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Introduction générale

Introduction générale

La recherche et la synthese de nouveaux compos@sguaks et biochimiques sont
aujourd’hui souvent associées a une étude par isatiéh moléculaire, qui est une technique
permettant de construire, visualiser, manipuled’abalyser la structure et la réactivité d’'un
systeme de particules. L’'évolution des outils infatiques ont permis le développement
important de nouveaux outils spécialement dédias@odélisation moléculaire. Grace a cette
évolution et aux progrés en biologie moléculailes chercheurs parviennent a simuler
I'action de substances thérapeutiques, d’ouaiasance des techniques du «drug design».

Les techniques dites de drug design, ayant powctibja conception de molécules
actives et utilisant les méthodes de la modélisatiwoléculaire, comprend deux types
d’approches. Celle du « ligand-based » et cell& decceptor-based ». L'approche « ligand-
based » utilise des techniques de calculs baséda sonnaissance du ligand, comme le
QSAR (Quantitative Structure ActivityRelationg®) qui consiste a disposer d’'une liste
de molécules présentant une activité sur une dibtmée et ensuite a élaborer des modéles
statistigues permettant de prédire l'activité d’urmivelle molécule. L'autre approche : «
receptor-based », basée sur la connaissance ideddiologique, consiste a identifier quelles
molécules peuvent se lier sur le site actif d’'ur@éine dans le but d’'inhiber son action.

Les objectifs principaux de nos travaux consistantine modélisation de la structure
de la protéine Arfl afin de localiser les difféemotifs biologiques et le site actif de cette
protéine puis I'étude du mode de reconnaissanceeddérie de flavonoides avec les résidus
du site actif de 'Arfl. Ces études ont été essbainent réalisées au moyen des methodes de
la chimie théorique et du docking moléculaire.

La protéine ADP-Ribosylation Factor 1 (Arfl), unetife protéine G, existe sous six
isoformes, Arf1-Arf6, répartis en trois classesAlfl et 'Arf6é sont les plus étudiées a cause
de leurs roles biologiques. Contrairement a I'’Agi@ joue un réle important dans la cellule,
I'Arfl est surexprimée dans les cellules invasistascancer du sein et elle est impliguée dans
la migration et la prolifération des cellules caecsseg1]. Ainsi, Arfl constitue une cible
potentielle dans le traitement anticancer du sein.

Apres une introduction générale ou nous préseroinst du travail, ce manuscrit
s'articule autour de trois chapitres suivis d’uaeatusion générale.

Dans le premier chapitre, nous reportons lestigitsulle notre revue bibliographique
sur la protéine ADP-Ribosylation Factor 1 (Arfl)detses inhibiteurs.



Introduction générale

Le second chapitre est réservé a la présentditsnméthodes de la modélisation
moléculaire que nous avons utilisée dans ce tralmihs un premier temps nous avons
définis: la mécanique quantique et la mécaniquetautdire. Ensuite, nous avons présenté un
outil de drug design qui nous a permis d’étudisrdédférents modes de reconnaissance des
ligands et la protéine Arfl en I'occurrence le dagkmoléculaire.

Dans le troisieme chapitre, nous avons présentieddart I'étude de modélisation par
alignement multiple de trois structures cristaliggriques de I'Arfl. L’objectif de cette
simulation est de définir les différents motifs Ibgiques composant la structure de cette
protéine. D’autre part, nous avons présenté lesllattons de docking moléculaire, pour
déterminer les différents modes de liaison d'uriesde vingt flavonoides dans le site actif
de l'Arfl.

La conclusion générale porte sur les principaupods de nos travaux. Nous
présentons également les perspectives que nosatédalissent entrevoir afin d’améliorer les

modes de liaisons obtenus.
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|. Introduction

Le cancer est une maladie chronique de cellulepgut étre mortelle et qui apparait lorsque
I’ADN des cellules est endommage par des agentagents. Quand la cellule devient cancéreuse,
elle perd ses capacités de réparation mais eleeuet pas. Elle continue de se développer et fpara
former une masse qu’on appelle " tumelir].Une tumeur peut étre bénigne (non cancéreuse) ol

maligne (cancéreuse).

Le cancer se subdivise en plusieurs classes sdarrdanes touchés : Les poumons, pancréas,
cblon, les seins. Ce dernier est une tumeur matignee développe au niveau du sein, c’est la forme
la plus rencontrées chez la femffg

Dans le cadre des obijectifs visés par les travaégeptés dans ce mémoire, nous résumons
dans ce chapitre I'état actuel des connaissanceRnmant les structures des protéines impliquées da

le processus du cancer du sein.
ll. Les protéines G

Les protéines G appartiennent a la famille des G&P@es protéines ont la masse moléculaire
généralement comprise entre 20 000 et 30 000 dalEdles peuvent étre liées a la membrane, comme
c’est le cas des grandes protéines hétérotriméiGueui sont constituées de sous-unités alph)a (
beta (3) et gammay). Elles peuvent aussi étre des monomeres noa l@snembrane, comme c’est le
cas des petites protéines G. Cette appellatioemeau fait qu’elles sont composées d’une seuls-sou
unité tres petite (environ 20 kDa).

Les petites protéines G peuvent se trouver sous daoformations actives et inactives. Elles
sont dites actives si elles sont liées au guanaspteosphate (GTP) ou inactives lorsqu’elles digrets
au guanosine diphosphate (GDP) dont la structummighe est représentée sur la figure 1. Elles
passent d’une conformation a une autre suivantyale &GDP/GTP comme c’est illustré dans la figure
2.Néanmoins, ce processus est extrémement lergt purquoi il y'a intervention des facteurs
d’échanges nucléotidiqgues (en anglajganine nuclectide exchange factor GEF). Ces derniers
stimulent la dissociation du GDP liée a la proté&edonc la forme inactive, pour former la GTP liée
a la protéine G, la forme actiy@]. Le cas inverse c'est-a-dire le passage de leefaative (protéine G
lite au GTP) a la forme inactive (protéine G li¢ge@DP), se fait par hydrolyse du GTP en GDP a
l'aide d’'une protéine nomméBTPase activating protein (GAP) [4]. Le passage d’'une forme a une
autre permet aux petites protéines G le déclanchiemel’inhibition des réactions biochimiques dans
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la cellule[5]. Les petites protéines G permettent le transferniffafmations a l'intérieure de la cellu

de ce fait ellesont impliquées darla transduction de signaux.

e o [N ]
Ho’ﬁ’\o"yb\o’ﬁ’\o/\Q‘ NV\(O N{NH
Ho Ho Ho ~ i o 9 4 N\ —nm,
Sy N HO—P—0O—P—0 N
HO  OH Y & o

NH,
OHOH

Structure de GT Structure de GD
Figure 1 : structures chimiques des deux composés GTP e

Nous présentons dans la figure suivante le cGDP/GTPdes petites protéines G (PPt

passant d’'une forme inactive a la forme act

;DP GTF
Forme inactive ‘ [,H

— 3 | PPG F!,EF

Figure 2 :cycle GDP/GTP de¢ petites protéines G
[ll. Les familles de la protéine (

Les protéines G sont diviséen cing familles selon leur homologie de séquentaades
aminés et leurs rbles primaires dans la celluls:ayit donc des 5 familles suivantes : R RAS,
RAB, RAN et ARFs.
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Super-famille des petites protéines G

(180 aa)
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Figure 3 : Différents membres de la famille des petites pne®G

lll.1. La famille des protéines RAS

La famille RAS est composée de plusieurs sous-fasyiparmi les quelles on peut citer Ras, R-
Ras, Rap, Ral, Rheb, Rin et Rit. Dans la sous-farRi&s ont trouve trois principales isoformes quii o
plus de 85% d’homologie de séquence en acides amidarvey-Ras (H-Ras), Kirsten-Ras (K-Ras) et
Neuroblastoma-Ras (N-Ras). Ces trois isoformes sgptimées de maniére ubiquitaire. Depuis la
résolution des premiéres structures de H-Ras e8 [B98], plusieurs structures de petites protéines G
sont publiées. Ces structures sont composées chamee polypeptidique simple de 189 acides

aminés, liée a la membrane par une queue lipidigustituée par des isoprénoides et des acides gra

satures.

Des études récentes ont montré que H-Ras et N-Résrviennent pas dans le développement
embryonnaire alors que K-Ras est essenfiel Ces petites protéines sont trés importantes dans
nombreux processus biologiques tels que la diffdagion cellulaire et la prolifération. L'expressio

anormale de ces petites protéines conduit au dgpetoent de cancer du systéme lymphat|d0oé
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[11.2. La famille des protéines RHO

La famille de GTPaseRho comprend six branches : Cdc42, Rac, Rho, RhoBT, &riMiro.
Comme dans le cas des protéines Ras, les profhesont exprimées de maniére ubiquitaire et sont
retrouvées dans de nombreuses espéces anifhalgSes protéines jouent un rdle dans de nombreux
processus cellulaires tels que la réorganisatiortydasquelette, la progression du cycle cellulaire,
I'expression génique, la polarité cellulaire, lagnaition et la transformation cellulaif&2]. En plus a
toutes ces propriétés, les protéines Cdstiht impliquées dans [inhibition de la migratioet

d’invasion dans les cancfis3].
l11.3. La famille des protéines RAB

La famille Rab est la plus grande et la plus wadé la superfamille des petites protéines G
Ras avec plus de 60 membres, parmi lesquels orcjeuta protéine neuronale humaine Rab6B, Rab
et Ypt. Elles sont identifiees chez la levure, pihisz le rat. Dans ces protéines I'hydrolyse du @i P
GDP, c'est-a-dire le passage de la forme actie farme inactive, est couplée a l'association et la
dissociation des membranes. Ces protéines inter@rgndans la régulation du transport vésiculaire
[14].

l1l.4. La familledes protéines RAN

Les petites protéines G Ran, sont localisées aansylau et le cytoplasme des cellules et sont
associées aux membranes. La forme inactive de pettéine, c'est-a-dire Ran liée au GDP, se trouve
en grande concentration dans le cytoplasme dudtaita présence de la protéine GAP qui aide a
'hydrolyse comme c’est déja expliqué en haut. Ainsus lesRan-GTP qui arrivent dans le
cytoplasme vont étre transformés en Ran-GDP. Eanahe, la forme active, Ran-GTP, se trouve en
grande concentration dans le noyau. Tous lesRan-@DRrrivent dans le noyau seront transformés
en Ran-GTP du fait de la présence d’'un facteurndigge (GEF) qui aide a la transformation du Ran-
GDP en Ran-GTP. Ces protéines interviennent dangoldrole des phénomenes de fusion
membranaire, le trafic des vésicules intracellekiet la régulation du cycle cellulaire comme elles

peuventétreimpliquées dans le mécanisme de cortdenda la chromatingl5].
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l11.5. La familledes protéines ARF

Cette sous-famille des GTPases a été découverté9®&h pour son role de co-facteur de
I'activité de la toxine du choléra, responsableyeande parties des fortes diarrhées caractéristides
symptéomes du cholérfl6]. Ce co-facteur a été nommé ADP-Ribosylation fa¢fiRF).Elle est
composée des membres Arf, Sarl, Arl, ARD1 et ARPBtteCsous famille est caractérisée par la
présence d’'une extension N-terminale plus ou mioingue et divergente en séquence et en longueur
Les protéines ARF ont en commun un certain nomigrgédidus comme leucine 34, tyrosine 81,
l'aspartate 93, l'arginine 99 et le tryptophane W8est bien de noter que ces résidus ne sont pas

conserves chez les autres familles de petitesipesté&s.

[11.5.1.Les protéines Arfs

Les protéines ADP-Ribosylation Factor (AfRIfésentent 54% d’homologie de séquence avec
les protéines SARM]. On les trouve chez toutes les cellules eucaryb@m®me, souris, rat, vache...)
et sont absentes chez les bactéries. Elles formemtsous-famille de six isoformes soient d’Arfl a
Arf6, ou Arf2 est absent chez I'humain. Ces prasigont classées, chez les mammiféeres, selon leu
taille et leur homologie de séquence en trois gesupistincts, soit la classe | (Arf1-Arf3), la dasll
(Arf4 et Arf5) et la classe Il (Arf6), ou Arf6 esa plus divergente en termes de séquence en acide
aminés comme le montre la figure 4.

Les isoformes Arfl-2 et 3 sont exprimés dans lareyles tissus bovins, de rat et de souris, et
n‘ont pas été retrouvées chez dautres mammifehes@e de ces classes assure des fonction:

distinctes dans le transport cellulaire.

Classe ICette classe, regroupant les isoformes Armkf2 et Arf3, est distribuées
majoritairement dans I'appareil de Golgi. Les trisigformes de cette classe sont impliquées dans le
contr6le de la formation de vésicules lors du fpanisintracellulaire. Les genes Arfl et Arf2 sont

homologues a 96% et ils présentent seulement Sh#srdilogie de ségquence avec le géne Arf3.

Classe Il les isoformes regroupant cette classe soient Atf4Ad5, sont distribuées

majoritairement dans I'appareil de Golgi. Ces dsaformes assurent le transport cellulaire.

Classe 1l : Dans cette classe on trouve uniqguement I'isofofrf6, 'une des protéines Arfs
les plus étudiée. Elle est localisée dans la menebptasmique et dans les membranes endosmales o

elle assure le controle de la synthése de lipi@este isoforme est impliquée dans I'endocytose des

8
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récepteurs membranaire et dans l'organisation dasquelette d’actingl7]. Récemment, il a été
démontré qu’Arfé contréle le processus d’invasiorde migration cellulaire dans le cancer du sein
[18].

Nous présentons dans la figure suivante les ségaest acides aminés des six isoformes de
Arf soient Arfl a Arf6. En vert sont colorées l&gions conservées et en jaune celles qui ne le son
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Figure 4 :séquences en acides aminés des six isoformes &FI'Aes parties colorées en vert
représentent les régions conservées, les parfi@sedites en acides aminés sont colorées en jaune
[19].
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[11.5.2. La protéine Arfl

La protéine Arfl est l'isoforme la plus abondanteld famille Arf. Elle représente 90% des
protéines de cette sous famille présentes dansalinde. Ellea été identifiée au niveau de I'apfate
Golgi ou elle exerce plusieurs fonctionscomme kndport vésiculaire, la synthése des lipides
membranaires, la réorganisation du cytosqueletaetide et la ségrégation des chromosomes, un
événement clé de la division cellulajid.Au cours des derniéres années, il a été démque&Arfl
est surexprimée dans les cellules invasives duecahcsein et elle est impliquée dans la migragion
la prolifération des cellules cancéreug@8]. Ainsi, Arfl constitue une cible potentielle dales

traitement anti-cancer du sein.

a. La Structure de la protéine Arfl

La petite protéine G Arfl, constituée de 181 acidesinés, présente 67% d'identité de
séquence avec I'Arf6, c’est la plus différente @dlecci en la comparant aux autres protéines Arfs
(figure 4). Contrairement aux autres petites pn&®iG, la protéine Arfl posséde une glycine en
position 2. Ces protéines possedent deux régiopsriamtes pour leur activité biologique, switcht | e
switch II. La région Switch | est située entre #&sdes aminés 45 et 54, la région switch Il seesitu
entre les acides aminés 70 et 80. La partie eegaleux régions, c'est-a-dire les acides aminé$ de
69, s’appelle interswitch. Le passage de la fornaetive a la forme active c'est-a-dire I'échange du
GDP par le GTP, catalysé par un facteur d’échamgeaiiine exchange factor; GEF), induit des
changements conformationels au niveau des régienshsl et switch Il (voir la figure 5). ARNO est

'un de ces facteurs d’échange (GEF) capable d/actrfl [21].

La figure suivante montre le changement conformatitinterswitch et I'hélice N-terminal, de

la protéine Arfllors de son passage de la formetivena la forme active.

10



CHAPITRE | :Rappels bibliographiques sur la protéine ADP-Ribosylation Factor 1 (ARF1) : cible
potentielle dans le traitement du cancer du sein

Arf1-GDP Arf1-GTP
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M-terminale In_:l ice \Q
M-terminale 4 \a

‘‘‘‘‘

Figure 5 : Structures de la protéine Arfl liée au GDP et alP(@ZR]. La liaison du GTP provoque le
glissement de l'interswitch qui déplace I'héliceté&tminale de la poche hydrophobe qu’elle occupe
lorsqu’Arfl est lié au GDP23].

b. Les inhibiteurs de la protéine Arfl

A ce jour, trois inhibiteurs d’Arfl sont connus. Ilpgemier, la bréfeldine A (BFA) dont la
structure chimique est représentée sur la figure@aé identifiée il y'a plus de 65 ans, mais ila
d’inhibiteur pour I'Arf n’a été élucidé que 40 aphus tard[24]. La BFA, une toxine naturelle, cible
spécifiguement la forme Arfl et pas Arf6 liee au 5@t le domaine sec25]. Cet inhibiteur
n'empéche pas linteraction d’Arfl avec son GEF,ignelle les piege dans une interaction non
fonctionnelle[26]. Récemment, la découverte par criblage in siliccs pai synthése d’'un nouveau
compose inhibiteur de I'activation des Arfs, le LM{voir la figure 6b), permet de bloquer I'activité
catalytigue des Arfs GEF sensibles et résistantlss BFA [27]. Des résultats ont démontré que le
LM11 inhibe Arfl1-5 mais pas Arf6. Ces derniéres éasiun chercheur japonais et ses collaborateur:
développent un troisieme inhibiteur TAMF-26, ddatstructure chimique est représentée sur la figure
6c, par des analyses gelldown [28]. La méme équipe montre, par des études de modefisati

moléculaire, que cet inhibiteur occupe le mémeagitd que la BFA.
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Figure 6 :structures chimiques des trois inhibiteurs d’ArbiBFA, b-LM11 et c-AMF26
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Chapitre II : Les méthodes de la chimie théorique et du drugydesi

l. Introduction
L’élaboration de modéles moléculaires s’effectutueltement au moyen de deux

types d’approches théoriques de base radicalenféredtes et qui sont :
La mécanique quantique et la mécanique moléare

Dans ce chapitre, nous présentons d’une part I&soahes théoriques utilisées, d’'autre
part, les techniques du drug design qui nous onti flans I'élaboration des modéles
mathématiques de prédiction des énergies de lisidea molécules étudiées avec les résidus
du site actif de I'Arf1.

ll. La mécanique quantique

Les méthodes issues de la mécanique quantiquebssies sur la recherche de la
meilleure répartition des électrons dans le changerdré par les noyaux du systéme et cela

en résolvant I'équation de Schrédinger.

[I.1. Equation de Schrédinger
Les propriétés chimiques d’'un systéquantique sont déterminées par la fonction
d’'onde ¥. Cette derniére dépend des variables d’espacéhaigue particule et elle est la

solution de I'équation de Schrodingdr, qui s’écrit pour les états stationnaires :

HY =EY (1)

H est I'opérateur hamiltonien moléculaire associérergie totaleE du systéme étudié.
Cethamiltonien ne prend pas en considération tesactions entre les électrons et les champs

extérieurs au systeme. Il s’écrit pour un systewlggbectronique constitué deélectrons et

deN noyaux :
N N n
A=y -t 8+3> 22,537, —+ZZ— @
1 2M, i me =1 Ny =i o = G
Energie cinétique  Energie cinétique Energie Energie Energie de
des noyaux des électrons derépulsion entre d’attrac}ion répulsion entre les
les noyaux noyau-électron

électron

Aj et Aj sont ledaplaciensde I'électron et du noyau i est donné par la relation :
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meest la masse de I'électroll; Z;etZ; sont respectivement la masse du ngydes numéros
atomiques des atomgstj .

riv est la distance entre deux électroasi’, rj est la distance entre deux noyaux j et j'.

rjla distance entre un électraet un noyayete la charge de I'électron.

[ __h avec h: la constante de planck.

21T

Cependant, I'équation (1) ne peut étre résolueytigaement que pour des systemes
monoélectroniques, d'ou la nécessité d’introduies dipproximations et de résoudre le

systeme numériqguemej].

[1.1.1. Approximation deBorn-Oppenheimer

Cette approximation permet de séparer le mouverdeat électrons de celui des
noyaux en négligeant I'énergie cinétique de cesides[3]. Elle se base sur le fait que les
électrons sont beaucoup plus Iégers et ils beauptugp rapidement que les noyaux. Cela

revient a considérer le troisieme terme de I'équmfl constant pour une géomeétrie donnée

Dans le cadre de cette approximation, I'hamiltonfesiéculaire peut se diviser en une
partie nucléairéiyet une partie électronique..

La partie électronique est donnée par la relation :

n n n A2
A=)+ Y S (@)
i=1 i=1i"i r||
2 N 2
Avec : hC(i):—the A, —ZZJ.?— )
j=1 ij

h%(i) est I'hamiltonien de coeur relatif a I'électrgnc’est un opérateur monoélectronique qui
décrit le mouvement d’'un électron dans le champ Mesoyaux. Le dernier terme de
'équation (4) empéche la séparation de I'équattn Schrodinger emn équations

monoélectroniques d’ou la nécessité d’'introduire antre approximation sur I'expression de

la fonction d’onde.
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[1.1.2. Approximation orbitale
La fonction d’onde électronique doit tenir compte spin de I'électron, donc en plus
des trois coordonnées spatiales définies par leeveespace, une quatrieme coordonnée est

nécessaire pour définir I'état du moment de $pin
x()=w()ali) (6)
x(i)=w()s() (7)
a(i) et p(i) sont les fonctions de spin correspondantes auxurslde spim% et _%

respectivement)((i)et ,?(i) sont des spin-orbitales de I'électron i. Ainsifdaction d'onde

totale sera un simple produit de ces spin-orbitales
W =x @x, (2) x(n) (8)

Cette fonction d’onde nesatisfait pas @incipe d’exclusion de Paul],car elle ne
prend pas en compténdiscernabilitédes électrons. Ce probleme est alors résolu évaatr
la fonction d'onde du systéme sous forme d’un détemt de Slatés, 7].

Ce dernier est construit sur une base orthogonalenfdnctions d’ondes mono
électroniques, tenant compte de I'état de spirugingappelle spin-orbitales. La permutation
de deux électrons implique la permutation de degmek conduisant a un changement de
signe. Le probleme réside alors dans l'obtentianrdeilleures spin-orbitales pour obtenir la

fonction d'onde du systemen&lectrons.

0 xn@ . ox0 x.0
X2 xn@) . x.(2) x.()
11 . C . 9

) 7)) e xal) Fa)

1
Le facteur de normalisation pour la fonction Jnioon étant le nombre d'électrons.

[1.1.3. Approximation LCAO
L’approximation LCAO[8] (Linear Combination of Atomic Orbital€st basée sur le
fait que la liaison chimique se forme suite au tetement de fonctions d’onde appartenant a

2 atomes suffisamment rapprochés. Ainsi, la fomct@ionde monoélectronique d’une
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molécule peut étre considérée comme une combinais@aire des fonctions d'onde
atomiques. Ces derniéres constituentftextions de basehoisies pour la description du

systéme.
cDi :ZCir¢r (10)
r=1

@, est une orbitale atomique et les coefficigbtssont inconnus. La recherche de la fonction

d'onde revient a déterminer les coefficie@is

I1.2. Les différentes méthodes quantiques

La chimie quantique regroupe actuellement plusieunéthodes de calculs, toutes
basées sur la résolution de I'équation de SchrédifRprmi ces méthodes, il y a celles qui
sont basées sur le traitement des intégrales dasi@p inter électroniqueab initio et semi
empiriques) et celle qui est basée sur la dendaétrénique comme la théorie de la
fonctionnelle de la densité (DFT).

[1.2.1. Méthode Ab-initio

a. Formalisme Hartree-Foc[o]

Dans ce formalisme qui utilise les approximations Born-Oppenheimer et
orbitalaire, on peut se placer soit dans un cadee @ontrainte de spin (RHF : Restricted
Hartree-Fock) ou dans celui sans contrainte de @piiF : Unrestricted Hartree-Fock). Le
premier concerne les couches fermées ou les OM domnblement occupées donc pas
d’électron célibataire. Le deuxiéme (UHF) concdewcouches ouvertes ou les OM ne sont
plus doublement occupées mais chaque spin-orbdateremplacée par deux orbitales
distinctes : la premiere décrit le spiret 'autre le spirf. Comme les composeés éetudiés dans
le cadre de cette these ne sont pas des radicaus, mous limiterons ici a décrire le
formalisme RHF.
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1. Energie moyenne associée a un déterminant deéesla
L’énergie électronique moyenne associée a la fonatfonde® est donnée par la

relation de Dirac suivante :

(@|H|®) = E, (11)

Ou @ est la fonction d’onde de Slater gtlEnergie moyenne du systéme.

La résolution de cette équation est tres complexeilcy a n! Possibilités de répartir les
électrons suivant lem=n/2 OM occupées, mais comme les spin-orbitales adhbnormées
le calcul se simplifie a cause de I'annulation dyrand nombre de termes.

Sans donner les détails de calcul, I'intégration’@guation (11) sur les variables d’espace

conduit a I'énergie électronique suivante :

E = izhi'C +ii(23u - Kij) J12
i=1 =L j#i

h® est l'intégrale monoélectronique de cceyr,ebt I'intégrale bi-électronique coulombien et

Kjj est I'intégrale bi-électronique d’échange.

h, ‘= X (1)( h® (l)()(i (1)> (13)
3, = @0 @, 2 i
K, = On @, 0 b (2)x, (2) 5)

12

2. Méthodes de champ auto-cohérg¢mt] et équations d’'HF

Le probleme posé précédemment, concernant I'atwedes meilleures spin-orbitales pour
obtenir la fonction d'onde du systemen&lectrons (équ. 9), est résolu ici en utilisant le

théoreme des variatiorjd1]. Ce théoréme implique que pour une variatidg, de la spin-
orbitale y, appartenant & un ensemble orthonormal, on doit ane variation d’énergi@E

nulle :
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fox, ) 7+ 3o, 0)- ), =0

J#

Ce qui conduit aux équations de Hartree-Fock stésan
FX, =ex

g est la valeur propre de I'opérateur de Fock, eleespond a I'énergie d’'un électron décrit

par la spin-orbitaley, dans le systemeNatomes.

(18) F)=h@)+>[29,0)-K, ]

j#L

Les équations (18) aux valeurs propres qu’on appétjuations canoniques sont
résolues de maniere auto cohérente. Cette méttwaeste a choisir un jeu d’orbitales pour
construire F et ensuite un nouveau jeu d'orbitaktsgénéré. Ces nouvelles orbitales vont a
leur tour servir a définir de nouveaux opérateyjrst K; et donc un nouvel ensemble de
fonctions propres d€. Cette procédure est répétée jusqu'a ce que Erarude interne soit
atteinte, d’ou le nom de méthode du champ autoreolhéSelf Consistent Field) 4], abrégé
en utilisant les initiales anglaises SCF. Ce forsna utilisant I'approximation LCAO

conduit aux équations de Roothaan et Hall.

3.Equations de Roothaan et Hall
Dans ce cadre la fonction d’onde moléculaire stéswus forme d’'une combinaison
linéaire des OA (équation 10)2,13] Plus le nombre de ces orbitaux atomiques estdgran
plus le résultat est proche de la réalité mais lglsisalculs sont complexes et onéreux.
La résolution de ces équations, consistant a déterrtes coefficients des OM, se fait
aussi de maniere auto-cohérente comme dans leesasgdations d’HF. La difficulté dans la
résolution des équations de Roothaan et Hall pnbveki grand nombre d'intégrales a

calculer.

b. Calcul ab initio et les Bases d'orbitales atajues utilisées
Le calculab initio repose sur la résolution des équations de Hariwek-Roothaan.
Tous les électrons mis en jeu par chaque atomecamsidérés. La précision des résultats

obtenus dépend de la base d'OA utilisgéH.Il faut noter que I'énergie est d'autant plus
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stable que la base est plus étendue. Plus la Bageutilisée est étendue plus les calculs sont
longs et les résultats sont précis. On peut diglguhoix des bases est encore aujourd'hui un
probléme qui n'est pas parfaitement résolu.

Les bases d’OA utilisées sont généralement des ioamsbns linéaires fixées de
gaussiennes que l'on appelle contractions. Ellesété développées par I'équipe de John
Pople dés la fin des années 1970. Nous pouvons. @@1G[14], 6-31G[15],.... ou 3 et 6
représentent le nombre de gaussiennes contradtédésrivant les couches internes, quant aux
couches externes elles sont respectivement dépatesne contraction de 2 ou 3 gaussiennes
et 1 gaussienne isolée.La notation : 6-31G* signifjout d’une fonction type& a une base
comportant des orbitaleset p. La notation : 6-31G ** signifie I'ajout d’'une aitble 2p a
'atome d’hydrogéene. L’ajout d’'une orbitale diffusar un atome lourd est représenté par un
signe + devaniG: 3-21+G. Rappelons qu'une orbitale diffuse a ntembre quantique
principal n supérieur a celui de valence. L’'ajout de deuxtahs diffuses, une sur I'atome
lourd et I'autre sur I'atome d’hydrogene, est reeréé par un signe ++ devat 3-21++G.

Toutefois, si les méthoded initio donnent des résultats assez précis, elles ont pour
inconvénient de nécessiter des temps de calculldrégs ; ce qui limite actuellement leur

application a des systemes comportant une quanandé@tomes.

Il faut noter que le calcub initio, ne tenant pas compte de la corrélation électueniq
conduit & une énergie toujours supérieure a lauvagacte. Pour cela, des méthodes dites
‘post Hartree Fock’ ont été développées. Parmi m&thodes, nous pouvons citer les

méthodes d’interaction de configuration et cellesvi¥dller Plesset.

Le calculab initio est tres gourmand en temps CPU (Central Proceéghiiiga cause
du nombre d'intégrales a déterminer et qui augmavde la puissance quatrieme du nombre
d'OA utilisé[10]. De ce fait, des théories moins colteuses softiiparécessaires, méme au
risque de perdre une partie de I'information. Parelies-ci, nous pouvons citer la théorie de
la fonctionnelle de la densité (DF[)6] et les méthodes semi-empiriques.

La DFT utilise les théoremes fondamentaux de Hobenbt Kohn17] qui ont établi
une relation fonctionnelle entre I'énergie de ltdtndamental et la densité électronique. Elle
a pour objectif de décrire un systeme en considdsadensité comme variable de base. La
précision des résultats obtenus avec la DFT présent excellent compromis entre les
résultats précis mais lents des méthaeitio les plus sophistiqués et les résultats rapides
mais grossiers des méthodes semi-empiriques quedémivons ci-dessous.
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11.2.2. Méthodes semi-empiriques

a. Principe

Les méthodes semi empiriques (SE) ont pour bugdeaire de facon significative le
temps de calcul que nécessitent les méthabesitio. Dans une méthode SE, une partie des
calculs HF est remplacée par des parametres apusté@es valeurs issues de cakghlinitio
ou expérimentales. Elle ne considére que les élestde valence qui sont décrits par les
orbitales atomiques de type Slater. Cette appraxamast basée sur le fait que les électrons
impliqués dans la liaison chimique sont ceux decdmiche de valence. Ces méthodes
cherchent d'une part, a diminuer considérablememoadmbre d'intégrales moléculaires a
calculer et d'autre part, a éliminer completementdicul des intégrales biélectroniques, a
trois et quatre centres. Toutes les méthodes Skgesgles intégrales de recouvrement dans
la résolution des eéquations SCHS8]: c'est ce quon appelle approximation du

RDN « Recouvrement Différentiel Nul » ou ZDO « Z&ifferentiel Overlap ».

L’application du RDN simplifie les intégrales biéteoniqgues comme suit :

(rstu) = (rr[tt)o. 5, (19)
Avec O, = {2 rrfss (symbole de kronecker)

Les différentes méthodes SE qui existent actuelemésultent de la maniére dont le RDN est
appliqué sur les intégrales biélectroniques. Nasumons, dans le tableau ci-dessous, les
versions successives des méthodes SE généréese pdegté d’application de cette

approximation.
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Tableau 1 :Différentes méthodes SE utilisées.

Degré d'application de RDN ou ZDO Méthode Versions
CNDO/1
CNDO[19] CNDO/2[20]
Or#Ps (Complete  Neglect of
Differential Overlap) CNDO/s[21]
INDO
INDO [20,21] ZINDO [22]

(Intermediate Neglect of MINDO/1 [23]

Differential Overlap)

# MINDO/2 [23
" :[)S les intéaral tres ( /M): Modified [23]
sauf pour les intégrales mono centres (rsrs

p g 2 S erner MINDO/3 [23]
S: Symmetric INDO/s [24]
SINDO[25]

NDDO [26,27] MNDO [28,29]

(Neglect of Differential| AM1
R#S . .
Diatomic Overlap) PM3

En général, toutes ces versions sont précisesdaesufamilles de composés voisines de celles
utilisées pour la paramétrisation. Cependant, €dliesées sur I'approximation NDDO et que

nous présentons ci-apres, sont les plus utilisgteglement.

b. Versions basées sur I'approximation NDDO

L’approximation NDDO [26,27] consiste a neégliger les recouvrements diatomiques
différentiels ou interviennent les produits de deorbitalescentrées sur deux atomes
différents. Les améliorations successives de larpétrisation ont conduit au cadre MNDO et
ses versions successiViéd-34] Cependant, MNDOdécrit mal la liaison hydrogége]; ce

qui a conduit I'équipe de Dewar a développer AMLigtn Model 1)31]. Cette derniere ne
difféere de MNDO que par le procédé empirique Wil®ur évaluer les répulsions entre cceurs
[32]. En effet, selon Dewar et al, les formules utdsé&ans MNDO conviennent mal aux
distances de van der Waals. Dans le méme ordréedid. J. P. Stewart a proposé en 1989,
sous la version revisée PM3 (parametric MethofB33), une reparamétrisation compléte de
MNDO. Celle-ci s'est effectuée sur des séries dééoubes test au moyen d’'un procédé
automatique[33]. Il faut noter que PM3 présente le défaut de déamal les composés

comportant des liaisons amides.
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[ll. Mécanigue moléculair

[1l.1. Bases et principes

Contrairement la mécanique quantique, la mécanique moléciy(MM) ne tient pas
compte explicitement des électrons. Elle traite &smes et les électrons qui leur s
associes comme des masses ponctuelles chargéessaobéaux lois de la mécaniq

classique.

L’énergie de la molécule est exprimée sous la fodinee somme de contributions associ

aux écarts de la structure par rapport a des pamesratructuraux de référet :

E= E"’ Ee + E(D + Em+ Evan derwaa t Eélectrostatique"' Eiaisons hydrogéne'" Ere(zo)

Les variables du calcul sont les coordonnées iatedu systen: longueur de liaison

angles de valence, angles diedre®, angles diedres impropres ainsi que les distanc
entre atomes non liés dont les interactions s@mésetées par un potentiel de van der W:
le plus souvent de tydennard Jnes et un potentiel électrostatique le plus soudentype

coulombien.

[11.2. Champs de forces

La Mécanique Moléculail (MM) est une méthode empirique qui consiste a dég
grace a des résultats de la mécanique classiquprdpriétés des atomes et des molécule:
déduire des modeles mathématiques simples agChamps de forcd85-36]. Le champ de
forces permet de décrire les forces agissant lersgugéométrie d’équilibre est perturb
Sous ce terme sont en fait regroupés deux élémeahime part I'expression des différer
fonctions contribuant au calcul énergétique et tttaypart es valeurs des différent
constantes paramétrant ces fonctions. De nombreamgs de forces sont disponibles d
différents logiciels de modélisation moléculairehaCun d’eux est limité & une classe
molécules ayant suffisamment de ressemblanceturelle et fonctionnelle. On peut air
trouver des champs de force destinés a la modélisdé petites molécules organiq [37],
de macromolécule88], de nucléotide [39] ou encore de complexes organométallii [39].
Il est donc dans un premier tes important de vérifier si le champ de force chei adapt:

au systeme a étudier. Dans ce travail, nous avtihséula mécanique moléculaire pc
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minimiser les structures des molécules dessinéastaidier. Pour cela nous avons choisi le
champ de force MM2qui est bien adapté a la mod#isales petites molécules organiques
[37].

V. Techniques du Drug design
Les techniques ddrug desigrreprésentent I'ensemble des processus nécesgaires
découvrir de nouveaux médicaments. Elles ont pdojectif la conception rationnelle de
médicaments. Elles sont basées soit sur I'étudeedi@sons entre I'activité d’une molécule et

sa structure soit sur I'étude du docking molécelaui nécessite la connaissance de la cible
biologique. La premiére utilise des outils tels d@eQSAR (Quantitative Structure-Activity

Relationshipsou la CoMFA Comparative Molecular Field Approaglet ne nécessite pas la
connaissance de la cible biologique. Quant a laidme, dite ‘receptor-based’, elle est
appliguée lorsqu’une structure tridimensionnell®)(8able du récepteur est disponible.

V.1. Approche ‘receptor-based’

Cette approche basée sur la cible, appelée lerdpatoléculaire ou encore I'arrimage
moléculaire, est une technique qui permet de planerpetite molécule, dite ligand, dans le
site actif d’'une macromolécule, dite récepteurohjéctif du docking moléculaire consiste a
prédire a la fois la conformation active (ou vighae I'orientation relative d’'une molécule au
sein du récepteur. Le plus souvent, la simulatierfait dans un champ de force simplifié
permettant de prédire I'énergie d'interaction eldgriigand et la protéine, dont le but est de
classer les différents résultats obtenus. Il faatemque dans une simulation de docking, le
récepteur et le ligand peuvent étre considérégesgpu flexibles.Dans le deuxiéme cas, le
ligand est considéré flexible mais la flexibilitérmise au récepteur est limitée exclusivement
aux chaines latérales des résidus du site actifpasle alors d’'un docking semi-flexible,
réservé au docking ligand-protéine. Plusieurs @naognes utilisent ce type de docking parmi

les quels on peut citer AutoDddk].

V.2. Alignement de structures tridimensionnelles drotéines

L'alignement de structures tridimensionnelles detginesest une maniere de
représenter deux ou plusieurs séquences de ma&autes biologiques (exemple protéines)
les unes sous les autres, de maniere a en fagertieses régions homologues ou similaires.
L'objectif de l'alignement, réalisé par des progras informatiques, est de disposer les

acides aminés pour identifier les zones de conoomla Ceci nécessite en général
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l'introduction de "trous" a certaines positions sldes séquences, de maniere a aligner les
caractéres communs sur des colonnes successiveoQg correspondent a des insertions ou

des délétions (appelés indel) d'acides aminésldarsgquences biologiques.

VI. Interactions intermoléculaires

VI .1. Interactions hydrophobes

Les acides aminés dont le radical est hydrophobepetaire ont la propriété
d’empécher la formation des liaisons hydrogeneedes molécules d’eau. lls forment dans la
structure des protéines des zones hydrophobessomdécules d’eau ne peuvent échanger

aucune liaison avec les radicaux d’acides aminés.

VI .2. Interactions de Van Der Waals

Ce sont des interactions entre atomes, moléculesntye une molécule et un cristal.
Ces interactions Van Der Waals s’appliqguent ad¢o@ste distance et ne concernent donc que
les atomes de surfadél]. Elles sont nhombreuses et contribuent essentiefierdans la

recherche de la concordance stérique entre ledigala protéine réceptri¢é2].

VI .3. Interactions électrostatiques
Certains acides aminés peuvent étre chargés posiint ou négativement, ce qui
donne lieu a des interactions électrostatiques. iGesactions électrostatiques agissent a
"longues" distances (autour de 10 A), entre desiggs d’atomes électriquement chargés
[43].

VI .4. Interactions ioniques ou pont salin
Ces liaisons résultent des forces électrostatigia®s une protéine entre les résidus
chargés positivement et les résidus chargés négatint. Elles ont une importance certaine

dans les liaisons entre la protéine et d'autregcntgg44].

VI .5. Liaisons hydrogene

Les liaisons hydrogénes sont des interactiomsrmdléculaires de faible énergie entre
20 a 30 KJ /mol qui agissent dans les systemefodiimes, a trés courte distance (0,8 a 2,8
A) entre un élément trés électronégatif portantranins un doublet non liant et un atome

d’hydrogéne lie a un élément trés électronégatif.
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VI .6. Pont disulfure ou cystine

Pont disulfure est une liaison covalente qui sen@rquand la protéine se replie
(structure tertiaire) ou lors de la dissociationsdes-unités protéiques (structure quaternaire)
par 'oxydation dans la protéine. On trouve deus @@ acides amines ont des radicaux
contenant un atome de soufre c’est le cas de ngsétila molécule résultante de la liaison de
deux cystéines est la cystine.

Le pont disulfure ne se forme pas dans le cytopgagu est un environnement

réducteur, mais lorsque les protéines sont secvétégposees a la surfdéd].
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Chapitre 11l : Modélisation de la structure de la protéine Arflet de
ses interactions avec une série de Flavonoides

l. Introduction

Dans le but de développer de nouveaux inhibiteersadprotéine Arfl, nous avons
entrepris dans ce chapitre une étude détailléeadmddélisation de la structure de cette
protéine ainsi que de son mécanisme d’inhibiticsurReffectuer une approche assez réaliste,
nous nous sommes laissés guidés par des informatienla littérature disponibles et
présentées dans le chapitre I. Cette démarcheanowstés a structurer nos travaux en deux

étapes successives que nous résumons brievememiecsiit :

* La premiere étape porte sur une étude de modélisatar alignement multiple de la
structure de I'Arfl, la protéine impliquée danscéncer du sein. Cette étude réalisée sur
trois structures de départ de la protéine Arfl naysermis de mettre en évidence la
structure optimale a utiliser dans la partie Il.

* Ensuite, a l'aide de la techniqgue du docking mdbice, nous avons étudié le mode
d’association le plus probable d’'une série de vilaytonoides dans la cavité catalytique
de cette protéine. Cette étude totalement guidedgminformations disponibles dans la
littérature, a permis de mettre en évidence lesragtions mises en jeu entre ces
composeés et les acides aminés du site actif etédkre I'énergie de liaison entre chaque
composé et la protéine Arfl.

Nous présentons de maniére détaillée ces étapesssies dans les 2 parties que nous
notons A et B.
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Partie A : Modélisation par alignement multiple da structure de I'Arfl

|. Objectif

Comme nous l'avons mentionné dans le chapitre éxiste seulement trois
structures cristallographiques correspondant ayptexa Arfl /BFA et sec7 domaine dans la
Protein Data Bank (PDB) [1]. Il est important de rappeler que le ligand cligtgaphique
dans ces trois structures adopte la méme confaymadte probléme est donc de rechercher la

conformation & utiliser dans la deuxieme partiee¢ravail.

Il. Méthodologie

Dans le but de choisir la structure cristallogrgplei que nous allons utiliser dans notre
travail, nous avons entrepris une étude de congmarantre toutes les structures 3D d’Arfl
liées au domaine sec7 et BFA (BREFELDINE A) disptes dans leProtein Data Bank
(PDB) [1]. Un total de trois structures cristallographiqoaes été extraites de la PDB (codes :

1R8Q de résolution = 1.8&], 1REO de résolution = 2.4Q] et 1S9D de résolution = 1.80
[3].

Nous portons dans le tableau suivant une desaniptde chaque structure

cristallographique.

Tableau 1 :Présentation des trois structures cristallograpsgl’Arfl extraites de la PDB ;
les résidus colorés en bleu sont conservés dat®isstructures.

Structures- N,O"?bre Acides aminés du site actif (AA < 7A de la chaine]
) : Nombre de d’acides
cristallographique : S A)
: chaines aminés de
s d'ARF1 .
la chaine A
ILE20, LEU21, MET22, VAL23, GLY24, LYS30,
1R8Q 4 chaines 179 résidus LEUS8S, ILE33 THR64, GLY87, ILE89,
GDP (A,F,B,E) PHEOQOVAL91, LEU122, VAL123, PHE124,
AFB403.
ILE20 , LEU21, MET22 , VAL23 , GLY24 ,
1REO 2 chaines 155 résidus LEU88, LYS30, THR64 , VAL65 , TRP66 , ILE8Y
GDP (A, B) , PHE90 VAL91 LEU121 , LEU122 , PHE124 ,
HOH738 , AFB702.
1S9D 5 chaines LEU21 , MET22 , VAL23 , GLY24 ,LYS30,
GDP (A, E) 162 résidus | LEU88 ,/ILE89 , PHEQO ,VAL91 , VAL92,
' LEU121 ,LEU122 , VAL123 , PHE124 , AFB403.
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Les structures cristallographiques portées dansaldeau 1 sont composées de
plusieurs chaines d'acides aminés (AA) (02 ou @Gnes). Elles comportent plus de 100 AA
(179 AA dans la structure 1R8Q, 155 AA dans laditne 1REOQ et 162 AA dans la structure
1S9D). Les résidus du site actif ne sont pas cuéseatans les trois structures, ce qui explique

le fait que les protéines dans I'organisme ne pastfigées.

Tableau 2 : Présentation des différents éléments composantiréeés structures
cristallographiques d’Arfl extraites de la PDB.

Structures-
cristallographiques Hélice alpha Feuillets beta Coudes Boucles
d'ARF1
*LEU8-PHE9
* -
*|LE4-LEU8 ASP26-ALA27 *LYS10-GLY11

*LYS30-LEU37
*TRP78-PHES82

*MET18-VAL23
*GLU5S4-GLUS7

*LYS38-GLY40
*GLN83-THR85
*SER94-ASP96

*LEU12-PHE13
*GLY14-LYS15

1R8Q “ARG99-LEU111 | ILE61-VALGS |, “ILE49-PHES1
GDP “ALA136-LEU143 | “GLYB7-ASP93 | | 0= 20 A0 T8 |+ ys50.ASN6O
“LEU166-ASN179 | “ALA119-ASN126 | |, SEN'25-0SRI2D Ly 70.GLNT1
“TRP153-ALA157 | . “LEU130-PRO131
LEU143-GLY144 | , LoOTS0-EROLS
“ALA160-GLY163
ASP26-ALAZ8 |,
T |
. “ARG19-GLY24 | *GLN83-ASN84 | |
*,IZ\YR%3709-}|3YI-|S§882 *THR55-TYR58 | *SER94-ASN95 *%'_"éjg'_ﬁ"éi‘él
1REQ 2 | FLE6L-VALG5 | “ARGO7-ARGEY | , 1 HRISILEAD
GDP AL 2 | “THRE5-SER94 | “ARG117-ASP118| | L=00PHEST
OIS o2 | “VAL120-ASN126 | “GLN128-ASP129| | LY 70" SLINL
“TRP153-ALA157 | “PRO131-ALA133| ,"EOPTOL90
(LYSIAZLEULAS | g y148-HIS150
“ALA160-GLY163
“ASP26-ALAZ7
“LYS59-ASNGO
. “GLN83-THR85
“Lysso-LEus7 | LESOVALZS | sERoa-ASPOs | *ALA28-GLY29
LS “ARGOO-ALALL2 | PV TR0 | <ARGLLT- “ILE49-GTY50
= ALA136-ALA137 |  LFOTVALOS | ALALLY GLY70-GLN71

*GLU138-LEU143
*LEU166-LEU177

*VAL120-ASN126
*TRP153-ALA157

*GLN128-ASP129
*PRO131-ASN132
*LYS142-GLY144
*ARG149-
ARG151

*LEU130-PRO131
*ARG151-ASN152

Il est bien de noter que les trois structures éesldifferent aussi par le nombre et la
localisation des différents motifs biologiques (ldél alpha, Feuillets beta, coudes et les

boucles) constituant les structures secondairgssmondantes, voir le tableau 2 et la figure 1.
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Contrairement a la structure 1R8Q qui contientlsices alpha, le nombre d’hélices alpha
est le méme dans les deux structure 1REO et 1SBE3 @nt composées de cing hélices
alpha). Les séquences de ces hélices sont faibtaroeservées. |l est bien de noter aussi que
la différence entre les structures étudiées redas le nombre et les séquences des boucles.
Par ailleurs, les trois structures sont caractésispar une forte conservation dans les

séquences des feuillets beta et des coudes.

I ARG
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scor AD R0 3t AT LT 2
pesr _ AN N O AANANS— DSSP Legend
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FOBgY )
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AP0 U T O T T I )
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VVV [ 4 P VVVVVVV
G 3/10-helix

05 LLVFANKODL PNAMNAAE | TDKLGLHS LRHRNWY [ QATCATS GDGLYEGLDWLSNQLRNG
[Ty ™
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Dsse — 20 BENd
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ron
scor e )3 -
e n A A N Site Record Legend
e VYV o BINDIMG SITE FOR RESIDUE GDP A 700 (SOFTWARE)
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e » - = ® ” " o BINDING SITE FOR RESIDUE CIT A 703 SOFTWARE)
scor T S BT @ U DSSP Legend
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sie Record 000
FOUWRHYFONTQGL | FVVDSNDRERVNEAREELMRMLAEDELRDAVLLVFANKQDLPNAMNAA E: beta strand
78 80 9% 100 110 120 130 137
empty. no secondary structure assigned
scor SEPATIRZTI S iBR{ ECOTGTEO)
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Site . i
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Figure 1: Séquence en acides aminés des trois structurasesutR8Q, 1REO, 1S9).

Afin d'identifier les régions de similarité entresl&rois structures cristallographiques d’Arfl
extraites de la PDB, nous les avons aligné. Nou®ps le résultat de cette simulation sur les

deux figures suivantes.
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Figure 2 : Vue 3D de la superposition des trois structurestattographiques de I'Arfl
(représenté en mod&léew Cartoon’) et le domaine sec7 (représenté en mametoon’) et
BFA en tiges.

La figure 2 montre que la conformation du liganitatlographique adopté dans les
trois structures étudiées est pratiguement la ménwis que les trois structure de la protéine
Arfl ne sont pas parfaitement superposables.

1R8Q A
1RE0_A
1S9D_A
1R8Q A
1REO_

1S9D_A
1R8Q A
1RE0_A
1S9D_A

Figure 3 : Alignement des séquences en acides aminés desswwédrmes, en bleu sont
représentées les parties conservees et en rouge @ei ne le sont pas.

Les tirets enregistrés dans les structures 1REG@D (---) représentent des GAPs ou
inDel. lls signifient qu’a ces points les deux stures ont subi des mutations par DELétion
au cours de laquelle les acides amiIANIERCERGRREN sont perdus. Ce manque
d’acides aminés dans les deux structures cristalidgques (codes : 1REO et 1S9D), nous
incite a choisir la structure de I'Arfl dont le @®DB 1R8Q comme structure métabolique

dans la suite de notre travalil.
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Partie B: Etude par docking moléculaire d’'ue série de Flavonoide
dans le site actif de I'Arfl

l. Objectif

Dans la perspective de I'étude du mécanid’inhibition de la BF£ au sein de I'Arfl,
une étude par le docking moléculaire de ce ligdadése nécessaire pour parvenir a
résultats rationnels voire proches de la réalitétteC étude cruciale consiste en fait
rechercher le mode d’association ligand/récepteynids probable, c'¢-a-dire respectant les

informations expérimentales disponibles a ce prc

Il. Méthodologie
[I.1. Structures de dépar
[1.1.1. Le récepteu

Les coordonnées dea protéine Arfl sont obtenues a partir d’'une struct
cristallographique disponible dans la banque denéles des protéines (PDEProtein Data
Bank) [1]. Nous avons choisi la structure co 1R8Q de résolution égale 1.86 A et

correspondant au complexBréfeldine A/Arfl. la structure chimique ( ligand BFA

(Brefeldine A), linhibiteur dela protéine Arfl, est donnée dans la Figlire

=
Q
\

OH

Figure 4 :Structure chimique de BFA
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[1.1.2. Les molécules étudiées

Les flavonoides, appelés également bio flavonoigesyphénols, proanthocyanidines,
catéchines ou flavonols, sont des substances pegsdans les plantes. Ils constituent un
groupe de plus de 6 000 composés naturels. Cesos@sgont a I'origine des teintes brunes,
rouges et bleues des fleurs, des fruits et desriéguDes études récentes ont démontré les
diverses propriétés biologiques de ces composédammaeent les propriétés anti-oxydantes,
vasculoprotectrices, anti hépatotoxiques, antgilleres, anti-inflammatoires, anti-ulcéreuses

et anti-tumorale§s].

Une base, contenant 20 molécules dérivées desiftéeg 6] et ayant des phényles et des

groupements polaires, est présentée dans leTaBleau

Tableau 3 : Structures chimiques des molécules étudiées.

molécule| R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9
Flavol H OH H OH H OH OH OH H
Flavo2 H OH H OH H H OH OH H
Flavo3 H OH H OH H OH H OH H
Flavo4 H OH H OH H H H OH H
Flavo5 H OH H OH H H H H H
Flavo6 H CH: | H OH H H H H H
Flavo7 H CH: | H H H OH H H H
Flavo8 H H OH OH H OH OH OH H
Flavo9 H H H OH H OH OH OH H
Flavol0 | H H H H H OH OH H H
Flavoll | H H H OH H OH H H H
Flavol2 | H H CH, | OH H OH H H H<
Flavol3 | H H H OH H H H H H
Flavol4 | H H H H GHu OH H H H
Flavol5 | CH,OH H H OH H H H H H
Flavol6 | OH H H OH H H H H OH
Flavol7 | H H H OH H H H H OH
Flavol8 | H H H OH H H H H GHs
Flavol9 | H H H H H OH H H OH
Flavo20 | H H H H H H H H CHOH
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11.2. Méthodologie utilisée

A l'aide de linterface graphique AutodockTools (AR nous avons préparé et

déterminé les parametregtima que nous allons utiliser dans le cadre de ceitrava

11.2.1. Préparation de la structure du récepteur

Une seule chaine de la structure 1R8Q.pdb, dépeudas molécules d’eau et du
ligand, est sélectionnée pour la préparation dertecture de la cible. Une fois le ligand retire,

les hydrogenes manquants sont ajoutés et les chdegBasteiger sont assignggs

[1.2.2. Localisation du site actif

Avant de retirer le ligand du complexe, nous avpris le soin de relever tous les
résidus qui sont & une distance inférieure & 7udgahtre du ligand. Les résidus sélectionnés

sont donnés dans le tableau 4.

Tableau 4 :résidus du site actif de I'Arfl

chaine Résidus

A TYR81 | TRP78 | ASP6{ TRP66| VAL6S | THR64 [ PHES51| ASN52 | VAL53

E MET194| THR197

Ces acides aminés sont considérés dans notre éutee des résidus englobant le
site actif. Sachant que le programme AutodofK4utilise un docking semi-flexible, nous
avons séparé le systeme en une partie flexibléenant les résidus du site actif, et une partie

rigide, contenant le reste de la protéine.

11.2.3. Préparation des molécules étudiées

Nous avons modélisé les structures préliminaireswiggt molécules a l'aide de la
chaine de programmes de ChemOffiZle Une préoptimization de la géométrie, dans leeadr
de la mécanique moléculaire, en utilisant le champorce MM2[10]. Cette stratégie a pour
but d'accélérer la convergence de l'optimisatiofadgométrie réalisée ensuite dans le cadre
de la mécanique quantique en utilisant la méthedg-sempirique PM3.

Les charges partielles de Gasteiger ont été assgméx atomes a l'aide du logiciel

Auto Dock Tools[11].Un "centre de masse" pour les mouvements rigidesres qui sont
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les rotations et les translations du ligand et égeht les liaisons flexibles permettant les
déformations internes du ligand ont été définis.

11.2.4. Protocole de docking

a- Parametres de la grille de calculs

Le programme AutoDock utilise dans les calculsideking moléculaire une grille
de potentiels, permettant d’augmenter la vitessevalduation de I'énergie d’interaction
ligand/récepteur. Le site actif ou la zone a exglalu récepteur est englobée dans une grille
tridimensionnelle dont les paramétres sont défigsnaniere a permettre la libre orientation
de chaque composé étudié. Ainsi, chaque ligandasté dans cet espace délimitant le site
de liaison dans I'Arfl. Cette grille, ayant poumtre (5.228, 6.841, 33.346), présente un
volume égal & 42x46x50°AL'espacement entre chaque point de la grilledesd.375 A.
Cette valeur, prise par défaut par AutoDock4, apoad au quart de la longueur d'une simple
liaison C-C. Il faut noter que ce paramétre peutevade 0.2 & 1.0 A, suivant la précision
désirée de la grille.

b-Parameétres de docking

Le protocole de docking moléculaire adopté, dansas&il, consiste a docker chaque
ligand, considéré flexible, dans le site actif deflL.. Les parametres d’arrét ont été repousseés
a 2500.000 évaluations d’énergie et a 27.000 géadsa Pour avoir un échantillon de
solutions statistiguement intéressant, nous avetesnu 50 conformations pour chaque ligand.
Chaque expérience de docking a consisté en une dérb0 cycles, utilisant I'algorithme
génetique lamarckien (LGA). Quant aux autres pan@séle simulations, nous avons pris les

parametres par défaut d’Autodock.

[1.3. Reésultats et discussion

11.3.1. Validation des parameétres de docking

Nous avons effectué cette validation en compaesteux conformations de BFA, a
savoir, celle issue du docking utilisant ces pategseéet la conformation expérimentale issue
du complexe 1R8Q. Nous présentons, dans la figurda5superposition des deux
conformations RX et issue du docking. La figure tn®mue les deux conformations se
superposent bien; ce qui conforte l'utilisation gesametres établis dans la suite de notre

étude structurale.
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Figure 5 : superposition des deux conformations de BFA dansitee actif del'Arfl : la
conformation issue du docking en vert et la congtrom cristallographique en rouge.

11.3.2. Sélection de la conformation dite bioactive

Pour chaque ligand, I'opération de docking a gépérsieurs complexes regroupés en
familles (clusters). Ces clusters classés par odlémergie croissante présentent des
populations composées de conformations préditddedaNous avons analysé en détails tous

les clusters. La sélection de la conformation Higaa été faite selon les critéres suivants :

1) Le mode de liaison le plus proche de celui agl@atr le ligand expérimental BFA dans la
structure RX 1R8Q.

2) La plus petite énergie de liaison.

3) Le cluster le plus peuple.

4) Le nombre de liaisons hydrogéne.
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Nous donnons dans le tableau 5 les énergies dmdialigand/récepteur, notées
AGpinging Obtenues par AutoDock pour les vingt composésiétud

Tableau 5 :énergie de liaisom Gpinding (kcal/mol), prédites par AutoDoakes composés
étudiés.

molécule Energie de liaison
Flavol -24.09
Flavo2 -23.07
Flavo3 -23.05
Flavo4 -20.83
Flavo5 -23.73
Flavo6 -22.82
Flavo7 -24.0
Flavo8 -23.54
Flavo9 -20.16
Flavo10 -22.27
Flavoll -22.6
Flavo12 -23.04
Flavol3 -23.68
Flavol4 -15.58
Flavol5 -22.14
Flavo16 -22.53
Flavol7 -23.15
Flavo18 -22.84
Flavo19 -23.71
Flavo20 -22.08

11.3.3. Mode de liaison des composeés étudiés

L’'analyse des résultats, obtenus par les simulstide docking, montre que les
flavonoides s’insérent bien dans le site actif @grotéine Arfl présent dans le complexe
cristallographique 1R8Q (Figure 6).La visualisatides conformations prédites bioactives
montreles acides aminés qui constituent le siié@eta protéine Arfl.
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Figure 6 :Superposition des conformations bioactives de obhéigand (en batonnets) dans
le site actif de la protéine Arfl

L’'analyse de nos résultats montre que le mode alsol adopté par les composés
étudiés est trés similaire a celui adopté expératement par le ligand BFA (Figure 7).

y SO A
WRRLEY o/

i
o] 'fl s
o ’ 5

Figure 7 : Superposition du meilleur positionnement du corm@pflavol (rouge) et la
structure cristallographique de BFA (bleu)
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Dans le but de prendre en considération le maxirdimberactions existantes entre le
ligand et le récepteur, nous avons relevé touesnteractions inférieures ou égales a 6 A a
partir du centre du ligand. Nous résumant dansaldedu 6 les interactions les plus
significatives en termes de liaisons hydrogénegd@teractions hydrophobes ainsi que les

énergies de liaisons entre les composeés étudiapattéine Arfl.

Tableau 6 :Mode de liaison des composés Flavol-Flavo7
N° : Numéro de la conformation

Liaison Hydrogéne Résidus a proximité du
Molécule | N°| Atome du Résidu . ) P
. Distance (A) ligand (< 4 A)
ligand (groupement)
3
“ﬁgizza:to;aﬂe la ARG19, THR55, TYR8L,
*OH (Ry) FASP198 OH de la | *2.795 (liaison H) | =P o X 0% THR 64,
* OH (Ry) chaine latéral *2.671 (liaison H) VAL 20"1 THR 1'97 '
Flavo 1 1 ¥ OH (Ry) *THR64 (OH de la | *2.743 (liaison H) ’ '
* OH (Rg) chaine latérale *2.922
* OH (Rg) FTHR55 (OH de la | *4.714
chaine latérale
FTYR81
e OH Ry *TYR190 *2.985(liaison
e OH (R) *THR64 hydrogene) GLUS4, TYR8L, ASP67,
2.909(liaison
* OH (Ry) *ARG19 (NH du . TRP66, VAL65, THR64,
Flavo 2 36 hydrogéne)
+ OH (R)) +2.915(liaison ASN52, VAL53, ASP198,
backbone) AN VAL204, MET194, THR197
. hydrogene) ' ' '
VAL204 1779
kOH (R “ASP67 . . ARG19, THR55, TYR81,
I (R . fgg“gﬁgon ASP67, TRP66, THR64,
Flavo3 | 27 [ OH (Ry) ASP198 *g’ 513 PHE51, ASN52, VALS3,
* OH (R *TYRS1 e VAL204, MET194,
Ry 3.191 THR197.
“OH (Rg) . - ARG19, THR55, TYR81,
2.820(liaison SP6 66 6
Flavo4 | 12 “ASP67 : ASP67, TRP66, THR64,
hydrogéene) PHES51, VAL53, ASP198,
VAL204, THR197.
. —
¥ OH (Ry) *ASP67 hi'fr%%%ﬁ;o” ARG19, LEU21, THRSS,
Flavo5 | 23 Ry 2-120(alson PHE51, ASN203, VAL204,
* OH (R) *TYR190 ydrogene) MET194.
*3.448
THR55, TYR81, ASP67
o3 3 * ’ 3 ]
Flavo 6 | 30 OH (Re) ASP19t 3.041 TRP66, THR64, PHES1,
* OH (Ry) FTYR81 *3.385 VAL53, TYR190, ASP198,
VAL204, MET194.
FTHR197
I . ARG19, TYR81, TRP66,
Flavo7 | 20 [ OH (Re) 5.908 THR64, PHES51, VAL53,
ASP198, VAL204, THR197.
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11.3.4. Interactions mises en jeu

Les composés étudiés, tableau 1, sont caract@@élm présence d’'un groupement
hydroxyles (OH) sur plusieurs positionsi{Ry) des trois cycles A, B et C. Ces composeés
different par la nature chimique des substituaRtsRg) (hydroxyle, n-pentyles, méthyle et
cyclo-hexyl). Cette variation dans la structurenuljue de ces substituants engendre des
différences en termes d’'interaction avec les résidu site actif. L'analyse des résultats
montre que le composé prédit le plus actif possedeénergie de liaison E = -24ka8l/mol
et que nous avons nommé Flavol dans le tableatédemte cinq groupements hydroxyles
(OH) sur les positions R2, R4 et R6-R8. Il formadriaisons hydrogenes avec les résidus du
site actif qui sont ASP67, ASP198 et THR64 (R2 /PA%, d=2.795 A; R3 / ASP198,
d=2.671 A ; R8 / THR64, d=2.743 A), comme le mordréigure 8. Une autre interaction de
type liaison hydrogene faible a été constatéeedatgroupement R8 et le résidu THR55 (R8
/ THR55, d = 2.922 A).

g 7. MET194
//?’?ea: S -
> 3 ~ASPI98
x‘\"»._‘_,/‘ Qa- .q.....,_»\
L
. i
. /|
1 J;«.* TR /
f o= ra ”ég‘i / PHESI
ARGIS aa
/ /
) s
us.\{ A5P67

Figure 8 : Le positionnement possible du ligafidvol dans le site actif de I'Arfl. Les
liaisons hydrogenes sont représentées en pointiiésle la chaine peptidique du
récepteur est représentée en bleu.
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La substitution d’un hydroxyle OH en positions R6 R7 par un hydrogene dans les
composés Flavo2 ou Flavo3 respectivement, enttaireaugmentation dans les énergies des
complexes Flavo2/1R8Q E = -23.6@¢al/mol et Flavo3/1R8Q E = -23.0kcal/mol, voir le
tableau 5. Ceci se traduit par une diminution dé#ifiité entre ces deux composés et la cible
biologique. Cette diminution s’explique par la gede l'interaction électrostatique entre les
deux groupements (R6, R7) et les résidus TYR81 (8.4 A) et ARG19 (d = 3.327

A) respectivement (Figure 9).

Figure 9 : superposition des meilleurs positionnements degposss: flavol (bleu) et flavo3
(rouge)

La suppression des deux groupements hydroxylesositign R6 et R7 donnant le
composé Flavo4 entraine une diminution de I'aférde ce composé pour la protéine Arfl. La
visualisation du complexe prédit viable de ce cosépavec la protéine Arfl montre I'absence
de l'interaction électrostatique entre le groupeimeydroxyle (OH) en position R7 du

composeé Flavol avec le résidu ARG19, voir la figli@e La suppression des groupements
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R6, R7 et R8 entraine une diminution de la taille abmposé Flavo5, ce qui facilite sa
pénétration dans le site actif de la protéinergidiaccroissement de son affinité.

Figure 10 : Superposition des meilleurs positionnements despossgs: flavol (bleu) et
flavo4 (rouge)

La substitution de I'hydroxyle en position R2 dumgmsé Flavo5 par un méthyle,
composé Flavo6 conduit a une augmentation de Egmelu complexe ligand/récepteur. Elle
est passée de E = -23.K&l/mol, tableau 5pour le composé Flavo5 a E = -221g&al/mol
pour le composé Flavo6. Ceci s’explique par la epate la liaison hydrogéne entre le
groupement R2 et le résidu ASP67. Il est bien alernque des interactions favorables de
type hydrophobes sont constatées entre le grougemé&hyle en position R2 du composé
Flavo6 et les résidus MET194 et ALA157. La permaotatentre les groupements R4
(hydroxyle OH) et R6 (hydrogéne H) dans le coséblavo6 donne le composé Flavo7.
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L'affinité de ce composé pour la cible Arfl a augnéedans ce cas, autrement dit : I'énergie
du complexe ligand / récepteur est passée de B.#3Rcal/mola E = -24.(kcal/mol, voir le
tableau 5 Cette différence dans I'énergie s’explique papieésence d’'une liaison hydrogene,

dans le composé Flavo7, entre le groupement Ré eésidu TYR81 (d = 3.041 A), voir la
figure 11.

Figure 11 : superposition des meilleurs positionnements desposgs: Flavol (bleu) et
Flavo7 (rouge)
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Tableau 7 :Mode de liaison des composeés Flavo8-Flavol2
N° : Numéro de la conformation

Liaison Hydrogéne Résidus a proximité du
Molécule N° Atome du Résidu . ) P A
ligand (groupement) Distance (A) ligand (< 4 A)
“ OH(Rg) “TRP78 *3.027(liaison | THR55, TYR81, TRP66,
e hydrogéne) |THR64, PHES1, VAL53,
Flavo 8 49 OH(Re) o
*ASP67 *2.680(liaison |ASP198, MET194,
hydrogéne) |THR197.
TYR81, TRP78, TRP66,
*OH(R,)  FTHR197 +3.675 THR64, PHE51, VAL53,
- OH(R)) FASP19¢ 2 032 MET194, THR197,
Flavo 9 50 7 ¥THR64 3342 LEU21, THR5S5, ILE74,
¥ OH(Rg)  FTHR55 +3.402 LEU77, TYR190,
- OH(R) ' ASP198, VAL204,
8 MET208.
i TYR81, ASP67, THR64
* 1 1 ]
3.023(liaison | b -5 ASNB2, VALS3,
Flavo 10 15 *OH (Ry) *TYR81 hydrogéne) |ASP198, VAL204,
MET194.
TYR81, TRP78, ASP67,
*OH(R)  FTYRS1 *4.729 TRP66, PHE51, VALS53,
Flavo 11 41 *OH(Rs)  [THR64 *4.692 MET194, THR197,
' LEU77, HIS80, MET216.
TYR81, TRP78, ASP67,
*OH(R) FTHR197 5 833 TRP66, PHE51, VALS53,
Flavo 12 34 *OH(R) [TYRSL +2.890 MET194, THR197,
6 ' LEU77, TYR190.

La permutation entre les deux groupements R2 etdR3 le composé Flavol donne le
composé Flavo8. Ce changement dans la structurecodoposé Flavol entraine une
diminution de I'affinité pour la protéine Arfl. Lsuppression de ce groupement (Composés
Flavo9, Flavoll, flavol0 et Flavol3) entraine umeadrtante diminution de I'affinité de ces
composés pour la protéine Arfl. L'énergie est passé E = -24.0%cal/mola E = -20.16
kcal/mol en passant du composé Flavol a Flavo9. Ces deuxputations montrent
'importance de la nature du groupement en posii#h La visualisation des complexes
ligand/récepteur pour ces deux composeés, prédables montre que cette diminution
d’énergie est due a la perte de linteraction alecrésidu ASP67. L'insertion d'un
groupement méthyle en position R3 du composé Flavoamposé Flavol2, entraine des

interactions hydrophobes favorables avec les résitRP66, TYR81, voir le tableau 7.
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Tableau 8 :Mode de liaison des composeés Flavol3-Flavol5
N° : Numéro de la conformation

Liaison Hydrogene

Molécule N° Atome du Résidu

Résidus a proximité du

i ligand (< 4 A
ligand (groupement) Distance (A) igand ( )
THR 55, TYR 81, TRP
. 66, THR 64, PHE 51
3 | * ’ 1 1
Flavo 13 8 *OH (Ry) ASP198 OH de la 2.975(liaison VAL 53, ASP 198, ASN

chaine latérale hydrogéne) 203 VAL 204. THR 197

TYR81, ASP67, TRPG6,

«ASP198 OH de la VALG65, THR64, VALS3,

Flavo 14 50 FOH (R [ = reral *2.846 MET194,ARG19,GLU54,
© ASP198,VAL204.
N . *2.911
CH,OH  FASP67 5 974 TRP78, TRP66, PHE51,
Flavo 15 33 (Ry) FASP19¢ ' MET194, THR197,
*OH(Ry) ILE74, ALA157,

TYR190, ILE193.

L’introduction d’'un groupement alkyle en positiorb,Rcomposé Flavol4, conduit a
une énergie de liaison de E = -15/&l/mol. Ce groupement occupe la poche de liaison
constituée de résidus TYR81, HIS80, SER191, LEUMIET208, MET194 et MET216. La
faible affinité enregistrée entre ce composé girtdéine Arfl s’explique par la présence de
genes stériques entre le groupement alkyle enigo$5 et les résidus MET194 et MET208.
Les distances entre ce groupement alkyle et cadusésont seulementd = 2.832 A) et (d =
2.574 A) respectivement, voir le tableau 8.

Par ailleurs, l'introduction d’'un hydroxyméthyle KGOH) en position R1 du composé
Flavol3, composé Flavol5 dans le tableau 1, eptaie Iégére augmentation de I'affinité
de ce composé pour la protéine Arfl. La visualsatiu complexe prédit viable par nos
calculs de docking montre des interactions életdtiogies entre ce groupement LHH et

les résidus du site actif.
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Tableau 9 Mode de liaison des composés Flavol6-Flavo20
N° : Numéro de la conformation

Liaison Hydrogene

Molécule N° Atome du Résidu

Résidus a proximité du

ligand (groupement) Distance (A) ligand (< 4 A)
TYR81, ASP67,
* OH(Ry) fTHR197 *3.414 TRP66,THR64, PHES1,
Flavo 16 40 * OH(Rg) FTHR197 *3.438 VALS53, MET194,
* OH(Ry) FTYR81 *4.541 ASP198, VAL204.

TYR81, ASP67, TRPG6,
THR64, PHES51, ASN52,
Flavo 17 25 * OH(R;) [TYRS81 *5.360 VALS53, THR197,
LEU21, ASP198.

OH (Ry) ARG19, PHES2 TYRSI,

ASP67, TRP66, THR64,
Flavo 18 17 *THR64 *3.646 PHE51, VAL53,
VAL204, MET194,
THR197.

* OH (Rg) FTHR197 (OH de la
*OH (Rg)  fhaine latérale THR 55, TYR 81, THR

* OH (Ry) FASP198 (:OH de la| .29 64, VAL 53, ASP 198,

Flavo 19 5 *2.754

chaine latérale %3173 VAL 204, MET 194, THR

FASP198 NH du ) 197.

backbone
THR55, TYR81, TRP66

x 3 ’ 1 ’
Flavo 20 ” OH (R  [TYR81 5003 THR64, PHE51, VALS3,

ASN203, VAL204,
MET194.

L’introduction de groupements polaire en positio®d, Romposés Flavol6, Flavol7,
Flavol8, Flavol9, FlavoZ20, et I'absence de sulzstiten R2, R7 et R8 fait baisser l'affinité
de ces composés a la protéine Arfl par comparasoromposé prédit le plus actif Flavol.
Notons que l'introduction d’'un hydroxyle en positi®R6, composé Flavol9, entraine une

amélioration de I'affinité pour la protéine concéernvoir les tableaux 5 et 9.

11.4. Conclusion

Le travail présenté dans ce chapitre comprend gawttes. Dans la premiere, nous
avons effectué une étude de Modélisation par aliggmé multiple de la structure de I'Arfl, la
protéine impliguée dans le cancer du sein. Cettdeémontre que les séquences en acides
aminés des structures cristallographiques 1RE(S8D1présentent des manques en acides
aminés dans quelques régions en les comparantsteutdure RX de code pdb 1R8Q. Les
résultats de cette étude nous ont guidé dans l deola structure métabolique, de code

PDB 1R8Q, pour la suite de notre recherche.
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Dans la deuxieme partie, nous avons effectué undeémenée au moyen du docking
moléculaire semi-flexible et est consacrée a lagréhension du mode de reconnaissance par
la protéine Arfl, d’une série de 20 Flavonoidesigsde la littérature. Le docking du ligand
issu de la structure cristallographique BFA a étécaué pour générer les parameétoptima

du docking entrepris sur 'ensemble des moléculiediées. Cette étude a mis en évidence un
certain nombre d’interactions entre cette famidecdmposés et la protéine Arfl ainsi que le
meilleur positionnement pour chaque composé darsstdeactif. L’analyse de nos résultats
montre qu’AutoDock4 positionne les composés etudass le site actif de I'’Arfl occupé par
le ligand cristallographigue. Notre étude a révéhéportance de quelques résidus ‘tapissant’
le site actif, en particulier TASP67, ASP198, T6HR THR55 dans la liaison du ligand. Par
ailleurs, les groupements hydroxyles des résiduB6XS ASP198 et THR64 sont prédits, par
nos simulations, impliqués dans des interactiomsig@on hydrogene avec le ligand. Certains
résidus aromatiques, en particulier la TRP66 et &¥Rpeuvent étre essentiels dans la
reconnaissance du ligand moyennant des interadtyh®phobes.

En conclusion, nous pouvons dire que les résidasarwés, en particulier 'ASP67,
ASP198, THR64, THR55, TRP66 et TYR81, peuvent grecifiquement ciblés dans le but
de concevoir les structures de nouveau anti-cadcersein plus puissant. Cette étude
structurale par le docking constitue une voie dardéveloppement de nouveaux inhibiteurs
I'Arfl.
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Conclusion générale et perspectives

Les travaux présentés dans ce manuscrit sont ésiardrs la recherche d’'une voie
thérapeutique dans le domaine de la pathologieaduer du sein, au moyen de simulations
bioinformatiques. La premiére porte sur la modédiis par alignement multiple de quelques
structures protéiniques, la deuxiéme consiste enétuide des interactions entre une série de
flavonoides et la protéine impliquée dans le camtersein a savoir ’ADP-Ribosylation
Factor 1 (Arfl).

La protéine ADP-Ribosylation Factor 1 (Arfl), upetite protéine G, existe sous six
isoformes, Arfl-Arf6, répartis en trois classesAlfl et I'Arf6é sont les plus étudiées a cause
leurs roles biologiques. Contrairement a I'Arfé gmue un réle important dans 'homéostasie
de I'organisme, I'Arfl est surexprimée dans lesutes$ invasives du cancer du sein et elle est
impliquée dans la migration et la prolifération dedules cancéreuses. Les liens de l'activité
de ces iso-formes, aux effets homéostatiques eisirables suscitent le développement
d’inhibiteurs sélectifs pour la protéine Arfl.

Apres avoir resume les résultats de notre reckebdbliographique concernant I'état
actuel des connaissances sur les protéines ARIes, amons présenté les méthodes de la
modeélisation moléculaire.

Notre travail de recherche est divisé en deuxdgarparties. La premiére, consiste a
modéliser la structure de la protéine Arfl au mogleme méthode bioinformatique a savoir
I'alignement multiple. Cette partie nous a permiidantifier les différents motifs biologiques
qui constituent la protéine Arfl et qui ne sont passervés dans les trois structures étudiées
ce qui nous a permis de constater la grande flégilgie la protéine. Elle nous a permis aussi
de choisir, parmi les structures cristallines d&fll disponibles dans la PDB, la structure
meétabolique que nous allons utiliser dans la siétaotre travail de recherche.

La deuxiéme partie de notre travail de recherchasiste a étudier les interactions
entre une série de vingt flavonoides et les résidusite actif de I'Arf1. Pour cela, nous avons
effectué des simulations de docking moléculairer pbéterminer les différents modes de
liaison de cette famille de composés. La mise éted@ce de résidus pertinents dans le site de
liaison, nous a permis de discuter les différert'épergies de liaisons prédites par notre
étude pour ces composés. En résumé, nous pouvengud dans cette partie de notre travalil,
deux objectifs sont atteints. Le premier est laengis évidence des interactions prédominantes

ainsi que les acides aminés les plus importants lpdiaison d’un flavonoide avec la protéine
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Arfl qui sont 'ASP67, ASP198, THR64, THR55, TRP&6TYRS81. Le second objectif est
de donner une interprétation de la variation desgies de liaisons prédites par AutoDock en
fonction des variations structurelle des composédiés.

En conclusion, les recherches, réalisées au abeira simulation du docking des
flavonoides, ont permis la proposition de modekegrediction de la conformation bioactive.
Cependant, le logiciel AutoDock4, utilisé dans reevail ne permet pas une flexibilité totale a
la protéine Arfl. En revanche, du fait de la grafideibilité du site actif de la protéine, ces
modeles sont insuffisants pour guider la concemdiogcte de nouveaux inhibiteurs de I'Arfl.
Afin de remédier a ces insuffisances et d’allersploin dans nos investigations, nous
comptons poursuivre ce travail en utilisant deshriegues plus poussé permettant
d’appréhender la flexibilité de la protéine, comlaalynamique moléculaire. Il est bien de
noter que les énergies de liaisons présentéescdamgmoire sont predites théoriquement par
notre étude. Cependant, une étude expérimentaleléorantaire soit in vitro ou in vivo est

nécessaire pour vérifier la validité de ces rétilta
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