isoleucine)S (Ser : Serine)F
(Phe : Phénylalanind),(Thr : Thréonine)V (Val : Valine), W (Trp : Tryptophane)D
(Asp : Acide Aspartique)y (Val : Valine).
v' La partie Switch Il

Représentée en vert, et contient les acides ami@&&Gly : Glycine),D (Asp : Acide
Aspartique)K (Lys : Lysine),l (lle : Isoleucine)R (Arg : Arginine),P (Pro : Proline)L
(Leu : Leucine)W (Trp : Tryptophane)R (Arg : Arginine),H (His : Histidine),Y (Tyr :
Tyrosine),F (Phe : Phénylalanine).
v'  Les résidus constituant le site actif de la protém

G (Gly : Glycine),L (Leu : Leucine)D (Asp : Acide Aspartique)A (Ala : Alanine),A
(Ala : Alanine),G (Gly : Glycine),K (Lys : Lysine) T (Thr : Thréonine)D (Asp : Acide
Aspartique)V (Val : Valine),G (Gly : Glycine),G (Gly : Glycine),Q (GIn : Glutamine),
A (Ala: Alanine),N (Asn : AsparagineX (Lys : Lysine),Q (GIn : Glutamine), T (Thr :
Thréonine),C (Cys : Cystéine)A (Ala : Alanine),T (Thr : Thréonine)sont encadrés en
bleu [21]
v Les résidus constituant le site de liaison de Mg (4A°)
GDP1, GLU54, THR31
v' Les résidus constituant le site de liaison de GDBA®)

ALA160, ASP129, THR32, THR31, GLY29, ALA28, ALA2R|G182
v' Les résidus constituant le site de liaison de GTBA®)

ASP129, THR48, THR45, THR32, THR31, LYS30, GLYR0G1002

[11]
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V. Meécanisme d’activation et d’inactivation d’ARF :

Les petites protéines G peuvent se trouver soug denformations actives et
inactives. Elles sont dites actives si elles sa@sl au guanosine triphosphate (GTP) ou
inactives lorsqu’elles sont liées au guanosine aiphate (GDP) [3]. Les structures
chimiques de ces deux composés (GDP et GTP) spritsentées sur légures 4 et 5.
Elles passent d’'une conformation a une autre stivarcycle GDP/GTP comme c’est
illustré dans Idigure 3.

L’activation des Arf-GTPases résulte d’'une intaactavec un facteur d’échange
nucléotidique, (Guanine Exchange Factor ou GEF)d&aier stimule la dissociation du
GDP pour le remplacer par du GTP. C’est sous ¢ettee liée au GTP, dite active, que
les Arfs interagiront avec leurs effecteurs etdesveront.

Le passage de la forme active (protéine G liée BR)@ la forme inactive (protéine
G liée au GDP) permet le déclenchement ou l'inldhitdes réactions biochimiques dans
la cellule. Cette réaction est catalysée par ur@éjpre nomméesTPase activating
protein (GAP) assurant ainsi un retour vers la forme inadtée au GDP [22].

GDP @ GTP

[ Cytosolique ]

Azzocite aux
metmbranes

Figure 3 : Mécanisme d’activation de I'ARF

[12]
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I\VV.1- Le guanosine triphosphate (GTP) .

C’est une coenzyme de transfert de groupement phtsp c’est un donneur de

phosphate.
0
)‘NH
MN—, \
-
Q Q 0 / }L_NFMH;.
HO-P-0-P-0-P-0— N
o O 0 -
OHOH

Figure 4 : Structure de GTP

I\VV.2- Le guanosine diphosphate (GDP) :

C’est une coenzyme de transfert de groupement dspplate. Elle résulte de

'hydrolyse de la GTP, le groupement phosphaterdibgeut étre transférée sur une

Q
—MNH
o 0 E \ EN)H-NHQ
HO—P—0—P—0 N
0 0 %Dx

OHCH

protéine.

Figure 5 : Structure de GDP

IV.3- Les ARF-GEFs :
Toutes les structures, correspondant aux protéinfdges a la guanine nucleotide
exchange factor (GEFs), identifices possédentamathe Sec7, un module d'environ

200 acides aminés qui est suffisant pour catali@semange du GDP par GTP [23]. Ces

[13]
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protéines régulatrices ont pour fonction biochineigde stimuler la dissociation du
nucléotide GDP (forme inactive) favorisant I'assticn du nucléotide GTP a l'Arf et la
formation de la conformation active.

L’activation de la protéine Arf par ses GEFs pemn¢ énhibée par stabilisation de
complexes abortifs Arf-GDP-GEF en présence deXaméobréfeldine A [22].

IV.4- Les ARF-GAPs :

Au moins 20 génes codant pour les protéines Adslia la protéine activatrice de
GTPase (ARF-GAPs) ont été identifiés chez I'homnimutes les ARF-GAPs
contiennent un domaine conservé d’environ 70 acalag;és contenant un motif en

doigts de zinc qui est responsable de I'activitalgtique [23].

IVV.3- Le cycle GDP/GTP de I'Arfl:

Le cycle GDP/GTP de Arfl est particulier par rapmarx autres petites protéines
G. Cependant, I'étape d'activation nécessite qd'Athssocie a la membrane, alors que
'hydrolyse du GTP (étape d'inactivation) conduit la dissociation d’Arfl de la
membrane [5]

; = ‘ Hilloe N-terminale
K
¥ ‘ Interswitch
(@) [Camaeos | E

Figure 6 : Mécanisme d’activation d’arfl par sa GEF en préseate la membrane

[14]
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La forme inactive d’Arfl liée au GDIpasse d’'uneonformation ou’hélice N-
Terminale est plaguéeontre a protéine (conformatiorl) et uneforme fixée a la
membrane donformation2) [5]. Le myristate renforce globalement l'interaction lele
protéine avec la membrane, qu’elle soit sous fa@D& ou GTI[24]. L'Arf1-GDP fixée
a la membrane s’associe avec sa (conformation3). Dans cette éta I'interswitch se
place en position sortie, empéchant I'hélice-Terminale fixée a la membrane de
plaquer a nouveau contre la protéine. La formevackiée auGTP reste fixéea la

membrane avecifiterswitch sortieconformation 4) [5].
V. Role de Md" dans le mécanisme d’Arf1 :

Mg 2" & été établi comme un cofacteur essentiel poufolestions de la protéine
liant le GTP Pour de nombreuspetite protéines G, Mg & été démontré nécessai
pour les liaisons entre lebases nucléiques (ou base azowte)a guanine Voir la
figure?) et I'hydrolyse de GTl(étape d’'inactivation) [25].

En présence de N?* les petites protéines G présentent une affinitdialson
extrémement élevéaux guanine nucléotide (comme |&uanine nucleotide exchan
factors (GEFs))L'activité GTPase intrinseque deas devient indétectable lorsque
cofacteur Md" est éliminé, ce qui indique que l'ion bivaleMg ?* est absolument
nécesaire pour I'hydrolyse du GT dans les réactions de GTPase respe([26,27].

Dans les cycles d’activation et d’inactivation gegites protéines G, Ras et AF
les protéines GEFs favorisent la dissociation du GDP d#stabilisation de la liaisc
Mg 2" avec ces GTPasd&8,29]

Figure 7 : A) Liaison dela guanine (G) avec une base nucléiqueytosine (C)) ; B) la
structure de la guanine (G)

[15]
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I. Introduction

La modélisation moléculaire a pour but de prévoir la structure et la réactivité des molécules
ou de systemes de molécules et de manipuler les modéeles des structures en deux ou trois
dimensions.

Les méthodes de la modélisation moléculaire comprennent : les méthodes de la chimie
théorique et celles du drug design.

II. Les méthodes de la chimie théorique
I1.1- Les méthodes de la chimie quantiques
I1.1.1- Equation de Schrodinger

La chimie quantique définit la structure moléculaire comme un noyau autour duquel gravitent
des électrons. Ces derniers sont décrit par leur probabilité de présence en un point et
représentés par des orbitales [1]. Les équations de la chimie quantique sont basées sur la
résolution de 1’équation de SCHRODINGER qui s’écrit pour les états stationnaires [2] :

HY = E¥ (1)

Ou:
Y : Fonction d’onde de la molécule.
H : Hamiltonien total d’une molécule comportant N noyaux et n €électrons, sont expression est
donnée par la formule (2).
E : Energie totale d’une molécule.

La résolution exacte de cette équation n’est possible que pour 1’atome d’hydrogene et
les systemes mono-¢lectriques. Pour les systémes polyélectriques, on fait appel aux méthodes

d’approximation, pour la résolution approchée de I’équation (1).

N n
A h?
H=Z ZM]AJ+Z ) ZZ Jm ZZ— )
j=1 i=1 ji=1'>1 = i=1i'>1
I II 111 v \Y%
Ou I : est ’énergie cinétique des N noyaux atomiques (indexes j)

IT : est I’énergie cinétique des n €lectrons (indexés 1)

(18]
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IIT : est I’énergie de répulsion entre les noyaux
IV : est I’énergie d’attraction noyau-¢électron
V : est I’énergie de répulsion entre les €lectrons

Ai et Aj sont les laplaciens de 1’¢électron i et du noyau j. Ai est donné par la relation :

2 3)

2 2 2

S} S} S}
A=—+—+

oxi? oy oz

m, . est la masse de 1’électron

Mj, Zj et Zj " : sont respectivement la masse du noyau j, les numéros atomiques des atomes j
etj.

rii’ : est la distance entre 1’¢lectronsieti'.

1jj’ : est la distance entre le noyau j et j’.

rij : la distance entre un électron i et un noyau j.

e : la charge de I'¢lectron.
h
Avech:h = o la constante de Planck.

L’¢équation (1) ne peut étre résolue analytiquement que pour des petits systémes, d’ou la

nécessite d’introduire des approximations et de résoudre le systéme numériquement [3]
I1.1.2- Approximation de Born-Oppenheimer (BO)

L’approximation de Born-Oppenheimer est utilisée pour simplifier 1’équation de
Schrodinger. Elle se base sur le fait que les noyaux possédent une masse beaucoup plus
importante que celle des électrons. Ainsi, leur mouvement est considéré comme étant tres lent
par rapport a celui des électrons [5]. Cette hypothése implique que 1’énergie cinétique des
noyaux est négligée et le terme d'interaction entre les noyaux est constant. [5]

Dans le cadre de cette approximation, 1’hamiltonien moléculaire peut se diviser en une

partie nucléaire Hy et une partie électronique H,. La partie électronique est donnée par la

;hc(i) + ;Z:;—z (4)

relation :

He

[19]
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Avec :

h@i) est un hamiltonien de cceur relatif a I’électron i, c’est un operateur mono-
¢lectronique qui décrit le mouvement d’un des n électrons dans le champ des NV noyaux. Le
dernier terme de 1’équation (5) empéche la séparation de 1'équation de Schrodinger en n
équations mono ¢lectroniques d’ou la nécessite d’introduire une autre approximation et qui

concerne 1’expression de la fonction d’onde.

I1.1.3- Approximation orbitale

La fonction d’onde électronique doit tenir compte du spin de I’électron, donc il est

nécessaire d’ajouter une quatriéme coordonnée pour définir 1’état du moment de spin [6].

x(D) =o®a®® (6)
x () =9OBW (7

Les deux fonctions de spin d’un ¢€lectron peuvent prendre des valeurs +1/2 et -1/2 selon
’orientation de 1’électron.

Pour un systéme ayant n ¢électrons, la fonction d'onde est :
w (1,2..n) = 1 (Dx2(2)x3(3) v, (1) ()

Cette fonction d’onde ne prend pas en compte l'indiscernabilité des électrons car elle n’obéit
pas au principe d’exclusion de Pauli [7]
Pour prendre en compte cette indiscernabilité et assurer I'antisymétrie, la fonction d'onde est

¢crite sous la forme d'un déterminant de Slater [6] :

[20]
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1D @M. x, (D

1 xl_(Z) Xz(?)... xn.(Z)

¥ (1,2...n)=ﬁ (8)

) M) X ()

: est le facteur de normalisation, » étant le nombre d'électrons.

1
Jnl
I1.1.3- Approximation LCAO

L’approximation LCAO (Linear Combination of Atomic Orbitals) est basée sur le fait que
la liaison chimique se forme suite au recouvrement de fonctions d’onde appartenant a deux

atomes suffisamment rapprochés [10].

I1.1.4- Les différentes méthodes de la chimie quantiques

a- Les méthodes ab-initio

Le terme latin ab initio signifie —depuis le début. Il désigne les calculs qui dérivent des
principes théoriques (calculs de mécanique quantique approchés) sans prendre en
considération les données expérimentales. Les calculs ab initio au niveau Hartree-Fock, et
surtout post Hartree-Fock, sont trés demandeurs en temps de calcul. Ce temps augment
rapidement avec le nombre d'électrons, ou plus exactement avec le nombre de fonctions de

base. Pour remédier a ce probléme les méthodes semi-empiriques ont ét¢ développées [9,10].

Les méthodes semi-empiriques (SE) [11-12] sont des techniques de résolution de
I'équation de Schrodinger de systémes a plusieurs électrons. Contrairement aux méthodes ab
initio, les méthodes semi-empiriques négligent une grande partie des intégrales en les
corrélant a des données expérimentales [13]. Ces méthodes ne considerent que les électrons
de valence qui sont décrit par les OA de type Slater. Cette approximation est basée sur le fait
que les ¢électrons impliqués dans la liaison chimique sont ceux de la couche de valence. Ces
méthodes cherchent d'une part, a diminuer considérablement le nombre d'intégrales
moléculaires a calculer et d'autre part, a éliminer completement le calcul des intégrales
biélectroniques, a trois et quatre centres. Actuellement, il existe un grand nombre de méthodes

SE. Les méthodes semi empiriques les plus couramment utilisées sont MNDO (Modified

[21]
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Neglect of Diatomic Differential Overlap) [Dewar en 1977.], AM1 (Austin Model 1) [Dewar
en 1985] et PM3 (Parametric Method 3) [14].

b- Les méthodes de la théorie fonctionnelle de la densité (DFT)

Ces méthodes sont basées sur le théoreme de Hohenberg Kohn [15] qui dit que 1'énergie
d'un systéme dans son état fondamental est une fonctionnelle de la densité électronique p (1)
ainsi que toute densité p’ (), autre que la densité réelle, conduit nécessairement a une énergie
supérieure.

Contrairement aux méthodes avec une fonction d'onde complexe a 3N-dimensions, la
DFT cherche une simple fonction a trois dimensions : la densité électronique totale p [16,17].
Ainsi, I’énergie d’une molécule peut étre déterminée de la densité électronique au lieu d’une

fonction d’onde.

I1.2- Les méthodes de la mécanique moléculaire

I1.2.1- Définition de la mécanique moléculaire (MM)

La Mécanique Moléculaire est basée sur I’approximation de Born-Oppenheimer selon
laquelle les noyaux sont beaucoup plus lents que les électrons et ces noyaux sont donc
implicitement traités.

La MM est une méthode empirique ou les noyaux sont représentés par des spheres, et
les liaisons par des ressorts. La distance d’équilibre entre deux atomes lies est calculée soit
par des méthodes quantiques, soit déterminée par des méthodes expérimentales (rayons X,
RMN...). L’avantage principal de la MM par rapport aux autres méthodes est la rapidité des
calculs et aussi la possibilité de traiter des systemes moléculaires trés grands grace a une

simplification des équations du champ de forces.

I1.2.2- Champ de force

Un champ de force est constitué de plusieurs fonctions d’énergie potentielle qui dérivent
les interactions intramoléculaires entre atomes liés et non liés. L’énergie potentielle est une

somme de termes décrivant ces interactions :

[22]
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E:ZEliaisons + ZEangles + ZEdiédres + ZEEdiédres impropres + ZEVDW + Z:Eélectrostatique

N _ \ J

Ou:

—~, ~

E covalente Enan covalente

Ejiaison: €st I’énergie de liaison covalente entre deux atomes.

E angle : st I’énergie associée aux angles formés par deux liaisons consécutives.

E dicdres, E diedres impropres : €5t I’énergie associée aux angles diedre et diédres impropres.

Eypw : est ’énergie des interactions non-covalentes de Vander Waals.

E ¢lectrostatique : €St 1’énergie des interactions €lectrostatiques.

Plusieurs champs de forces ont donc été¢ développés afin d’étudier les différentes classes

de molécules organiques et de biomolécules comme :

MM2 est le premier champ de force développé par Allinger et col. [18-19-20]. 1l a été
congu au début pour les molécules simples (alcanes, alceénes, alcynes non conjugués,
amines...), mais ses versions améliorées MM3 (1989) [21] et MM4 (1996) [22] lui
permettent de traiter des molécules organiques de plus en plus complexes

MMFF (Merck Molecular Force Field) [23]

CFF (Consistent Force Field) [24]

CVFF (Consistent Valence Force Field) [25].

SPASIBA (Spectroscopic Potentiel Algorithm for Simulating Biomolecular
conformational Adaptability): élaboré par Gérard Vergoten et al. (1995)

On trouve aussi ceux qui sont utilisés dans le traitement de molécules biologiques, telles que

les acides nucléiques et les protéines comme :

GROMOS (GROnigen MOlecular Simulation) [26]
AMBER (Assisted Model Building andEnergy Refinement) [27,28]
CHARMmMm (Chemistry at HARvard MacromolecularMechanics) [29]

OPLS : (Optimised potentials for Liquid Simulation): développé par W. L Jorgensen
et J. Tirado Rives [30]

(23]
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I1.2.3- Les différentes méthodes de la mécanique moléculaire

a- La méthode de steepest descent

La méthode steepest descent (plus grande pente) se base sur le calcul de la premiere
dérivée de la fonction énergétique par rapport aux coordonnées géométriques. C’est une
méthode qui converge difficilement vers le minimum d’énergie, mais elle converge tres
rapidement lorsque la conformation initiale de la structure est ¢loignée du minimum
énergétique. Pour cette raison, elle est souvent utilisée en premiére étape dans un processus de

minimisation, dans le but d’accélérer la convergence du systeme [31].

b- La méthode du gradient conjugué

Cette méthode, fondée sur le méme principe que la précédente “ steepest descent .
L'intérét de cet algorithme est d'éviter un comportement oscillatoire autour du minimum et
d'accélérer la convergence. Lorsque la conformation initiale est loin du minimum la

convergence devient difficile [32].

c- Méthode de Newton-Raphson

La méthode Newton-Raphson utilise la dérivée secondaire des gradients pour localiser
les minima d’énergie. C‘est une méthode qui converge trés bien au voisinage du minimum
d’énergie. C’est pourquoi il est préférable d’utiliser au préalable la méthode SD pour

s'approcher dans un premier temps d'un minimum d'énergie.
d- Recuit Simulé

La méthode de recuit simulé, développée par Kirkpatrick (1983), autorise la fonction
d’énergie a augmenter momentanément afin de franchir des barrieres d'énergie pour retomber
dans un minimum plus profond.

Le recuit simulé permet, en plus d'explorer l'espace conformationnel d'une molécule et
d'étudier ses propriétés dynamiques. Il est bien adapté aux molécules ayant un grand nombre

de degrés de liberté.

e- Monté Carlo (MC)

La méthode de Monte Carlo (MC) fut développée par Von Neumann, Ulam et
Metropolis, a la fin de la seconde guerre mondiale, pour 1’étude de la diffusion des neutrons

dans un matériau fissile. [33]

[24]
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La probabilit¢ d’une configuration particuliere d’énergie potentielle Pi est alors

proportionnelle a :

Avec :
Ei: L’¢énergie d’un état i
kg: La constante de Boltzmann

T : La température

III- Les méthodes de drug design

Le drug design est une approche qui vise a rechercher des molécules thérapeutiques
par conception in silico et en se basant sur des informations expérimentales. L’approche est
basée soit sur le ligand, dite « ligand-based », soit sur le récepteur, dite « receptor-based
ou structure-based » [34]. La premiére utilise des outils tels que le QSAR (Quantitative
Structure-Activity Relationships) et ne nécessite pas la connaissance de la cible biologique.
Quant a la deuxieéme, elle est appliquée lorsqu’une structure tridimensionnelle (3D) fiable du
récepteur est disponible. Dans nos travaux, nous avons utilisé 1’approche receptor-based que

nous présentons ci-dessous.

IIL.1- Le QSAR

Le principe des méthodes QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship) consiste
a mettre en place une relation mathématique, reliant des propriétés moléculaires
microscopiques appelées descripteurs, a une grandeur expérimentale (activité biologique,

toxicité, affinité pour un récepteur), pour une série de composés chimiques similaires.

I11.2- Le docking

C’est une approche basée sur la cible biologique, appelée également 1’arrimage

moléculaire. Cette technique permet de placer une petite molécule, dite ligand, dans le site

[25]
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actif d’une macromolécule, dite récepteur. L’objectif du docking moléculaire consiste a
prédire a la fois la conformation active (ou viable) et l'orientation relative d’une molécule au
sein du récepteur. Il faut noter que dans une simulation de docking, le récepteur et le ligand
peuvent étre considérés rigides ou flexibles. Dans le deuxiéme cas, le ligand est considéré
flexible mais la flexibilit¢ permise au récepteur est limitée exclusivement aux chaines
latérales des résidus du site actif ; on parle alors d’un docking flexible, réservé au docking

ligand-protéine.

Dans nos travaux rapportés dans ce mémoire, nous avons utilisé la suite de programmes

de docking flexible ; Autodock4 [35].

IV- Le logiciel Autodock

IV.1- Présentation

Autodock est un des cinq logiciels de docking les plus cités dans la littérature. C’est une
suite d'exécutables capable de docker des ligands de nature organique dans une
macromolécule. Dans la plupart des cas, le ligand correspond a une petite molécule et la
macromolécule correspond a une protéine. Ce programme réalise cette simulation en utilisant
des grilles de potentiels, calculées par AutoGrid. La version utilisée dans ce travail, permet de
traiter la protéine partiellement flexible. Cependant, les chaines latérales des résidus
sélectionnés dans la région étudiée (généralement le site actif) sont considérées flexibles.
Nous allons détailler les principes et le fonctionnement de la version 4 de ce logiciel :

AutoDock 4.

IV.2- AutoDockTools (ADT)

AutoDockTools (ADT) est I’interface graphique du logiciel AutoDock (figure 8). Il a
été¢ développé par la méme équipe qui a crée le programme AutoDock. ADT permet de
visualiser la localisation précise de I'espace a l'intérieur duquel vont se faire les calculs et de
préparer les fichiers de donnés nécessaires pour AutoGrid et AutoDock ainsi que de visualiser

et d’analyser les résultats de docking.

[26]
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Figure 8 : Interface graphique d’ AutoDock

IV.3- Principe d'utilisation d’AutoDock

IV.3.1. Préparation du récepteur

Pour permettre la flexibilité a certaines parties de la protéine, les résidus du site actif
désirés étre flexibles doivent étre sélectionnés. La protéine ainsi préparée est enregistrée dans
deux fichiers distincts : un regroupant les résidus flexibles du site actif et ’autre, la partie
rigide de la protéine. Les deux fichiers doivent étre au format pdbgt qui reprend le format pdb

(Protein Data Bank) en y ajoutant une colonne pour les charges.
IV.3.2- Description de la macromolécule sous la forme de grilles

Une grille de point est une boite définie a la périphérie de la macromolécule dans
laquelle des conformations de docking pour un ligand donné sont recherchées. C’est une
matrice tridimensionnelle qui englobe I’intégralité ou une région intéressante du récepteur
¢tudié (Figure 9). Son intérét est de faciliter le positionnement du ligand dans la
macromolécule et d’augmenter la vitesse d’évaluation de [’énergie d’interaction
ligand/récepteur. Pour chaque atome du ligand, AutoGrid calcule I'énergie d'interaction entre
un atome sonde placé en un point de la matrice et l'ensemble de la macromolécule.

L’espacement entre les points peut aller de 0,2 A a 1,0 A. Une grille supplémentaire est

(27]
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calculée pour le potentiel d’interaction électrostatique avec pour une charge sonde
(ponctuelle) +1 eV (Figure 2). La grille doit englober le site d’intérét mais le temps de calcul
pour I’explorer sera fonction de ses dimensions. Le volume explorable est donc limité par le

temps et la puissance de moyens de calcul dont on dispose.

grid spacing /A

i N

arid point

probe atom —

Figure 9: Schéma d'une grille de potentiel englobant le site actif d'une macromolécule.

Les grilles de potentiels sont calculées par le programme AutoGrid selon les instructions
du fichier de donnés qu’on lui fournit. Ce dernier est un fichier texte dont I’extension est gpf’

(Grid Parameters File), il doit contenir les paramétres suivants :

e les noms des fichiers du ligand et de la macromolécule, aux formats pdbgt.

e la position et les dimensions de la boite ainsi que I’espacement entre les points de la grille.

1V.3.3- Préparation des ligands

La préparation des ligands pour le docking moléculaire se fait avec I’interface
graphique ADT. Apres l'addition des hydrogenes, il est nécessaire d'attribuer des charges
partielles. Les charges disponibles dans AutoDock sont celles de Gasteiger et de Kollman. La
flexibilité du ligand est simulée par la rotation des groupements autour des liaisons non
rigides. Cela revient a sélectionner les degrés de liberté qui correspondent aux libres rotations
des groupements autour des liaisons simples. Le fichier de cordonnées atomiques du ligand
doit étre enregistré au format pdbgt. AutoDock fait ensuite varier les différents degrés de

liberté du ligand (axes de translation, de rotation et angles diedres) a 'intérieur de la grille.

(28]
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IV.3.4- Recherche des conformations de docking

AutoDock permet d’explorer I’espace conformationnel avec plusieurs méthodes de

recherche conformationnelle parmi lesquelles on peut citer : algorithme génétique darwinien

(AG), un algorithme génétique lamarckien (AGL) et la technique Monte-Carlo appliquée avec
recuit simulé¢ (RSMC).

Le programme AutoDock fait une recherche de solutions de docking en fonction des

parametres qu’on lui transmet par I’intermédiaire du fichier dpf (Dock Parameters File). Les

parametres d’un calcul d’AutoDock sont :

les noms des fichiers contenant les ligands et les grilles de potentiels a utiliser

les états initiaux des ligands (position, orientation et conformation aléatoire ou
précisée)

la méthode de recherche a utiliser (RSMC, AG ou AGL) avec les paramétres

correspondants.

IV.3.5- Parametres d’un algorithme génétique

Les parametres de I’algorithme génétique sont :

Le nombre de cycles a exécuter (Number GA Runs) c'est le nombre de solutions
souhaitées.

La taille de la population (Population Size). La valeur standard est de 150 mais peut
étre modifiée en fonction du nombre de degrés de liberté et de 1’étendue de la boite a
explorer.

Le nombre maximum d’évaluations d’énergie (Maximum Number of evals). C’est un
paramétre d’arrét du docking utile lorsque le processus met trop de temps, ou ne
parvient pas, a converger.

Le nombre maximum de générations qui est un autre parametre d’arrét (Maximum
Number of generations). Ces deux derniers paramétres sont a adapter conjointement
en fonction de la taille de la population, du nombre de degrés de liberté, de 1’étendue
de la boite a explorer et du degré de convergence a atteindre.

Le niveau de sélection ¢élitiste (Maximum Number of top individu that automatically
survive) : le nombre des meilleurs individus qui survivent automatiquement a la

génération suivante. C’est un parametre défini par I’utilisateur, il indique combien des

[29]
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meilleurs individus survivent automatiquement a la génération suivante. Par défaut,
cette valeur est 1 : le meilleur uniquement.

e Le taux de mutations (Rate of gene Mutation). Cet opérateur joue un role
d’optimisateur local pour les AGs purs (darwiniens) en opérant des variations de faible
amplitude sur les genes, chose que le croisement fait trés difficilement. La valeur
standard est 0,02.

e Le taux de croisements (Rate of Crossover). Le croisement est |’opérateur
d’exploration globale, sa probabilité doit étre élevée pour que ’AG ait ce caractére
global. La valeur standard est 0,8.

e Les valeurs assimilables a la moyenne et la variance de la distribution de Cauchy pour
la mutation des geénes (Mean of Cauchy and Variance of Cauchy distributions for gene
mutation). Les valeurs standard sont 0 et 1 respectivement.

e Le nombre de générations précédentes N dans lesquelles on recherche 1’individu le
plus mal adapté pour calculer le facteur de sélection proportionnelle. La valeur
optimale est de 10 générations.

A la fin de chaque cycle d’exploration, AutoDock enregistre la meilleure solution de
docking du cycle. Le fichier de résultats contiendra donc autant de solutions que de cycles

exécutés. Ce fichier textuel porte I’extension d/g.

IV.3.6- Analyse et évaluation des résultats

Les grilles de potentiel préalablement calculées par AutoGrid sont utilisées pour
¢valuer I'énergie d'un conformeére du ligand a une position donnée dans la macromolécule et
celle du docking du complexe (Figure 10). Le caractere désigné en rouge sur la figure 3 donne

acces a I’affichage des parameétres quantitatifs concernant le modele de docking considéré.
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Figure 10 : Les différents outils d’analyse de résultats de docking disponibles dans ADT.
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CHAPITRE I : Etude par docking moléculaire du rdle de 1’ion Mg2+ dans la stabilité des
complexes GDP/Arfl et GTP/Arfl

I- Introduction

Dans ce chapitre, nous nous proposons d’étudier le role de 1’ion Mg?* sur la liaison des deux
ligands GTP et GDP a la protéine Arfl. Il est bien de rappeler que cet ion a été établi comme
cofacteur essentiel pour les fonctions de la protéine liant le GTP [1]. Cette étude est réalisée
a ’aide d’une technique de la modélisation moléculaire basée sur la cible biologique, en
I’occurrence le docking moléculaire. Notre objectif est d’étudier le mode de liaison de ces
deux ligands, GTP et GDP, avec les résidus du site de liaison de I’Arfl en présence et en

absence de I’ion Mg?*.

II- Méthodologie
II.1- Structures de départ

I1.1.1- Préparation des structures de la protéine

Les coordonnées de la protéine Arfl sont obtenues a partir d’une structure cristallographique
disponible dans la banque de données des protéines (PDB : Protein Data Bank) [2]. Nous
avons choisi les deux structures codées 1HUR et 103Y, de résolution égale 2 2.0 A [3] et 1.5
A [4], respectivement. Ces deux structures correspondent aux complexes guanosine
triphosphate (GTP)/Arf1 et guanosine diphosphate (GDP)/Arfl. Les structures chimiques des
ligands GDP et GTP sont données dans la Figure 11.
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Figure 11 : (A) Structure de GTP et (B) Structure de GDP.

I1.1.2- Préparation des ligands

Les structures chimiques des deux ligands étudiés, GDP et GTP, sont obtenues a partir des
structures cristallographiques codées respectivement 1HUR et 103Y. Cette manipulation est
réalisée a I’aide du logiciel AutodockTools [5]. Une vérification compléte de ces structures a
été effectuée avant de les soumettre aux calculs de docking. Le fichier contenant les

coordonnées atomiques de chaque ligand est enregistré en format pdbqt.
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I1.2. Méthodologie utilisée

A T’aide de I’interface graphique AutodockTools (ADT), nous avons préparé et déterminé les

parametres optima que nous allons utiliser dans le cadre de ce travail

I1.2. 1- Préparation des structures du récepteur

Nous avons sélectionné une seule chaine, dépourvue des molécules d’eau et du ligand,
pour la préparation de la structure de la cible des deux structures 1HUR et 103Y. Une fois le
ligand retiré, les hydrogénes manquants sont ajoutés et les charges de Gasteiger sont assignées
[6]. Les acides aminés entourant les deux ligands sont considérés dans notre étude comme
des résidus englobant le site actif. Sachant que le programme Autodock4 [7] utilise un
docking semi-flexible, nous avons séparé chacun des deux systémes étudiés en une partie
flexible, contenant les résidus du site actif, et une partie rigide, contenant le reste de la
protéine. Deux fichiers de la protéine contenant chacun une partie flexible ou rigide sont
enregistrés en format pdbqt pour chaque systéme. Dans le but d’étudier ’effet de I’ion Mg>*
sur les interactions entre les ligands et la protéine, nous avons effectué¢ deux calculs pour

chacun des deux systémes étudiés, 1’un en présence de Mg?* et ’autre en absence de cet ion.

I1.2.2- Localisation du site actif

Avant de retirer le ligand de chaque complexe, nous avons pris le soin de relever tous
les résidus qui sont a une distance inférieure a 3 A, du centre du ligand. Les résidus

sélectionnés sont :

Structure | Résidus
1HUR ALA160 | ALA28 ALA27 ASP129 | THR32 THR31 GLY29
103Y ASP129 | GLY70 | THR31 THR32 THRA45 THRA48 LYS30

Nous avons considéré ces acides aminés, englobant le site actif, flexibles dans nos calculs de

docking.

I1.2. 3- Démarche suivie dans les calculs de docking
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a- Paramétres de calcul du grid

Le site actif ou la zone a explorer du récepteur, pour chaque systéme, est englobée
dans une grille tridimensionnelle dont les paramétres sont définis de maniére a permettre la
libre rotation et translation des deux ligands étudiés. Ainsi, chaque ligand est docké dans cet
espace délimitant le site de liaison dans 1I’Arfl. Nous présentons les parameétres utilisés dans

cette étape dans le tableau suivant :

Tableau 1 : parameétres des grilles utilisés dans notre travail

Centre de la grille . L'espacement entre
Structure . Volume de la grille .

Suivant (x, y, z) les points
IHUR 58.417,21.616, 9.655 28%42x46 0.375
103Y -0.201, -6.730, 17.932 50x50%24 0.375

Il est bien de noter que 1'espacement entre les points de la grille correspond au quart de la

longueur d'une simple liaison C-C.
b- Parametres de calculs de docking

Le protocole de docking moléculaire, adopté dans ce travail, consiste a docker chaque ligand,
considéré flexible, dans le site actif de I’Arfl. Les parameétres d’arrét ont €té repoussés a
2500.000 évaluations d’énergie et a 27000 générations. Dans le but d’avoir des résultats
satisfaisant, nous avons retenu 50 conformations pour chaque ligand. Chaque calcul de
docking a consisté en une série de 50 cycles, utilisant 1'algorithme génétique lamarckien
(LGA). Par ailleurs, nous avons pris les autres parametres de simulations par défaut dans le

logiciel Autodock.

III- Résultats et discussion

II1.1- Validation des paramétres de calcul utilisés

Nous avons effectué cette validation en comparant les conformations des deux ligands
¢tudiés, GDP et GTP, issues du docking et les conformations expérimentales issues des
complexes THUR et 103Y. Nous présentons, dans la figure 12, la superposition des deux
conformations RX issues du docking pour chaque systeme. Cette figure montre que les deux
conformations se superposent bien; ce qui conforte I’utilisation des parametres €tablis dans la

suite de nos calculs de docking.
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¢ MG182

Figure 12 : superposition des deux conformations de A) GDP et B) GTP dans le site actif de

I’Arfl : les conformations issues du docking sont colorées en vert et les conformations

cristallographiques en rouge.
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I11.2- Etude énergétique des conformations obtenue

A T’aide du logiciel MGLTools, nous avons réalis¢ une analyse détaillée des 50
conformations générées par nos calculs pour chaque systéme. Dans un premier temps, nous
avons classé ces conformations par ordre d’énergie de liaison ligand / récepteur croissante.
Cette étape nous a permis de repérer la conformation la plus stable pour chaque systeme. Les
deux graphes que nous représentons dans la figure (3) montrent la classification des
conformations obtenues par les calculs de docking pour le ligand GTP en absence et en
présence de Mg?* selon I’énergie croissante.

A

Conformations

0 10 20 30 40 50 60
0 : : : : : |

Energies (kcal/mol)
NS

Conformations

Energies (kcal/mol)
)
L

Figure 13 : Classification des conformations obtenues par les calculs de docking pour le

ligand GTP A) en absence et B) en présence de Mg?* selon 1’énergie croissante

(39]



CHAPITRE I : Etude par docking moléculaire du rdle de 1’ion Mg2+ dans la stabilité des
complexes GDP/Arfl et GTP/Arfl

Les deux graphes précédents montrent que le complexe GTP/Arfl le plus stable en

absence de Mg?" a une énergie de - 6,52 kcal/mol tandis qu’en présence de Mg?* 1’énergie du

complexe le plus stable est de -13,82 kcal/mol. Ce résultat est en parfait accord avec les

résultats des travaux de 1’équipe de (Baolin Zhang) [1]. Rappelons que cette équipe a

démontré que I’ion Mg?* est nécessaires pour les liaisons entre les bases nucléiques (ou base

azotée) et la guanine et I’hydrolyse de GTP (étape d’inactivation) [1].

Nous représentons dans la figure (4) la classification des conformations obtenues par

les calculs de docking pour le ligand GDP en absence et en présence de Mg?* selon 1’énergie

croissante.
A
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Figure 14 : Classification des conformations obtenues par les calculs de docking pour le

ligand GDP A) en présence et B) en absence de Mg?* selon 1’énergie de liaison croissante
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Ces deux graphes montrent que le complexe GDP/Arfl le plus stable en présence de Mg?*
a une énergie de -12.04 kcal/mol tandis qu’en absence de Mg?* I’énergie du complexe le plus
stable est de -5,8 kcal/mol. Cette variation dans I’énergie de liaison entre les deux systémes

montre le role important de 1’ion Mg?* dans les liaisons entre GDP et la protéine Arfl.

I11.3- Etude des liaisons Hydrogene

L’analyse des différentes conformations obtenues par nos calculs, montre que les
ligands étudiés, GDP et GTP, forment des interactions électrostatiques de type liaison
hydrogene avec les résidus du site actif de la protéine. La figure suivante montre le nombre de
liaison hydrogeéne entre le ligand GTP et les résidus du site actif de la protéine en présence et

en absence de Mg?".
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Figure 15 : Classification des conformations obtenues par les calculs de docking pour le
ligand GTP A) en présence et B) en absence de Mg selon 1’énergie et le nombre de liaison

hydrogéne

L’analyse de ces deux graphes montre que les conformations les plus stables obtenues
en présence de Mg?" (E = -13,82 kcal/mol) et en absence de Mg>" (E = - 6,52 kcal/mol)
présentent des interactions ¢lectrostatiques de type liaisons hydrogene avec les résidus du site
actif de la protéine. Nous présentons, dans la figure 6 les positionnements des conformations
les plus stable obtenues pour le ligand GTP dans le site de liaison de la protéine Arfl. Cette
figure montre qu’en présence de Mg?*, GTP forme trois liaisons hydrogéne avec les résidus
du site actif. Deux avec I’atome d’oxygeéne de la chaine latérale du résidu THR32 (d = 2.532

A et d =2.610 A) et une avec I’atome d’azote du backbone du résidu ALA27 (d = 2.874 A).
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En absence de Mg?", GTP forme cinq interactions de type liaison hydrogéne. Deux de ces
interactions sont formées entre ce ligand et les atomes d’azote de la chaine latérale des résidus
ASN126 (d = 3.057 A) et LYS30 (d = 2.940 A). Deux autres interactions sont formées entre
GTP et les atomes d’oxygéne des chaines latérales des résidus THR31 (d = 2.816 A) et
THR45 (d = 3.034 A). La cinquiéme interaction est formée entre ce ligand et 1’atome d’azote
du backbone du résidu GLY29 (d = 2.680 A). Une autre interaction de type liaison hydrogéne

faible a été constatée avec I’atome d’azote de la chaine latérale du résidu PRO45 (d = 3.326

A).

LY -~
T LY SF=2F ASHNI &

v s 30 GLY FOr

Figure 16 : visualisation des conformations pour le systtme GTP/Arfl obtenue (A) en
présence de Mg?" et (B) en absence de Mg?*. La protéine, colorée en gris, est représentée en

mode cartoon, le ligand GTP en tiges et les résidus du site actif en ligne.
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Nous résumons dans le tableau suivant les interactions qui ont lieu entre le ligand GTP
et les résidus du site actif en présence et en absence de Mg?*. Par ailleurs, les résidus tapissant

le site de liaison du ligand GTP sont conservés (tableau 2).

Tableau 2 : les énergies de liaison, les acides aminés constituant le site actif et les liaisons
hydrogéne entre le ligand GTP et les résidus du site actif de I’Arfl en présence et en absence

de Mg?", les résidus conservés sont colorés en vert.

Liaisonne H AA de la protéine Energie
Atome Atome Distance | a moins de 4A° (Kcal/mol)
duligand | d’AA (A°)

GTP

GTPen |04l N(ALA27) |2.874 THRA4S, THR45, THR32, | -13.82
présence | O7 O(THR32) |2.610 THR31, LYS30, ALA27,
de Mg2* | Ol O(THR32) |2.532 ALA28, GLY29, 1LE42,
VAL43, THR44, ILE46,

-, -’

MG1002

042 O (THR31) | 2816 ASP129, THR4S, THR45, | -6.52
GTP en | 042 N(LYS30) | 2.940 THR32, THR31, LYS30,

absence | 039 N(GLY29) | 2.680 ASP26, ALA27, ALA28,
de Mg>* | Ol N(THR45) |3326 | GEV29, [EU46, PRO4T,
N20 N(ASN126) | 3.057 ASN126, LYS127,

CYS159, ALA160,

La figure suivante montre le nombre de liaisons hydrogéne entre le ligand GDP et les résidus

du site actif de la protéine en en présence et en absence de Mg?*.
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Figure 17 : Classification des conformations obtenues par les calculs de docking pour le
ligand GDP A) en présence B) en absence de Mg selon 1’énergie et le nombre de liaison

hydrogéne

L’analyse de ces deux graphes montre que les conformations les plus stables obtenues
en présence de Mg?" (E = -12,04 kcal/mol) et en absence de Mg?" (E = -5,8 kcal/mol)

présentent respectivement six liaisons hydrogéne avec les résidus du site actif de la protéine.
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La visualisation des conformations les plus stables obtenues pour GDP en présence et
en absence de Mg?* dans le site de liaison de la protéine Arfl (figure 8), montre que ce ligand
forme plusieurs interactions électrostatiques avec les acides aminés du site actif de 1I’Arfl.
L’analyse de ces conformations montre qu’en présence de Mg?", GDP forme six liaisons
hydrogene avec les résidus du site actif. Quatre de ces liaisons ont lieu entre ce ligand et les
atomes d’oxygéne des chaines latérales des acides aminés ASP96 (d = 2.819 A), ASP93 (d =
2.862 A), ASP26 (d = 3.055 A) et THR31 (d = 2.724 A). Deux autre interactions de type
liaison hydrogéne ont lieu entre le ligand GDP et ’atome d’azote de la chaine latérale de

LYS30 (d=3.162 A) et I’atome d’azote du backbone de ASN126 (d=2.797 A).
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Figure 18: visualisation des conformations pour le complexe GDP/Arfl obtenue (A) en
présence de Mg?* et (B) en absence de Mg?*. La protéine, colorée en gris, est représentée en

mode cartoon, le ligand GTP en tiges et les résidus du site actif en ligne.

Six autre liaisons hydrogéne sont formées entre le ligand GDP et les acides aminés du
site de liaison de la protéine Arfl en absence de Mg?" (figure 8B). Trois interactions de type
liaison hydrogene ont été constatées entre ce ligand et les atomes d’oxygeénes des chaines
latérales des résidus ASP96 (d = 2.559 A), ASP93 (d = 2.926 A) et ASP26 (d = 3.119 A).
Deux de ces interactions sont formées entre ce ligand et les atomes d’oxygeéne du backbone
des acides aminés LEU25 (d =2.819 A), VAL91 (d = 2.501 A). Une autre liaison hydrogéne
a été constatée entre GDP et I’atome d’azote de la chaine latérale du résidu ARG99 (d =2.753

A). Par ailleurs, les résidus entourant le ligand GDP sont conservés.

Nous résumons dans le tableau suivant les différentes interactions qui ont lieu entre le

ligand GDP et les résidus du site actif en présence et en absence de Mg?*.

Tableau 3: les énergies de liaison, les acides aminés constituant le site actif et les liaisons
hydrogene entre le ligand GDP et les résidus du site actif de I’ Arfl en présence et en absence

de Mg?*, les résidus conservés sont colorés en vert.
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Liaisonne H AA de la protéine Energie
Atome | Atome Distance | @ moins de 4 A° (Kcal/mol)
de d’AA (A°)

ligand

GDP

GDP en|N23 | O(ASP93) |2.819 - THR31, LEU2S, |-12.04

présence | N20 O(ASP96) | 2.862 , GLU54,
de Mg?* | 029 N(ASN126) | 2.797 | ASP67, , ,
036 O(THR31) |2.724 | ASP93, ,  GLU99,
N23 O(ASP26) |3.055 | ASN126,LYSI127, MG182

034 N(LYS30) |3.162

N20 O(ASP93) | 2.926 , GLY24, , | -5.8
GDP en | N17 O(ASP96) | 2.559 , , ,
absence | 029 O(VAL91) |2.501 , , ,

de Mg2* | 029 | O(LEU25) |2.819 | ARG99,
016 | N(ARG99) |2.753 |LYSI25
N23 O(ASP26) | 3.119

I11.4- Etude des distances interatomiques entre I’ion Mg?*" et les

ligands GTP et GDP

Nous reportons sur les deux graphes suivants les distances interatomiques entre 1’ion
Mg?* et les deux ligands GTP et GDP. Les conformations sur ces deux graphes sont classées
par ordre d’énergie croissante. L’analyse de ces résultats montre que les distances
interatomiques varient de 1,669 Aa 1,879 A pour le ligand GTP et de 2,26 Aa 2,835 A pour
le ligand GDP. La distance entre Mg?* et la conformation la plus stable (E = -13,82 kcal/mol)
de GTP est de 1,793 A tandis que dans le cas de GDP (E = -12.04 kcal/mol) cette distance est
de 2,264 A. 11 est bien de noter que les distances entre Mg?" et les deux ligands GTP et GDP

dans les structures expérimentales sont respectivement 2,205 A et 2,426 A. Ces résultats,
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complexes GDP/Arfl et GTP/Arfl

cohérents les données expérimentales, favorisent la stabilité des complexes GTP/Arfl et
GDP/Arfl.
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CHAPITRE I : Etude par docking moléculaire du rdle de 1’ion Mg2+ dans la stabilité des
complexes GDP/Arfl et GTP/Arfl

Figure 19: les énergies de liaison en fonction des distance entre A) Mg?* et GTP B) Mg?" et
GDP

IV- Conclusion

Cette étude, menée au moyen du docking moléculaire, consiste a comprendre et a
étudier le role de I’ion Mg?" sur la liaison des deux ligands GTP et GDP a la protéine arfl.
Les structures de la protéine étudiée (1HUR et 103Y) sont sélectionnées dans la littérature et
comportent deux monomeres et les ligands GDP et GTP respectivement. Une seule chaine a
été sélectionnée pour chaque structure. Les calculs de docking moléculaire ont été effectues
en présence et en absence de 1’ion Mg?* pour voir I’effet de ce dernier sur la liaison entre ces
deux ligands et la protéine Arfl. La validation des parametres de calcul a été effectué en
comparant les conformations des deux ligands GTP et GDP issues du docking a celles issues

des structures expérimentales (103Y et IHUR) respectivement.

L’analyse des résultats montre que, pour les deux ligands GTP et GDP, les
conformations obtenues par les calculs de docking en présence de 1’ion Mg?* sont plus stables
que celles obtenues en absence de cet ion. De ce fait ce résultat est en parfait accord avec les

résultats de la littérature.

La visualisation des conformations obtenues par les calculs de docking montre que les
deux ligands étudiés forment des interactions électrostatiques de type liaison hydrogeéne avec
les acides aminés du site actif en présence et en absence de Mg?*. Le nombre de liaisons
hydrogenes formées varie en fonction du ligand et de la présence ou de I’absence de I’ion
Mg?*. Cette étude révélé I’importance des résidus ‘tapissant’ le site actif, en particulier
ALA27, THR31, THR32, LYS30, GLY29, THR45, ASN126, ASP93, ASP96, ASP26,
VAL91, LEU25 et ARG99, pour la liaison de ces deux ligands a la protéine Arfl.

L’analyse des distances interatomiques entre les deux ligands GDP et GTP et I’ion

Mg?" montre I’effet favorisant de cet ion a la stabilité des complexes GTP/Arf1 et GDP/Arfl.

En conclusion, nous pouvons dire que la présente étude, réalisée au moyen des outils
de la modélisation moléculaire, a montré que 1I’ion Mg?* favorise I’interaction des ligands
GTP et GDP aux résidus tapissant le site actif de la protéine en particulier ASP93, ASP96 et
THR31.
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Conclusion Generale

Conclusion générale

Les résultats de recherche discutés dans ce mémoire ont permis de mettre en lumiere le
role de I’ion Mg?" sur la liaison des deux ligands GTP et GDP a la protéine arfl qui est

impliquée dans le cancer du sein.

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme, le nombre de cas est en
constante augmentation. Cette maladie représente plus de 50% des cancers gynécologiques
chez les femmes en Algérie. Sa prise en charge est trés complexe et I’évaluation de la
thérapie anti-cancer du sein est une étape importante pour une décision thérapeutique
adéquate. La mise en évidence du role de la protéine Arfl dans le développement de cette

pathologie a permis une nouvelle recherche pour une thérapie ciblé.

Arfl est une petite protéine localisée au niveau de 1’appareil de Golgi ou elle exerce
plusieurs fonctions homéostatiques comme le transport vésiculaire, la synthése des lipides
membranaires et la ségrégation des chromosomes, un événement clé de la division cellulaire.
L’Arfl, comme toutes les protéines G, existe sous deux états conformationnels différents : un
état inactif lié au GDP et un état actif li¢ au GTP. Contrairement aux autres membres de cette
famille, I’arfl est surexprimée dans les cellules invasives du cancer du sein et elle est
impliquée dans la migration et la prolifération des cellules cancéreuses. Ainsi, Arfl constitue

une cible potentielle dans le traitement anti-cancer du sein.

L’ensemble de nos travaux de recherche bibliographique, regroupés dans le premier
chapitre, ont permis de définir le réle moléculaire d’Arfl dans divers processus biologiques
et de récolter des informations d’ordre expérimentales nécessaires a 1a réalisation de cette
tache. Les résultats de cette recherche soulignent I’importance de 1’étude des petites GTPases

et I’impact du débalancement de leur état d’activation et d’expression dans ce cancer.

Le deuxiéme chapitre est réservé aux méthodes de la modélisation moléculaire ainsi
que les méthodes de drug design en particulier le docking moléculaire qui est une approche
basée sur la cible biologique. Il consiste a placer une petite molécule, dite ligand, dans le site

actif d’une macromolécule, dite récepteur.
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Conclusion Generale

Dans le chapitre III, nous avons étudié le réle de 1’ion Mg?" sur la liaison des deux
ligands GTP et GDP a la protéine Arfl. Cette étude est réalisée a 1’aide d’une technique de la
modé¢lisation moléculaire basée sur la cible biologique, en [’occurrence le docking
moléculaire. Les calculs de docking moléculaire ont été effectués en présence et en absence
de I’ion Mg?* pour voir I’effet de ce dernier sur la liaison entre ces deux ligands et la protéine
Arfl. L’analyse des résultats montre que, pour les deux ligands GTP et GDP, les
conformations obtenues par les calculs de docking en présence de 1’ion Mg?* sont plus stables
que celles obtenues en absence de cet ion. De ce fait ce résultat est en parfait accord avec les

résultats de la littérature.

L’analyse des conformations, obtenues par notre travail de docking, montre que les
deux ligands étudiés forment des interactions €lectrostatiques de type liaison hydrogeéne avec
les acides aminés du site actif en présence et en absence de Mg?*. Le nombre de liaisons
hydrogénes formées varie en fonction du ligand et de la présence ou de I’absence de 1’ion
Mg?*. Cette étude révéle I’importance des résidus ‘tapissant’ le site actif, en particulier
ALA27, THR31, THR32, LYS30, GLY29, THR45, ASN126, ASP93, ASP96, ASP26,
VAL91, LEU25 et ARG99, pour la liaison de ces deux ligands a la protéine Arfl.

L’étude des distances interatomiques entre 1’ion Mg?* et les ligands GTP et GDP
montre 1’effet favorisant de cet ion a la stabilité des complexes GTP/Arfl et GDP/Arfl.Ces

résultats, sont parfaitement cohérents avec les données expérimentales.

En conclusion, nous pouvons dire que la présente étude, réalisée au moyen des outils
de la modélisation moléculaire, a montré que 1’ion Mg?* favorise I’interaction des ligands
GTP et GDP aux résidus tapissant le site actif de la protéine en particulier ASP93, ASP96 et
THR31. Cette connaissance ¢évoque de nouvelles questions de recherche qu’on désire
exploiter dans le futur, en utilisant d’autre méthode telles que la dynamique moléculaire ou
méme les méthode de la QM/MM qui consistent a traiter, de maniére quantique, le ligand et

les résidus du site actif de la protéine.
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