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INTRODUCTION

L'interaction entre une protéine et son substrat est la premiére étape de la plupart des
réactions biologiques. Comprendre son mode de fonctionnement et définir quels sont les
résidus mis en jeu, est donc primordial pour pouvoir expliquer les mécanismes qui influent sur
I'affinité entre deux molécules. De méme, la découverte de nouvelles drogues activant ou
inhibant l'activité biologique d'une protéine ne peut se faire qu'en prédisant leur affinité
respective. C'est dans ce but que des techniqgues de modélisations moléculaires, regroupées

sous le nom de "amarrage" ou "docking" moléculaire ont été développées.

Le docking moléculairia silico vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a
partir des molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins
cher et plus rapide que l'utilisation des méthodes expérimeimalgso. Les logiciels de
docking sont donc des outils trés utiles en biologie, pharmacie et médecine, car la plupart des
principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui interagissent avec une cible biologique
d'intérét thérapeutique, généralement protéique (récepteur), afin d'influencer le mécanisme

dans lequel cette protéine est impliquée [1].

Au cours de ces derniéres années, la tuberculose connait une recrudescence inquiétante
aussi bien dans les pays en voie de développement que dans les pays industrialisés. La
recrudescence de la maladie est due d'une part a la synergie prononcée entre le virus
d'immunodéficience humaine (VIH) et la tuberculose et d'autre part a I'apparition de souches
résistantes aux antibiotiques spécifigues de la mycobactérie [2]. Ceci rend nécessaire le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, basées notamment sur la recherche de

nouvelles molécules capables d'agir comme antituberculeux.

Dans ce contexte, la méthionine aminopeptidase (MetAP) est utilisée comme une cible
prometteuse pour développer de nouveaux antibiotiques car elle est essentielle a la survie
bactérienne. La MetAP est une métalloprotéase qui assure le clivage de la méthionine N-
terminale au cours de la synthése de protéines, une des étapes critiques dans la maturation des

protéines [3].

Le but de cette étude est :
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- De tester, dans un premier temps, la fiabilité des programmes Surflex et GOLD utilisés dans

cette étude pour examiner les interactions protéine-ligand.

- Dans un deuxieme temps, d’étudier l'inhibition de la méthionine aminopeptidase par les
méthodes de docking moléculaire. Nous nous intéressons a déterminer le mode d’interaction,
lors de la fixation de [Iinhibiteur & l'enzyme durant la formation du complexe
MetAP-inhibiteur, avec une meilleure complémentarité par le calcul de I'affinité du complexe
formé. Le composé qui aura la plus grande affinité est celui qui présentera la meilleure
activité et par la suite une meilleure inhibition. Ces résultats aideront probablement au
développement d’'un outil thérapeutique efficace pour lutter contre le développement de la

tuberculose.

Nous présentons ce travail selon cing chapitres. Dans le premier chapitre, nous nous
intéressons a I'apport de la modélisation moléculaire dans I'étude des interactions protéine-
ligand. Le second concerne la pathologie de la tuberculose. Le troisieme chapitre est consacré
a la présentation de la méthionine aminopeptidase ainsi qu’a ses inhibiteurs connus a travers
les articles. Nous présentons, dans le quatrieme chapitre, les différents matériels et méthodes
utilisés dans cette étude. Enfin le dernier chapitre expose I'essentiel de nos résultats et une

discussion.
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CHAPITRE | : LES METHODES DE MODELISATION DES
INTERACTIONS PROTEINE-LIGAND

La modélisation moléculaire regroupe I'ensemble des techniques de visualisation des
molécules, de calcul de leurs conformations et de simulation de leur comportement. Les outils
de modélisation moléculaire sont particulierement performants pour lI'étude au niveau
atomique d’interactions entre deux entités moléculaires. Ce type d’étude fait appel le plus
souvent aux techniques de “ docking " [4].

La modélisation moléculaire trouve de nos jours d'importantes applications, parmi les

guelles deux applications classiques sont :

- Le développement de nouveaux médicamel@smécanisme d’action de nombreux
médicaments consiste a agir comme inhibiteurs (ligand) d’'une enzyme (récepteur)
impliqguée dans le développement de la maladie, que ce soit une protéine d'un
organisme pathogéne ou du propre organisme humain. L’élucidation de la structure
tridimensionnelle des protéines impliquées dans plusieurs pathologies a permis, via des
simulations informatiques, la découverte d’inhibiteurs puissants pour ces pathologies,
en réduire considérablement le nombre d’essais de screening nécessaires pour aboutir a
un nouveau médicament [5, 6].

- La rationalisation de I'énergie enzymatiquée fondement est le méme que celui du
développement du médicament: en permettant d'étudier les interactions entre les
substrats (ligand) et les enzymes (récepteurs), la modélisation moléculaire apporte une
meilleure compréhension de la sélectivité enzymatique, au niveau moléculaire. Ce qui
peut rendre possible, par la suite, le développement d’approches prédictives pour la
sélectivité des enzymes natives vis-a-vis d'un substrat ou d'une classe de substrats
donnée, ou encore, d’identifier des acides aminés dont la mutation ponctuelle permettait
de modifier la sélectivité ou la spécificité enzymatique [7, 8.

1. Les interactions intermoléculaires

Mises a part quelgues exceptions, les atomes ne sont pas isolés dans les conditions
habituelles. lls établissent entre eux des liaisons chimiques covalentes, ou liaisons fortes, afin
de former des molécules. Une particularité des molécules biologiques qui rend leur étude

d’autant plus complexe est I'importance, aussi bien dans leur structure que lors d’interactions,
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de la formation de liaisons non covalentes, ou liaisons faibles. Dans cette partie nous allons

développer les liaisons chimiques faibles d'importance biologique.

Ces liaisons sont essentielles pour expliquer les propriétés des molécules biologiques.
Du fait de leur faible énergie (généralement comprise entre 4 et 30 kJ/mol), elles peuvent se
rompre et se rétablir trés facilement a la température physiologique, permettant ainsi des

interactions temporaires entre molécules [9, 10, 11].
1.1. Les forces de Van der Waals

Ces forces résultent de l'interaction des nuages électroniques d’atomes ou de molécules
proches les uns des autres (figurel.1). Pour des atomes distantsddé@drgie de liaison
est seulement comprise entre 0.4 et 4 kJ/mol. Les interactions de Van der Waals sont tres
faibles, mais dans le cas des macromolécules, leur nombre élevé va produire au total une

force importante [9, 10, 11].

Figure I.1 : Les forces de Van der Waals

1.2. La liaison hydrogene

bY

Cette liaison, intervient lorsqu’'un atome d’hydrogéne lié par covalence a un atome
électronégatif (le donneur D) est attiré par un autre atome électronégatif ('accepteur A). Le
nuage électronique de I'hydrogene est attiré par 'atome donneur qui est relativement plus
électronégatif que l'atome d’hydrogene créant ainsi une charge partielle positive sur
I'hydrogéne :>D-H%"........ A%(figurel.2). Cette charge positive est attirée par la charge
partielle négative portée par I'atome accepteur donnant ainsi naissance a une interaction
désignée par pont hydrogéne, sa force est de I'ordre de 12 a 30 kJ/mol. Elle agit, a trés courte
distance (0,8 a 2,8 A°).

Les liaisons hydrogénes habituelles sont :
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Les liaisons hydrogéne sont peu nombreuses et s’adaptent tres bien a la flexibilité
('angle peut varier de 120° a 180°). Elle est définie par ; la distance entre les deux atomes
qui forment la liaison covalente D-H de typela longueur de l'interaction H...A et I'angle
D-H...A[9, 10].

Figure 1.2 : La liaison hydrogene
1.3. L’effet hydrophobe

Les molécules ou groupes non polaires ne sont pas capables de former de liaisons
hydrogene et ne peuvent donc pas s’hydrater : on les nomme pour cette raison substances
hydrophobes. L'effet hydrophobe est la tendance qu’'ont ces groupes a se rassembler par
coalescence de facon a minimiser les contacts avec I'eau (figurel.3). La force des liaisons
hydrophobes est de 'ordre de 20 a 30 kJ/mol [9, 10].

Figure 1.3 : Interaction hydrophobe

2. Le docking moléculaire

2.1. Utilité des programmes de docking moléculaire

Les interactions protéine-protéine et protéine-ligand jouent un rdle clé dans

I'organisation des systemes biologiques. Elles permettent la régulation de certains processus
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biologiques [12], la transmission des signaux ou encore la catalyse de diverses réactions

biochimiques.

Connaitre la fagcon dont les protéines interagissent avec d’autres entités biochimiques est
une étape essentielle pour comprendre les processus biologiques dans lesquels elles sont
impliquées. Le développement d’approches prédictives ouvre la voie a la conception assistée
par ordinateur de systemes protéiniques aux propriétés modifiées et présente donc un intérét

indéniable pour la recherche et I'industrie pharmaceutique et meédicale.

Dans le domaine de la chimie théorique, le docking moléculaire est une méthode qui
prédit la conformation (position et orientation relatives) la plus favorable de deux molécules
en interaction et formant un complexe stable. La connaissance de cette conformation
préférentielle permet par la suite I'estimation de la force d’association (affinité de liaison)

entre ces deux molécules.

Cependant, chaque programme de docking difféere par rapport aux autres par leurs
algorithmes d’échantillonnage, par leur maniére de manipuler la flexibilité du ligand et de la
protéine et par leurs fonctions d’évaluation des complexes. Il existe deux grands types de
docking moléculaire. Le docking rigide consiste a obtenir la conformation préférentielle d’un
systeme protéine-ligand en considérant que chacune des deux molécules conserve une
géomeétrie interne fixe. Dans ce cas, la relaxation de la géométrie interne de chaque entité, en
interaction dans le complexe, n’est pas prise en compte [13]. Actuellement cette approche est
utilisée dans le docking protéine-protéine. L'approche la plus récente dans le traitement de la
flexibilité, considére la cible protéique comme corps rigide tandis que le ligand est flexible.
En effet elle représente I'approche la plus utilisée dans la plupart des logiciels ou programmes
de docking. Néanmoins, celle-ci reste approximative, du fait que le récepteur ne doit pas étre
considéré comme corps rigide (au moins la flexibilité du site d’interaction doit étre prise en

compte).
2.2. Principe théorique

Docking (ancrage ou amarrage en francais) et le nom donné aux simulations
moléculaires dans les quelles différentes approches sont combinées pour étudier les modes
d’interactions entre deux molécules. Dans la plus part des cas, il s’agit d’'un récepteur
macromoléculaire (cible de docking) dont la structure tridimensionnelle est connue et d’'une

petite molécule (ligand). Le récepteur macromoléculaire étant le plus souvent une protéine
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[14]. Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes: le docking

proprement dit et le scoring (figure 1.4).

» La premiere (le docking) est I'étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le
site actif de la protéine et & échantillonner les conformations, positions et orientations
(poses) possibles, en ne retenant que celle qui représentent les modes d’interactions les
plus favorables.

» La deuxieme (le scoring) est I'étape de classement, qui consiste a évaluer l'affinité entre
le ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de
docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées
[14, 15].

Figure 1.4 : Principe générale d’un programme de docking
2.3. Algorithmes de docking

Il existe différentes méthodes qui permettent de prendre en compte la flexibilité du

ligand notamment des méthodes systématiques et des méthodes aléatoires ou stochastiques.
2.3.1. Méthodes systématique

Le principe général est de couper le ligand en fragments rigides et flexibles. Entre les
points ou des rotations sont possibles, une ou plusieurs ancres sont définies. Dans un premier
lieu, un [16, 17] ou plusieurs [18, 19] fragments qui doivent étre rigides sont placés au sein du

site actif et donc mis en interaction avec la cible, puis le ligand est reconstruit en placant les
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fragments flexibles d’'une maniére successive tout en exploitant les angles de torsion (figure

1.5). Cette méthode a été incorporée dans plusieurs programmes dont Dock [16], FlexX [17] et
Surflex [20].

Figure 1.5 : Construction incrémentale

2.3.2. La méthode stochastique

hY

L’approche stochastique consiste a effectuer des changements aléatoires dans la
structure tridimensionnelle du ligand. Un des principaux algorithmes stochastiques est la
méthode par algorithme génétique. Cette méthode a été implémentée dans plusieurs
programmes dont AutoDock et GOLD [21].

2.4.Programmes utilisés

Pour étudier les interactions protéines-ligands, nous avons choisi deux programmes de
docking moléculaire: Surflex [22], qui utilise une méthode incrémentielle et GOLD [23] qui

utilise un algorithme génétique (GA).
2.4.1. Surflex-dock

Le programme Surflex comprend deux parties. L'une pour des études de similarité
tridimensionnelle des molécules, I'autre pour des études de Docking. Seule la partie docking
est abordée ici. Elle se base sur la construction d’une pseudo-molécule comme cible sur
laquelle aligner le ligand. Il s’agit de fragments de molécules placés dans le site actif de

maniére a occuper idéalement et de maniere redondante celui-ci a partir de criteres
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morphologiques. Il est important de préciser que cette pseudo-molécule peut étre construite a

partir du ligand dans le site actif, a condition de bénéficier d’'une structure, ou bien a partir du
récepteur sans aucun ligand : il utilise dans ce cas trois types de fragments CH4, C=0 et N-H

mais il est nécessaire de connaitre 'emplacement du site actif.
L'étape de docking s’effectue suivant deux méthodes :

- La premiere est une méthode incrémentale ldaenmerhead. Dans ce cas le programme
fractionne le ligand et cherche a trouver le meilleur appariement pour chaque fragment, il
essaye d’adapter les fragments a ceux de la pseudo-molécule. Les fragments ayant la plus
haute affinité sont utilisés pour reconstruire le ligand. A la différence de la recherche
incrémentale de Dock il n'y a pas de recherche systématique des angles de torsion mais une

étape de minimisation entre chaque ajout de fragment.

- La deuxiéeme méthode dite « molécule entiere » reprend la méme étape de fractionnement
gue précédemment. Le changement se fait au niveau des fragments du ligand conservés. Dans
la méthodeHammerhead ne sont conservés pour I'étape de docking que les meilleurs
fragments qui s’alignent avec ceux de la pseudo-molécule. Ici tous les fragments sont pris en

compte pour la recherche de configuration optimale du ligand [24].
2.4.2. GOLD

Le logiciel GOLD(Genetic Optimisation for Ligand Docking¥t I'un des programmes
de docking les plus réussis et largement utilis€, provient d'une collaboration entre I'Université
de Sheffield, GlaxoSmithKline plc et CCDCambridge Crystallographic Data Centrd).
est basé sur trois parties majeures [23] : un algorithme de recherche pour explorer les
possibilités de modes de liaison, un mécanisme pour placer le ligand dans le site de liaison et

une fonction de score pour classer les différents modes de liaison.
2.4.2.1. Algorithme de GOLD

GOLD utilise un algorithme génétique pour le docking de petites molécules (ligand)
dans le site actif d’'une protéine. Il considéere le ligand comme flexible alors que la protéine est
maintenue fixe sauf pour les groupements hydroxyles de certains résidus a savoir Tyrosine,

Serine et Thréonine [25].
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L’algorithme génétique est basé sur le principe de la sélection naturelle, développé par

Charles Darwin en 1838. Les algorithmes génétiques fonctionnent par une génération
successive d'individus ou structures du ligand. Chaque individu possede des géenes se sont ses
caractéristiques. La méthode comporte trois phases : reprodutiespver mutation. La

phase de reproduction vise a identifier les individus pouvant donner une autre génération.
Pour la premiére génération les éléments sont créés au hasard pour éviter la dépendance vis-a-
vis de la structure de départ. Pour les générations suivantes elles sont composées des meilleurs
éléments de la génération précédente sélectionnés par une fonction d’évaluation. Dans notre
cas il s’'agit souvent d’'une fonction basée sur la Fitness. Durant la phasesdgevey les

genes des individus sélectionnés sont échangés 2 a 2 pour créer la nouvelle génération, le lieu
de croisement est déterminé au hasard. La troisieme étape est la mutation, certains individus
peuvent étre le résultat de mutations ou un gene est modifié de fagcon aléatoire. Le cycle de
génération est répété jusqu’a ce que soit atteint le nombre maximum de générations ou le

nombre maximum d’évaluations de I'énergie [26, 27].
2.4.2.2. Le mécanisme du placement du ligand dans le site actif

GOLD utilise une méthode unique pour ce faire, qui est fondée sur les points de
fixation, il ajoute des points de fixation aux groupements de liaisons hydrogénes sur la
protéine et le ligand, puis il va cartographier les points accepteurs qui se trouvent dans le
ligand sur les points donateurs dans la protéine et vice versa. En outre, GOLD génére des
points de fixation hydrophobiques dans la cavité de la protéine sur laquelle les groupements

CH du ligand sont mappés [28].
2.4.2.3.La fonction de score

GOLD utilise difféerentes fonctions de score pour le processus d'optimisation [29] :
GoldScore (une fonction de score basée sur le champ de fotdte®mScore ASP (Astex
Statistical Potential) CHEM PLP (Piecewise Linear Potential) étser Defined Score
Cependant, Goldscore est la fonction originale pour GOLD, issue des travaux de Willet.

Cette fonction est la somme de quatre éléments [29, 21]:
GOLD Fitness = Shb_ext + Svdw_ext + Shb_int + Svdw_int

Shb_ext est I'énergie de liaison hydrogene entre le récepteur et le ligand ;

Svdw_ext est I'énergie des forces de Van der Waals (vdw) entre le récepteur et le ligand ;
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Shb_int est I'énergie de liaison hydrogéne interne du ligand ;

Svdw_int est le résultat de la contrainte intramoléculaire dans le ligand.
3. Fonctions de score

Les méthodes descoring » permettent d’évaluer I'énergie de liaison du complexe
formé et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de docking. Ce score
permettra d’'une part de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées, mais
également de classer la meilleure pose de différents ligands pour identifier les meilleurs
d’entre eux. Dans les programmes de docking, on trouve différents types de fonction de score
. celles utilisant un champ de force de mécanique moléculaire, celles reposant sur les

connaissances actuelles et les méthodes empiriques.
3.1.Fonctions de score basées sur les champs de force

Les fonctions de score basées sur un champ de force calculent, par mécanique
moléculaire, [I'énergie d’interaction du complexe récepteur-ligand (interactions
intermoléculaires) et I'énergie interne du ligand. Les interactions entre récepteur et ligand
comprennent souvent des termes de Van der Waals et électrostatiques. L’énergie interne du
ligand est généralement écrite de maniere similaire [13, 30]. Les fonctions de score qui se
basent sur les champs de force sont par exemple : Goldscore [23], DOCK [16] et Autodock
[13, 25].

3.2.Fonctions de score empiriques

Les fonctions empiriques de score estiment l'affinité des complexes protéine-ligand en
additionnant des termes d’interaction (liaison hydrogéne, interaction hydrophobe, interaction
ionique ...). Elles sont utilisées dans la plupart des algorithmes d’amarrage notamment FlexX
[31], Chemscore et LUDI [13, 25].

3.3.Fonctions de score basées sur la connaissance « knowledge-based »

Ces fonctions de score sont construites a partir de regles fondées sur une analyse
statistigue des complexes protéine-ligand résolus expérimentalement. La fonction PMF

(Potential of Mean Force) fait partie de cette classe de fonction [24].
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CHAPITRE Il: LATUBERCULOSE

1. La tuberculose dans le monde

Aujourd'hui, la tuberculose reste un probléme majeur de santé publique: 2 milliards de
personnes, soit 30 % de la population mondiale, sont infectées par le bacille tuberculeux.
Chaque année, 9 millions de personnes sont atteintes d’'une tuberculose maladie dont 3,9
millions sont contagieusg¢82]. En 2009, le nombre de déces dus a la tuberculose était estimé
a 1,7 millions dont 380 000 vivant avec le VIH (virus de I'immunodéficience humaine) [33].
Cette pathologie touche essentiellement les pays en voie de développement qui totalisent 95%
des cas et 98% des déces, mais aussi les régions industrialisées comme les Etats-Unis ou
I'Europe [34]. Trois continents sont principalement concernés : I'Afrique, I'Asie et I'Amérique
Latine (tableau I1.1) ou la surpopulation, les conditions de vie insalubres, l'alimentation
déficiente et le manque de moyens des autorités sanitaires sont propices a la propagation de

I'infection. En Algérie, 21 832 cas de tuberculose ont été enregistrés en 2010 [35].

Tableau I1.1: Tuberculose : estimations de l'incidence, de la prévalence et de la mortalité
(2009).

Incidence' Prévalence’ Mortalité (hors VIH)
Réaion de nombre % du pour nombre pour nombre pour
I'gMS en total 100 000 en 100 000 en 100 000
milliers | mondial | habitants | milliers | habitants | milliers | habitants
Afrique 2 800 30% 340 3900 450 430 50
Amériques 270 2,9% 29 350 37 20 2,1
Méditerranee | g6 7,1% 110 1000 180 99 18
orientale
Europe 420 4,5% 47 560 63 62 7
pste du Sudizzoo | 35% 180 4900 | 280 480 27
Pacifique 1900 | 21% 110 2900 | 160 240 13
occidental
Ensemble dUg 400 | 100% | 140 14000 | 164 1300 | 19
monde
!Incidence: nouveaux cas survenant pendant une période déterminée.
*Prévalence:nombre de cas existant dans la population & un moment déterminé.
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2. Définition

La tuberculose est une maladie infectieuse provoquée, dans la plupart des cas, par un

microorganisme nommiycobacterium tuberculosis

* La tuberculose pulmonaire : est la forme la plus fréquente de la maladie et concerne
plus de 80 % des cas. C’est la seule forme de tuberculose qui soit contagieuse.

» La tuberculose extra-pulmonaire : atteint des organes autres que le poumon, le plus
souvent la plevre, les ganglions lymphatiques, la colonne vertébrale, les articulations,
les voies génito-urinaires, le systéme nerveux ou l'abdomen. La tuberculose peut
toucher n'importe quelle partie du corps [36].

3. Etiologie

3.1. Agent pathogene

En 1882, le microbiologiste allemaRdbert Koch, observa et décrivit pour la premiere
fois le germe pathogene responsable de la tuberculoSkcobacterium tuberculosis

également appelé bacille de Koch.

L'espece la plus répandue est représentée par le bacille de type Nymatiacterium
tuberculosis(99% des cas)Mycobacterium africanuest une variété qui existe parfois en
Afrique de I'OuestMycobacterium bovisst responsable de la tuberculose bovine mammaire
transmissible de maniere rare a ’lhomme par le lait non bouilli. Ces trois espéces de bacilles
sont des mycobactéries tuberculeuses et constituernt demplexe tuberculosis Les
mycobactéries non tuberculeuses ou mycobactéries atypiques sont souvent non pathogenes,
mais peuvent parfois donner des manifestations cliniques (pulmonaires, o0sseuses,

ganglionnaires ou cutanées) simulant ceux de la tuberculose [37, 38].
3.2. Transmission

La transmission de la tuberculose est essentiellement interhumaine : le bacille de Koch
(BK) se trouve dans les gouttelettes de salives extériorisées par les malades. Lorsqu’il tousse,
rit ou éternue, le patient tuberculeux contagieux expulse dans lair des gouttelettes
microscopiques contenant des bacilles. Ces gouttelettes sechent rapidement et deviennent des
particules infectieuses qui peuvent rester en suspension dans l'air pendant plusieurs heures.

Toute personne entrant dans la piéce peut inhaler ces particules infectieuses. Si les bacilles
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s’installent dans les poumons de la personne qui les inhale et commencent a s’y multiplier,

I'infection s’est alors produite [36, 42].
3.3. Physiopathologie

La primo-infection tuberculeuse correspond au premier contact de I'organisme avec la
bactérie. La contamination se fait par voie aérienne entrainant des lésions pulmonaires. La
multiplication de la bactérie entraine une réponse immunitaire (défense de l'organisme
destinée a empécher le développement des bactéries et a favoriser leur destruction). Dans 90%
des cas, la primo-infection tuberculeuse évolue spontanément vers la guérison définitive.
Chez les patients immunodéprimés, en particulier infectés par le VIH, cette guérison
spontanée n’est obtenue que dans 70% des cas. Dans les 10% des cas restants (jusqu'a 30%
pour les patients infectés par le VIH), une tuberculose active va se développer, la moitié dans

'année suivante, I'autre moitié durant le reste de la vie. C’est la tuberculose maladie [40, 41].

4. Les antibiotiques antituberculeux et les traitements

4.1. Les antibiotiques antituberculeux

Généralement les médicaments antituberculeux ciblent Ila biosynthése de
macromolécules (protéines, acides nucléiques, polysaccharides ou lipides de Il'enveloppe
cellulaire) essentielles a la survie de la mycobactérie. Les molécules utilisées dans le
traitement contre la tuberculose peuvent également étre classées en deux catégories (figure
1.6) :

4.1.1. Les antituberculeux essentiels

Les médicaments antituberculeux essentiels sont au nombre de cinq [42, 43] :

La streptomycine :a été isolée deStreptomyces griseust fut le premier antibiotique
réellement efficace contre la tuberculose. Elle pénéetre dans la membrane interne de
Mycobacterium tuberculosist inhibe la biosynthése des protéines en se liant de maniere

irréversible a la petite sous unité des ribosomes.

L'isoniazide(INH) : cette molécule est une pro-drogue nécessitant une activatiobro pour
former le véritable principe actif. Il inhibe la biosynthése des acides mycoliques qui sont des

constituants essentiels de la paroi mycobactérienne.
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Le pyrazinamide :est un analogue de l'isoniazide. Il s'agit également d'une pro-drogue dont

I'activité dépendrait d'une amidase bactérienne. L'acide pyrazinoique serait en fait la molécule

active.

La rifampicine : est un composé naturel isolé 8é&reptomyces mediterrandtlle inhibe
I'ARN polymérase, entrainant ainsi la mort de la bactérie par blocage transcriptionnel. Avec

I'INH, la rifampicine constitue la base de la chimiothérapie antituberculeuse.

L'éthambutol : est un amino-alcool synthétique décrit en 1961. Il inhibe la biosynthese des

arabinogalactane qui entrent dans la composition de la membrane mycobactérienne.
4.1.2. Les médicaments de seconde intention

lls sont d'efficacité mineure et ne sont pas utilisés dans la chimiothérapie de courte
durée. Les médicaments de deuxiéme ligne sargpréomycine, kanamycine, ofloxacine
(OFX), ciprofloxacine (CPX), éthionamide(Et), cyclosérine acidepara-aminosalicyliqueet
prothionamide Cependant, ce traitement présente plusieurs obstacles : des effets secondaires
plus fréquents et un colt onéreux da a un traitement d’environ deux ans [42, 44, 45]. Selon les
recommandations de 'OMS, le traitement de deuxieme ligne doit comprendre durant la phase
initiale (d’au moins six mois) au minimum quatre médicaments. Cette phase est suivie d’'une
phase d’entretien (de 12 a 18 mois) comprenant au moins trois des médicaments les plus actifs
et les mieux tolérés [45]. De plus, Ldsioroquinolonescomme lalévofloxacine et
I'ofloxacinesont extrémement actives conthMycobacterium tuberculos$ sont souvent

choisies pour traiter les cas de tuberculose multi- résistante, malgré les effets secondaires.

Figure 1.6 : Mécanisme d’action des antituberculeux
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4.2. Le traitement

Le traitement de la tuberculose repose sur la chimiothérapie. La durée de cette
chimiothérapie a considérablement diminué depuis 1960 ; initialement de 18 a 24 mois, elle

est actuellement de 6 a 8 mois et constitue « la chimiothérapie de courte durée » [37, 46].

Actuellement, le régime de base pour le traitement de toutes les formes de tuberculose
consiste en une phase intensive de deux mois assds@amibzide + Rifampicine +
Pyrazinamide et soit Ethambutol soit Streptomycine suivie par une phase dite
« de consolidation » de quatre mois assodsmiazideet Rifampicine[37, 47, 42]. Aucun
de ces médicaments essentiels n'est suffisamment efficace pour détruire tous les bacilles
tuberculeux se trouvant chez un malade ; c’est pourquoi l'association de plusieurs
médicaments antituberculeux est indispensable pour obtenir la guérison définitive d'un
malade [37, 44].

4.3. Résistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance bactérienne aux antibiotiques est apparue rapidement apres leur
introduction dans le traitement des maladies infectieuses. Cette résistance est un facteur
majeur compliquant le traitement des infections bactériennes et la dissémination des souches
multi-résistantes. Trois mécanismes principaux sont responsables de la résistance aux
antibiotiques [48] :

* Modification de la cible des antibiotiques ;
* Synthese d'enzymes inactivant les antibiotiques ;
* Diminution de la perméabilité bactérienne aux antibiotiques.

4.3.1. Mécanisme de résistance aux antituberculeux

Comme tous les antibiotigues d’'une maniéere générale, la résistance des mycobactéries
tuberculeuses aux médicaments est un phénomene connu depuis l'utilisation du premier
antituberculeux$treptomycinegn 1944 [45].

La résistance acquise aux antibiotiques est toujours liée a des mutations des genes
chromosomiques qui codent soit pour des protéines cibles de certains antibiotiques (ARN
polymérase, ribosome, ADN gyrase), soit pour des enzymes impliquées dans l'activation de

I'antibiotique en substance active (catalase-peroxydase, pyrazinamidase) [49].
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4.3.2. Tuberculose multi-résistante

De nos jours, ce n'est pas seulement la résistance aux médicaments antituberculeux en
monothérapie qui fait I'objet de graves préoccupations, mais, partout dans le monde, le grand
probleme réside dans la multi-résistance a la combinaison des médicaments prif@ipaux
distingue les tuberculoses MDR (multi-résistances) et XDR (ultra-résistances) qui sont

définies par 'OMS comme suit:

» Les tuberculoses MDR :sont des formes de tuberculose qui ne réagissent pas aux
traitements standardisés de premiére ligne. Elles sont définies par la résistance des
souches a Isoniazideet la Rifampicine qui sont les deux antituberculeux les plus
puissants et les plus largement utilisés, et qui constituent la base de tous les régimes
thérapeutiques actuellement recommandés [45, 50, 51]. Les tuberculoses MDR sont
traitées par une antibiothérapie de seconde ligne. Ces tuberculoses MDR peuvent
parfois nécessiter deux ans de traitement, ce qui explique leur impact fort sur la
mortalité des patients VIH+ et des immun déficients tels que les jeunes enfants et les
femmes enceintes.

» Les souches XDR :a@nt des souches MDR qui en plus sont résistantes a des traitements
de seconde ligne tels qu’une fluoroquinolg42).

4.4.Les nouveaux antituberculeux

Les traitements antituberculeux actuels ne sont guére satisfaisants du fait de leur
longueur (six mois), de leur complexité (quatre médicaments associés) et de leur inefficacité
sur les souches multi-résistantes. Or, apres plus de 40 ans sans aucune nouvelle molécule, de
nombreux nouveaux antituberculeux sont en développement. Certains sont des dérivés de
familles déja connues, comme Rsoroquinoloneset lesrifamycines d’autres appartiennent
a de nouvelles familles, comme lisrylquinolines les dérivésiitroimidazolés(figure 11.6).

Ces molécules permettent d’envisager une simplification du traitement de la tuberculose a
bacilles sensibles (durée totale plus courte, administration hebdomadaire des médicaments).
De plus, les nouvelles classes d’antituberculeux peuvent également avoir une activité sur les
bacilles multi et ultra-résistants [52, 53]. Au total, de nombreuses molécules sont en
développement dont certaines déja en phase 3. Néanmoins, la longueur des essais
thérapeutiques dans la tuberculose fait que des modifications du traitement standard, si elles

se justifient, n’interviendront pas avant plusieurs années.
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CHAPITRE Il : LA METHIONINE AMINOPEPTIDASE ET SES
INHIBITEURS

La découverte d'agents antituberculeux qui ciblent des nouvelles voies est cruciale pour
une thérapie efficace contre la tuberculose et permettra de limiter le développement de la

résistance.

Le mécanisme universel de synthese des protéines impose que toutes les protéines
débutent par une méthionine. Pourtant cette premiere méthionine sera le plus souvent clivée
alors que la protéine est encore en cours de synthese. Le mécanisme responsable de cette
modification co-traductionnelle est celui de la NME (Excision de la Méthionine N-terminale).

Elle a lieu dans tous les compartiments cellulaires ou il y a une synthese protéique. Deux
classes de protéases composent la NME : la méthionine aminopeptidase (MetAP) et la peptide
déformylase (PDF). Aujourd’hui un nombre croissant d’études rapportent que les enzymes de
la NME sont la cible de composés ayant des effets antibiotiques, antiparasitaires,
antifongiques ou anticancéreux [54]. Malgré les efforts réalisés pour caractériser les voies de
signalisation qui lui sont associées, peu d’inhibiteurs efficaces de la NME ont été découvert

principalement a cause de notre connaissance limitée de sa fonction physiologique.

Ici, nous passons en revue la voie de l'excision de la méthionine N-terminal (NME)
comme une cible thérapeutique potentielle lors de l'infectioMyaobacterium tuberculosis
(Mtb) (figure 111.7).

FormyI-Met-ponpeptid Me Iypepti[ Mtb MetAP

»
»

A A )

pofypeptide
ou protéine

- Modifications post-traductionnelles

-La dégradation des protéines ciblées

-Stabilité - Localisation
Certaines protéines

fonctionnelles essentielles

pendant l'infection d'un hote /\ et non essentielles de la
Mtb

Survie et dormance de la Mtb

Figure 1.7 : Inhibition de la voie NME chez Mycobacterium tuberculosis
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Les efforts précédents de découverte de nouveaux meédicaments sont principalement

portés sur la PDF. Cependant, I'apparition des mutants résistants pourrait limiter l'utilité des
inhibiteurs de la PDF. D'autre part, le succes de ses inhibiteurs dans les essais cliniques a

préparé le terrain pour des études potentielles visant les MetAPs dans la Mtb [54].

Notre travail est basé sur I'étude silico de [linhibition de la méthionine
aminopeptidase par diverses molécules dans le but de découvrir de nouvelles cibles anti-

mycobactériennes.

1. La méthionine aminopeptidase
1.1.Définition

La méthionine aminopeptidase (MetAP) est une métalloprotéase qui assure le clivage de
la méthionine N-terminale au cours de la synthese protéique, il s’agit de I'une des étapes
critigues dans la maturation des protéines (figure I11.8) [3]. La MetAP se trouve dans les
cellules procaryotes et eucaryotes. Elle joue un réle beaucoup plus important que d'autres
exopeptidases non spécifiques et est responsable de la plus grande partie de I'élimination de la
méthionine N-terminale. Les eucaryotes inférieurs et supérieurs ainsi que les bactéries
semblent partager un méme mécanisme pour le traitement des protéines, indiquant

l'universalité de ce systeme [55, 56].

Figure 111.8 : Synthese protéique chez les bactéries
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1.2. Classification du forme de I'enzyme MetAP

La méthionine aminopeptidase existe sous deux formes distinctes (type-l et type-II)
(figure 111.9). Elle est classée en fonction de la présence d'extra séquences, soit a I'extrémité
N-terminale de la protéine ou entre les deux glutamates impliqués dans la coordination de
l'ion métallique. Les eubactéries présentent seulement le type-lI et les archaebactéries
uniquement le type-Il, les eucaryotes possédent les deux types [55, 56, 57]. A I'neure actuelle,
il n'est pas clair pourquoi certaines especes bactériennes ont deux MetAPs tandis que d'autres

n‘ont qu'un seul.

Figure 1.9 : Nouvelle classification de la MetAP
1.3.Rdle physiologique de la MetAP

La MetAP élimine la méthionine N-terminale des protéines naissantes, qui a lieu dans
environ 50-70% de protéines [57]. L'élimination du NH2-meéthionine est essentielle a

certaines protéines pour fonctionner normalement in vivo [58].

L'importance physiologique de l'activité de la MetAP est soulignée par la létalité des
organismes dont tous les génes de la MetAP ont été supprimés ou tous les produits des genes
de la MetAP sont inhibés. Ceci a été montré pé&scherichia coliet Salmonella
typhimurium. Chez les levures, la suppression de I'une des MetAPI ou MetAPII provoque un

ralentissement de croissance, alors que I'élimination des deux genes est mortelle. La MetAPII
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de Caenorhabditis elegangst essentielle pour le développement de la cellule germinale.

Dans les cellules de mammiféres, les deux HsMetAPI et HsMetAPIl sont nécessaires pour la
prolifération des cellules. En particulier, HsMetAPIl est essentielle pour la croissance des

cellules endothéliales et I'angiogenese [3].

1.4.Propriétés de la MetAP

1.4.11 a dépendance au métal

La MetAP est I'une des metallohydrolases dinucléaires, les ions métalliques jouent un
réle clé dans I'hydrolyse catalysée par la MetAP. Elle peut étre activée par plusieurs métaux
bivalents, y compris Co (1), Mn(ll), et Fe(ll). Initialement, la MetAP a été considérée comme
une enzyme a Co(ll), parce que le cobalt est parmi les meilleurs activateurs, et toutes les
premiéres structures déterminées par rayons X de la MetAP contiennent deux Co(ll) dans le
site actif [59].

1.4.2.Spécificité de substrat

L'activité de la MetAP est strictement spécifique de la méthionine et elle dépend de la
structure de son résidu adjacent. Dans la plupart des cas, un résidu adjacent avec une taille de
chaine latérale plus petit que 0.129 nm est préféré ; pour les tailles de chaine latérale

supérieure a 0,143 nm, la MetAP est incapable de cliver la méthionine [60, 61].

La méthionine initiatrice peut étre completement retirée de la protéine naissante
uniquement lorsque le deuxieme résidu dans la séquence primaire est petit et non chargé
(Glycine, Alanine, Proline, Serine, Cystéine, Thréonine et Valine) [62,63]. Ceci a été

démontré in vitro en utilisant des substrats différents, mais également in vivo (figure 111.10) :
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Figure 111.10: % de I'élimination de la méthionine in vivo avec une séquence N-terminale

(Met)-Xaa-GIn-Val-Ala avec 20 acides aminés différents pour Xaa

1.5. Structure générale de la MetAP délycobacterium tuberculosis
1.5.1.La structure de la MetAP

Deux iso formes de MetAP ont été identifiées cgzobacterium tuberculosi$une
avec une taille semblable a la MetAP Eecherichia coliMtMetAPla) et la seconde avec
une extension N-terminale contenant environ 40 acides aminés (MtMetAP1c) [64]. Seule la
MtMetAP1c est présentée ici.

Une vue générale de la structure tridimensionnelle de la MetARydebacterium
tuberculosisest présentée dans la figure 11l.11.En résumé, La MetAP contient 5 héktes
15 feuilletsp. Deux ions de cobalt ont été trouvés dans la stregencontrée. Les 40 acides
aminés de l'extension N-terminale (colorée en rouge) s'enroulent autour de la surface du
domaine catalytique (en vert), le r6le de cette extension est encore inconnu mais il est supposé

probablement interagir avec le ribosome lors de I'excision de la méthionine N-terminale. La
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MtMetAP1c est plus courte de huit acides aminés a l'extrémité C-terminale par rapport a la
MetAP de Escherichia coli (EcMetAP) [64, 65].

Figure Ill.11 : La structure de la méthionine aminopeptidase de Mycobacterium tuberculosis
1.5.2. La méthionine dans le site actif

Le site actif de la MtMetAP1c est situé a environ dans le centre du domaine catalytique.
Les ions métalliques, Col et Coll, sont lies a la molécule par lintermédiaire des chaines
latérales des résidus Aspl31, Aspl42, His205, Glu238 et Glu269 comme le montre la figure
[ll.12a. Tous les résidus qui sont normalement en contact avec les ions métalliques sont

conserveés.

La chaine latérale de la méthionine est enterrée dans une poche hydrophobe adjacente au
site du métal et formé par plusieurs résidus conservés (figure 111.12b). Les résidus His114 et
His212 sont vraisemblablement impliqués dans la catalyse ainsi la mutation de leurs
homologues structurels chez HsMetAPIIb (His231 etHis339) et EcMetAPla (His79 etHis178)
entraine la suppression ou la réduction significative de l'activité des enzymes MetAP [66].
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b) a)

His205
Met

Glu238

Asp131

Glu269

Asp142

Figure 111.12 : a) Site de liaison du métal de complexe MtMetAP1c-NigiSchéma
comparant le complexe méthionine-MtMetAP1c (vert) et le complexe méthionine-EcMetAP
(gris)

Considérant que les résidus du site actif sont strictement conservés, les variations se
produisent parmi les résidus présumés de fixation du substrat. Les deux types | et Il de la
MetAP emploient différents ensembles de résidus d'acide aminé (tableau 111.2). Ceci explique
les différences dans le site d’attachement du substrat et I'activité enzymatique de différents
types de MetAP.

La MtMetAP a moins de 48% d'identité de séquence avec leurs homologues humains,
HsMetAPI, suggérant qu'il puisse étre possible de trouver des inhibiteurs qui sont sélectifs

contre I'enzyme mycobactérienne [64, 68].

Tableau I11.2 : Comparaison entre les sites de fixation de métal et de substrat pour la MetAP

type | et type Il



CHAPITRE IlI

La méthionine aminopeptidase et ses inhibiteurs

MetAP

S1-subsite

(reconnait Met)

Site de liaison du

métal

S1’-subsite

Type-l EcMetAP

Cysh9, Tyr62,
Tyr65, Cys70,
His79, Phel77,
Trp221

Asp97, Aspl08,
His171, Glu204,
Glu235

Tyrl68, Cysl69,
Gly170, His185,
Glu204, Pro205,
Met206, GIn233

Type-ll MetAP

Pro220, Gly222,
lle338, His382,

Asp, Asp, His,
Glu, Glu

Leu, Gly, Glu, Phe,
GIn

Met384, Tyrd44

2. La recherche de nouveaux agents antimicrobiens

2.1.Généralité

L’émergence de microorganismes pathogenes multi-résistants, due a l'usage abusif et
inapproprié des antibiotiques, pose actuellement un probléeme de santé publique
particulierement préoccupant. En effet, la résistance des bactéries aux antibiotiques rend
guelque fois le traitement thérapeutique inefficace, et met le praticien dans des situations
délicates, surtout lorsque la vie du malade est en cause. La solution de ce probleme s’avere

donc urgente et impose la recherche de nouveaux agents antimicrobiens.

Cette thématique vise a utiliser une nouvelle cible, une métalloprotéine impliquée dans
la maturation des protéines chez les bactéries (la méthionine aminopeptidase) et a rechercher

des inhibiteurs sélectifs de cette métalloprotéine bactérienne.
2.2.Inhibiteurs de la méthionine aminopeptidase

L'intérét des inhibiteurs de la MetAP est principalement focalisé sur la fumagilline et les
inhibiteurs covalents de la MetAP-I1l en raison de son réle dans I'angiogenese. Il y a seulement
guelques inhibiteurs rapportés pour la MetAP-I, Bien qu’elle soit une enzyme unique et
essentielle dans les bactéries. Depuis les ions métalliques font partie du site catalytique, la
conception des chélateurs de métaux a été une approche populaire pour développer des
inhibiteurs de la MetAP (type | et type Il). Les inhibiteurs compétitifs de la MetAP peuvent
étre divisés en différentes classes.
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Une classe des inhibiteurs de la méthionine aminopeptidase (MetAP), contient un

hydroxamate interne (N-acyl-Nalkylhydroxylamine) noyau en tant que groupe de métal-
chélation, a été concgu, synthétisé et testé [69]. Les bengamides (un produit marin naturel isolé

a partir d'éponges) et leurs analogues synthétiques [70] partager un méme mode de liaison.

Une seconde classe contient une triazole ou un groupe pyrazole représente une classe
originale des inhibiteurs non-peptidiques efficaces contre les MetAPs [71]. Les groupements
structuraux tels que les acides carboxyliques ou les thiazole-2-oxalamides [72] sont présentes

en quelques autres inhibiteurs efficaces.

Dans cette étude, nous nous sommes limités a deux classes de molécules récemment

étudiées et qui ont été rapportées comme inhibiteurs de la MtMetAP :

* Une série des inhibiteurs sélectifs (metalloformes) sont identifiés comme nouvelle
classe d’inhibiteurs non peptidiques et de faible poids moléculaire de la MtMetAP [61]

dont les structures sont représentées dans le tableau 1.3 ci-dessous.

Tableau 111.3: Structures des inhibiteurs sélectifs (metalloformes)

5[
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* Une étude expérimentale réalisée par une équipe de chercbe@kleyeet al. 2010

[3], a permis d'identifier de nouveaux composés capables d’inhiber les deux types de

MtMetAPs. Ces composés sont les naphtoquinones et leurs dérivés (tableau 111.4).

Tableau I11.4 : Structures des dérivés naphtoquinones
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Tableau Il1.4 : suite
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CHAPITRE IV : MATERIELS ET METHODES

1. Evaluation des programmes de docking

Des études ont montré que certains algorithmes de docking sont plus fiables que
d’autres pour reproduire le mode de fixation expérimentale de ligands. Les performances d’'un

programme de docking sont jugées au moyen de deux critéres :
1.1.L.e RMSD (Root Mean Square Deviation)

Correspond a la moyenne de la déviation de chacun des atomes par rapport a ceux de la
molécule d’origine. Le mieux possible signifie que la valeur du RMSD entre la pose du ligand
calculée par le logiciel et la conformation dans le complexe expérimental est la plus petite
possible. Le positionnement, c’est-a-dire I'identification correcte du site de liaison sur la

protéine, I'orientation et la conformation du ligand influent sur la valeur du RMSD.

Le ratio admis est une différence maximum de deux angstroms au-dela de laquelle la
prédiction est considérée comme non pertinente. La norme actuelle pour évaluer les
performances d’'un programme de docking est de faire un test a partir de plusieurs centaines

de complexes protéines-ligands cristallisés [73, 74].

Deux programmes de docking moléculaire ont été testés, Surflex (v 1.3, 2005), et
GOLD (5.0.1, 2011). Ce test a éteé realisé sur 144 complexes disponibles au niveau de la PDB
et leurs RMSD déterminés. La prédiction est acceptable si la valeur du RMSD ne dépasse pas

2 A La liste des complexes protéines-ligands étudifs ietrouvée dans I'annexel.
1.2. Le coefficient de corrélation (r)

Le coefficient de corrélation dearson permet d’évaluer lintensité et le sens de la
relation linéaire entre deux séries de données provenant de I'échantillonnage de deux
variables métriques. Le coefficient de corrélation indique le degré de relation linéaire entre les
deux séries de données, et il prend des valeurs situées entre —1 et 1. S’il N’y a pas de relation
linéaire entre les deux séries de données, le coefficient de corrélation est trés proche de zéro,
et on dira que les deux variables ne sont pas corrélées. Dans ce cas, il pourrait tout de méme y

avoir une relation entre les deux variables, mais alors elle ne sera pas linéaire [75].
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Le signe du coefficient de corrélation indique le sens de la corrélation: s'il est positif, la

valeur d’'une des variables tend a augmenter en méme temps que celle de I'autre variable, s'il
est négatif, la valeur d’'une variable tend a diminuer quand celle de I'autre augmente. Pour
interpréter les corrélations dans le cadre de la relation examinée, nous pouvons nous en tenir a

certaines valeurs indicatives (figure IV.13).

/ CORRELATION
v \

NEGATIVE NULLE POSITIVE

-1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Parfaite Forte Modérée Faible Aucune Faible Modérée Forte Parfaite

Figure 1V.13: les différentes valeurs de r

Pour étudier la corrélation entre le score obtenu par le docking moléculaire et I'activité
biologique (IC50), nous avons utilisé les différents inhibiteurs de Ila méthionine
aminopeptidase (MetAP), ces inhibiteurs connus a travers les articles. Au total, 100 molécules
de trois bactéries différenteltycobacterium tuberculosi®], Escherichia coli[76, 77, 72]
et Staphylococcus aurey37] ont été testées. La disponibilité des valeurs de leur IC50 est
parmi les criteres de choix de ces molécules utilisées pour tester la fiabilité des programmes
Surflex et GOLD a l'aide du coefficient de corrélation. Les structures des inhibiteurs de la
MetAP et leurs IC50 sont représentées dans I'annexe 2.

2. Préparation des molécules

2.1.Les structures de I'enzyme

Les structures de I'enzyme MetAP proviennent de la RFBotein Data Bank », la
plus grande archive de données structurales de macromolécules biologiques, comme les
protéines et les acides nucléiques. Ces données sont principalement obtenues par

cristallographie aux rayons X et résonance magnétique nucléaire (RMN).

Mise en place en 1971, elle contenait a 'époque sept structures. En 2006, plus de 36000
structures, dont 33000 structures de protéines, sont disponibles dans la PDB. De nombreuses

informations associées a chaque structure sont accessibles a I'ensemble de la communauté
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scientifique, par un serveur internet (http://www.rcsb.org/pdb/). On peut y trouver la séquence

correspondante, ses coordonnées atomiques, les conditions expérimentales (par exemple, les

conditions de cristallisation), des images 3D [78].
2.2. Choix d’une structure cristallographique

Nous avons choisi trois codes de bonne qualité de 'enzyme MetAP ; 3IU7 (MetAP de
Mycobacterium tuberculosisgGG2 (MetAP deEscherichia coli)et 1QXY (MetAP de
Staphylococcus aurelud_es caractéristiques de ces enzymes sont regroupées dans le tableau

IV.5 ci-dessous.

Tableau IV.5 : Principales caractéristiques des codes 31U7, 2GG2 et 1QXY [79]

Nombre Nombre
Code Résolution | Facteur R | Classification| Nombre | d’AA par | d’atomes
(A) de chaine| chaine par
chaine
3IU7 1.40 0.172 3.4.11.18 1 285 2167
2GG2 1.00 0.136 3.4.11.18 1 264 2176
1QXY 1.04 0.144 3.4.11.18 1 251 1910

Pour réaliser un choix pertinent de structure cristallographique il faut la combinaison des deux

facteurs [80]:
2.2.1. Larésolution

La résolution en angstrém de la protéine est une des données reflétant la qualité des
structures ayant permis de construire le modéle cristallographique. Généralement, une
résolution proche de A permet de distinguer tous les atomes y compribydsogénes. Une
résolution de I'ordre de & permet seulement de distinguer que des structurggpds «hélice

a» ou «feuillet p par exemple.
2.2.2. Lefacteur R

Un autre indicateur est le facteur R qui est une grandeur indicatrice de I'écart entre les
facteurs de structures observés et calculés. Le facteur R est compris entre 0 et 1 (plus le

facteur R est proche de 0O et plus la prédiction est juste).
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2.3.Préparation des molécules a lI'arrimage

Dans un premier temps, le complexe protéine-ligand est téléchargé dans lepfiiyraat
partir de la banque de données en introduisant son code ID.GOLD utilise directement le
format.pdbet n’a pas besoin d’'une préparation préalable. Par contre, Surflex exige le format
.mol2. Donc les deux molécules du complexe (enzyme-ligand) sont séparées a l'aide du
logiciel Viewerlite. Les molécules d’eau et les autres composés de cristallisation sont retirés
de la structure. Les hydrogénes sont ajoutés a la structure, en respectant I'état de protonation
des résidus. Elles sont ensuite transformées dans le fomoi2 par l'intermédiaire du

programme disponible gratuitement Open Babel.
2.3.1. Open Babel

Open Babel (2.0.2, 1991) est un programme libre, visant a faciliter I'inter conversion des
données chimiques d'un format a un autre de fichiers de divers types. Les formats de fichier
gue « Open Babel » prend en charge comprennent : PDB, MOL, MOL2, SDF, XYZ, PC,
SMI...etc [81].

2.3.2. Viewerlite

Viewerlite (4.2, 2001) [82] est un outil gratuit de visualisation, qui permet un affichage
3D d'une structure de molécule biologique. Il lit plusieurs formats de fichier dont le format
.pdb qui est le format le plus courant pour visualiser la structure des protéines ou des petites
molécules. Viewerlite propose plusieurs fonctions telles que : la présentation des liaisons
chimiques (liaison hydrogene), la mesure de distances interatomiques, I'annotation des acides
aminés (nom, numéro), créations de surfaces, choix de couleur (selon les atomes, les

structures...), la capacité de cacher et puis afficher a nouveau les différentes molécules.

2.4. Le dessin des inhibiteurs de la MetAP

Le programme Arguslab (4.0.1, 2003) [83] est un logiciel gratuit, utilisé pour construire
les différents inhibiteurs de la MetAP. Il posséde une banque d’atomes sous différents états
d’hybridation permettant de construire tous les groupements chimiques éventuels. La
géométrie du ligand est optimisée a l'aide de la méthode semi-empirique PM3 (Parametric
Method3) et enregistrée dans le fornmabl et ensuite transformée dans le forrmbl2 a

I'aide de programme Open Babel.
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2.5. Programmes utilisés
2.5.1. Surflex

Surflex (1.3, 2005) est un algorithme de docking rapide capable d’arrimer les ligands
dans un environnement constitué d’acides aminés avec une bonne précision. Les parametres

standards de Surflex ont été utilisés par défaut dans cette étude.
Le docking est réalisé en 3 étapes [84]:

— Choix de la maniere d’'identifier le site actif soit a partir d’'un ligand soit a partir du
récepteur.

— Construire d'une pseudo-molécule (protomol) qui va servir de cible aux différents
ligands.

— Arrimage d’un ou de plusieurs ligands.
Les différentes étapes de docking
* La génération de Protomol

L'utilisateur emploie une pseudo-molécubeofomo) comme la cible a laquelle se
rallie le ligand dans le site actif d'une protéine. Pour la créatigoratemol nous avons

utilisé la commande : surflex-dock proto ligand.mol2 protein.mol2 pl.

* Le docking d'une seule molécule

L'arrimage moléculaire exige un ligand, protomol et une protéine. Pour le docking
d’'une seule molécule nous avons utilisé la commarsieflex-dock dock ligand.mol2 pl-

protomol.mol2 protein.mol2.

Le résultat est donné sous la forme des 10 meilleurs « conforméres » au.fiooi@étigure
IV.14).
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R I SR

Figure IV.14 : Résultat de docking avec Surflex

Chaque fichier posséde trois scards premier d’affinité ; le second correspond au
degré de pénétration impropre du ligand dans la protéine appelé «crash score», plus ce score
est proche de 0 plus l'interaction est favorable et le troisieme ou «polar score» correspond au
niveau de contribution des interactions polaires. Surflex donne, par défaut, les dix meilleures

affinités en M.
« Calcul du RMSD

La maniere dont les ligands sont arrimés dans le site actif peut étre généralement décrite
numeériqguement par le RMSD entre le ligand co-cristallisé et la molécule dockée. Le RMSD

est déterminé par la commande : Surflex-dock rms final-0.mol2 ligand.mol2.
2.5.2. GOLD

GOLD est un programme de calcul des modes de docking de petites molécules dans les

sites de liaison des protéines et est fourni dans le cadre de GOLD Suite, un ensemble de
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programmes pour la visualisation et la manipulation des structures (Hermes ypadu#)

larrimage protéine-ligand (GOLD v 5.0.1) et pour le traitement et la visualisation des
résultats de docking (GoldMine v 1.3).

Ses principaux avantages sont sa fiabilité a prédire des structures cristallographiques
pour des complexes de type protéine-ligand et I'emploi d'un algorithme génétique efficace. De
plus, le logiciel dispose d'une interface graphique simple d'emploi, et aisément scriptable et

s'adapte particulierement bien aux environnements de calcul paralléle.
Hermes

Hermes est un programme permettant de visualiser la structure des protéines en trois
dimensions. Ses caractéristiques comprennent [29] :

- La capacité de lire les structures des protéines et de ligand a partir de fichiers
externes ;

- Une gamme d'options de visualisation 3D, y compris le choix des modéles
d'affichage, les couleurs, la capacité de cacher et puis afficher a nouveau les atomes,
les résidus, les ligands, les molécules d'eau,...etc ;

- La capacité de mesurer et afficher les distances, les angles et les angles de torsion ;

- La capacité de trouver et montrer les liaisons hydrogéne ;

- La possibilité d'enregistrer les fichiers ;

- La possibilité de modifier les ligands ;

- La possibilité de charger et de visualiser les surfaces contournées.
Les difféerentes étapes de docking

Apres I'ouverture du visualisediermes On ouvre la fenétr&OLD setup wizard, en
cliquant surWizard. Le complexeenzyme-ligand.pdisera téléchargé, en cliquant sur le

bouton Load Protein.
Les étapes suivantes sont nécessaires :

1. Addition des hydrogenes
Tous les atomes d'hydrogéne doivent étre présents dans le fichier d'entrée des protéines.

2. Suppression des molécules d’eau
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Les molécules d'eau dans les cavités des protéines peuvent parfois étre un élément

fondamental. Elles sont capables d’assurer le relais entre le récepteur et le ligand et ainsi créer
des réseaux de liaisons hydrogéne. Dans nos études, nous n'avons pas mis en évidence
l'intérét d’introduire des molécules d’eau. Un clic sur l'optiDelete Remaining Waters

permet I'élimination des molécules d’eau.
3. Suppression des ligands

Le fichier protéine peut avoir un ou plusieurs ligands occupant le site de liaison qui doit
étre enlevé avant de pouvoir effectuer un docking. En cliguadelete Ligandgle la liste
des options proposees, puis sur le bolErimact. Le ligand extrait est enlevé du fichier de la
protéine et automatiguement rechargé ddasmesde sorte gu'il puisse étre employé pour
définir le site de liaison. Le ligand est sauvegardé sous forme ligand .mol2.

4. Définition de site de liaison

Il est nécessaire de préciser le site de liaison de I'enzyme, en cliquant sur Define Binding
Sitede la listeGlobal Optionspuis choisir I'optionOne or more ligandsUne liste de ces
ligands actuellement chargés dans le visualislenmessera montrée. Choisissez le ligand de

référence que vous souhaitez utiliser a partir de cette liste.
5. La sélection du Ligand

Pour sélectionner le ligand, appuyer Add. Choisirligand .mol2 puis cliquer sur

Open. Le ligand .mol2 sera inscrit au Ligand File
6. La fonction de score

La fonctionGoldscore est utilisée dans le cadre du docking, pour I'évaluation de

I'énergie des systemes protéine-ligand.
7. Run GOLD

Avant de terminer la mise en place de notre arrimage, cliquer surl@muh@nced,
sélectionnerOutput Options Cette page est séparée en trois vues tabuléds Format
Options Information in Fileet Selecting Solutiongermettent de contréler les informations

des fichiers de sortie.
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Enfin, le choix de I'optioRun GOLDdans le menu permet de lancer les calculs. Une

fois le travail terminé, le messagénished Docking Ligandpparaitra dans la fenétRun
GOLD. Les résultats de docking sont présentés sous forme de 5 fichiers degpsaxtant étre

observés dans la fenéfRain GOLD

 Les fichiers contenant des informations sur la protéine et le ligand initialisé
(gold_protein.mol2 et gold_ligand.mol2) ;

» Les fichiers contenant le ligand dock®ld_soln_ligand_m1_n.mol2) ;

* Les fichiers contenant le score de Fitnebgafd_ml.rnket bestranking.Ist: les
tentatives d'amarrage sont énumérées selon le score de Fitness. Donc, la meilleure
solution est placée en premier ;

» Les fichiers log des protéines et de ligagold_protein.log et gold_ligand_m1.log) ;

* Les fichiers contenant les messages d'ergald er).

3. Inhibition de la 3IU7 par GOLD
3.1. Choix de la 31U7

Dix structures tridimensionnelles pour la méthionine aminopeptidadgaddacterium
tuberculosissont disponibles sur la PDB, identifiees par les codes 31U7, 31U8, 31U9, 1YJ3,
1YIN, 3PKA, 3PKB, 3PKC, 3PKD et 3PKE. La structure 3IU7 a été choisie pour notre étude,
car elle constitue un compromis entre une bonne résolution et la présence d’un inhibiteur co-

cristallisé.
3.2.La regle de Lipinski

Chague médicament potentiel doit de se conformer a plusieurs criteres de base, tel son
faible colt de production, étre soluble, stable, mais doit aussi se conformer a des baremes
associés a ses propriétés pharmacologique d’absorption, de distribution, métabolisme,
d’excrétion et de toxicité (filtre ADME/Tox) [85]. Cette méthode est basée essentiellement

sur la regle de 5 de Lipinski [86]:

- Le poids moléculaire du composé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da) ;
- Le coefficient de partition (logP) doit étrebs
- Le nombre de donneurs de liaisons hydrogene doit &re <

- Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogene doit &t <
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LogP : est égal au logarithme du rapport des concentrations de la substance étudiée dans

l'octanol et dans l'eau (LogP = Log Coct/Ceau). Cette valeur permet d'appréhender le
caractére hydrophile ou hydrophobe d'une molécule. En effet, une molécule doit, pour
parvenir dans I'organisme jusqu’a son lieu d’action, se dissoudre dans des phases aqueuses,
traverser des membranes lipidiques, des phases protéiques et osidiques. La solubilité dans
'eau et dans les lipides ainsi que le coefficient de partage jouent dans ce transport, un réle
fondamental. Une molécule dotée d’'une action plus rapide doit avoir un coefficient de partage

qui favorise le plus son transport [27].

Les composés dont les propriétés physiamighes ne satisfont pas au moins deux des
régles sont fortement susceptibles de présenter des problemes d'absorption ou de
perméabilite. De plusYeber[87] a introduit deux critéres supplémentaires a ce qui est
aujourd’hui communément appelé "la regle des 5". La surface polaire (PSA, polar surface
area) du composé doit étre inférieure a 140 A° 2 et le nombre de liaisons de rotation

« rotatable bonds » doit étre inférieur a 15.

En effet, en complément de ces régles,tawcritéres sont pris en compte dans la

sélection de molécules potentiellement candidates [24]:

- Nombre d’halogenes %;

- Chaines alkyles {CH2)6-CH3 ;

- Nombre de cycles 8 ;

- Pas de grands cycles de plus de 7 membres ;

- Au moins un atome d’azote ou d’'oxygene dans la molécule.

3.3.Inhibition de la 31U7 par divers inhibiteurs

Nous avons sélectionné les quatre composés (parmi les 35 cités dans le chapitre Ill) qui
agissent sur la MetAP dMlycobacterium tuberculosisLes structures des ligands sont

représentées dans le tableau IV.6 ci-dessous.
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Tableau IV.6 : Structure des ligands étudiés

N° Composé Nom
1 [ e
N\,ACN - 5-{[(2,4-dichlorophenyl) methyl]
HHT_<< E sulfanyl}-4H-1, 2,4-triazol-3-amine
2 o ci o <l
H c 4,5,6,7-tetrachloro-2-(3-chloro-1,4-
H @)‘ " o dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-yl)-2,3-
H H °° < dihydro-1H-isoindole-1,3-dione

3 - L I < 1 =1
HO@EF 2,3-bis (4-fluorophenoxy)-1,4-
) OH:@HH dihydronaphthalene-1,4-dione

- ©‘] 2-chloro-3-(4-fluorophenoxy)-1,4-

= &, ; - dihydronaphthalene-1,4-dione

4. Inhibition de la MetAP de Mycobacterium tuberculosipar les dérivés

du Bengamide

Lu J. Pet al. (2011) ont identifié de nouveaux composés capables d’inhiber les deux
types de la MetAP deévlycobacterium tuberculosisCes composés sont les dérivées du
Bengamide, tirés directement de la banque de données PDB. Les structures de ses dérives se

retrouvent dans le tableau IV.7.
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TableaulV.7 : structure des dérivés du Bengamide

N° Composé Nom

Y02 : (2r,3r,4s,5r,6e)-3,4,5-
Trihydroxy-2-Methoxy-8,8-Dimethyl-
N-[2-(2,4,6-

Trimethylphenoxy)ethyllnon-6-

Enamide

Y16 :(2r, 3r, 4s, 5r, 6€)-N-(2-Amino-
2-Oxoethyl)-3, 4,5-Trihydroxy-2-
Methoxy-8,8-Dimethylnon-6-

Enamide

Y08 :(2r,3r,4s,5r,6e)-N-{[(3s)-1-
(Cyclopropylcarbonyl)piperidin-3-
Yl]lmethyl}-3,4,5-Trihydroxy-2-
Methoxy-8,8-Dimethylnon-6-

Enamide

H oy H Y10 : (2r,3r,4s,5r,6€)-N-(2,3-Dihydrg
1h-Inden-2-Y1)-3,4,5-Trihydroxy-2-

methoxy-8,8-Dimethylnon-6-Enamide
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CHAPITRE V : RESULTATS ET DISCUSSIONS

Le travail réalisé ici s'articule en trois parties. La premiére partie traite la performance
des programmes utilisés. Une deuxiéme partie expose |'étude des interactions intervenant
dans I'inhibition de la MetAP par divers molécules. Nous présentons, dans la derniere partie

I'inhibition de la MetAP de Mycobacterium tuberculosis par les dérivés du Bengamide.

1. Fiabilité des programmes utilisés
1.1.Le RMSD

La performance des deux logiciels a été évaluée sur 144 complexes protéines-ligands
(annexel) tirés de facon aléatoire de la PDB.

Les écarts quadratiques moyens entre la position du ligand du complexe
cristallographique et celles des ligands amarrés par Surflex et GOLD, ont été calculés. Une
prédiction correcte (résultat positif) est définie par un RMSD entre le mode d'interaction
prédit et la structure cristalline, inférieur 812 Dans les graphes suivants, les résultats sont
donnés en pourcent (%), a divers intervalles de RMSD représentés par différentes couleurs,
pour les deux programmes : Surflex et GOLD.

GRAPHEL : Résultats en % obtenus par Surflex & divers intervalles de RR)SD (

Surflex
30 1 27,77
25 -
<
éa 20 -
M <0,5
S . 14,58 sl
5 <15
g 9.02 M <2
3 10 ’ 8,33 m<25
o 6,25
m <3
> M >3

Valeurs des RMSD en Angstrom



CHAPITRE V Résultats et discussions

GRAPHE? : Résultats en % obtenus par GOLD a divers intervalles de REISD (

GOLD
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[ERN
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1
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o
]
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5,55 m<3
> 2,77 >3
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Le RMSD minimum dans I'ensemble est de @ 2fors que le maximum est de 7 .47

La majorité des résultats positifs se situe dans l'intervalle 0,5 polr Surflex et 0.5 — 1.5
pour GOLD.

GRAPHE 3 : Comparaison des deux programmes

Fiabilité des programmes

Yo}
o
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(o)
o
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N
o
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Nous remarquons d’aprés ces résultats que le programme GOLD reproduit bien les

données expérimentales, et a un degré moindre Surflex. En effet, 79.16 % des valeurs de
RMSD sont inférieures ou égale aA2pour le premier, et 66 % pour le deuxiéme. En

revanche, le temps de calcul requis par le programme GOLD pour le docking d'un ligand est
plus long que le temps requis par le programme Surflex. Ce paramétre n’est pas négligeable si

le logiciel est utilisé pour le criblage d’'un nombre important de molécules.
Exemples des valeurs du RMSD

La comparaison de la conformation expérimentale des trois complexes (colorées en
rouge) : le 3FHR (le meilleur), le 1BSK (I'intermédiaire) et le 1RL4 (le mauvais) avec les
conformations optimales calculées par le logiciel GOLD (colorées en vert), est montrée dans

les figures suivantes.

Figure V.15: Superposition du ligand P40 donné par rayon-X (coloré en rouge) et par

docking moléculaire (coloré en vert) avec GOLD
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Figure V.16 : Superposition du ligand MNL donné par rayon-X (coloré en rouge) et par
docking moléculaire (coloré en vert) avec GOLD

Figure V.17 :Superposition du ligand BL5 donné par rayon-X (coloré en rouge) et par

docking moléculaire (coloré en vert) avec GOLD
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Dans le premier cas, avec un RMSD de 0276 obtient une bonne superposition de

solution du docking avec les coordonnées de structure observée expérimentalement. De ce fait
la superposition est presque parfaite (figure V.15); dans le deuxiéme cas, avec un RMSD de
2.2454, elle I'est moins (figure V.16); alors que dandrl@isiéme cas, avec un RMSD de
7.676A elle est mauvaise, c’est a dire le ligand arrintéésigné de ligand naturel (figure

V.17).

La présence des liaisons rotables dans le ligand du complexe 1RL4 (31 liaisons rotables)
est probablement la raison pour laquelle le RMSD est supériedr. 8 effet, un nombre
élevé de ce type de liaison est défavorable a l'interaction avec I'enzyme car il génere un tres
grand nombre de conformations [24, 27]. Lorsque le nombre de liaisons simples croit, le
nombre théoriquement envisageable de conformations pour une molécule augmente. Une

recherche conformationnelle exhaustive est donc impossible.
Conclusion

Le test par le RMSD nous permet de conclure, que les logiciels surflex et GOLD peuvent
étre utilisés pour prédire les interactions enzyme-inhibiteurs. lls sont généralement plus

efficaces en présence de petites molécules de ligand.
1.2.Coefficient de corrélation

L’analyse par régression linéaire a été réalisée sur différents complexes (MetAP-
inhibiteurs) dont lactivité biologique a déja été testée. La corrélation entre l'activité
biologique et le résultat obtenu par le docking moléculaire est un des moyens pour tester la
fiabilité des programmes Surflex et GOLD utilisés dans cette étude.

IC50: est la concentration d'inhibiteur nécessaire pour atteindre 50% d'inhibition de

I'enzyme. Cette grandeur peut également étre exprimée en pIC50 = -log IC50 [88].

L’analyse par régression linéaire a permis d’obtenir un coefficient de corrélation pour

chacun des programmes utilisés (tableau V.8).

Tableau V.8 : Valeurs du coefficient de corrélation

Programmes Surflex-dock GOLD

Coefficient de corrélation 0.76 0.64
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Des inhibiteurs de la MetAP provenant de la littérature ont été examinés. Au total, 100

structures (MetAP-inhibiteurs) ont été testées par les deux programmes Surflex et GOLD
(annexe 2).

Dans les deux cas, la valeur du coefficient de corrélation est supérieure a~0®mb5)r|
[27]. 'y a donc corrélation significative entre les deux parametres analysés, a savoir l'activité
biologique représentée ici par —Log IC50 et les résultats de docking donnés par les 2
programmes Surflex (Affinité) et GOLD (Fitness).

Surflex établit une bonne corrélation (r =0,76) ce qui est en accord avec les résultats de
Chikhi A et Bensegueni A. (2010) [89] et #&@amel M. M. efal. (2010) [90]. Cependant la
corrélation obtenue par GOLD en conjonction avec la fonction de score GoldScore (Fitness)
est légerement inférieure, mais encore a un niveau acceptable (r =0,64), Comme il est
clairement démontré dans les figures V.18 et V.19. Ce résultat est comparable a celui rapporté
par Maouche A. Tetal. (2008) [91]qui utilise le logiciel GOLD efonction avec une autre

fonction de scoreGhemscore).

On remarque des interactions intéressantes entre la MetAP et divers inhibiteurs avec des
valeurs de laffinité et de la fitness suffisamment élevées, notamment pour les quatre
complexes 17, 19, 21 et 91 avec 5.40" WAffinité) - 64.83 (Fitness), 4.17 M 63.46,

4.87 M* 60.69 et 4.17 M- 64.31 respectivement.

Tableau V.9 : Résultats de I'analyse par régression linéaire sur les inhibiteurs de la MetAP

Dans le tableau V.9 ci-dessous nous présentons les valeurs suivantes : IC50 issues de la
littérature, les valeurs calculées de -log IC50, les valeurs de I'affinité données par Surflex et

les valeurs de la fitness données par GOLD.

N IC50 (uM) - Log IC50 Affinité (M ) Fitness
1 10 -1 3.23 55,42
2 5.2 -0.71 4.26 57,52
3 4.6 -0.66 4.75 54,97
4 3.9 -0.59 2.49 57,25
5 3.4 -0.53 4.36 61,52
6 2.6 -0.41 4.26 55,68
7 2.4 -0.38 4.56 56,19
8 2.1 -0.32 4.34 54,64
9 1.7 -0.23 4.34 54,38
10 1.7 -0.23 4.38 55,51
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Tableau 9 : suite
11 1.2 -0.079 4.04 62,1
12 0.99 0.004 5.72 62,52
13 0.97 0.013 5.61 62,59
14 0.78 0.1 5.02 60,78
15 0.55 0.259 4.29 53,89
16 0.54 0.26 4.66 57,99
17 0.46 0.33 5.40 64,83
18 0.38 -0.42 3.81 55,67
19 0.16 0.79 4.17 63,46
20 1.75 -0.24 4.09 75,76
21 0.25 0.6 4.87 60,69
22 0.25 0.6 5.33 59,53
23 0.55 0.259 4.17 63,11
24 0.55 0.25 4.72 66,34
25 1.25 -0.096 4.00 60,21
26 1.50 -0.176 3.47 60,94
27 0.1 1 4.86 62,64
28 5 -0.69 3.63 50,62
29 1.69 -0.22 5.38 71,26
30 0.044 1.35 4.71 64,41
31 19 -1.27 2.10 53,13
32 16 -1.2 2.92 54,73
33 18.3 -1.26 2.24 47,86
34 41.7 -1.62 2.09 48,54
35 38.9 -1.58 2.97 39,18
36 17.9 -1.25 2.81 41,45
37 194 -1.28 3.40 42,22
38 455 -1.65 3.33 45,78
39 40.1 -1.6 3.04 42.6
40 29.2 -1.46 3.20 49,26
41 4.9 -0.69 2.66 47,02
42 19.9 -1.29 3.06 42.4
43 22.8 -1.357 3.03 41,12
44 22.4 -1.35 3.60 50,94
45 22.0 -1.34 3.05 44,51
46 18.8 -1.27 3.07 42,54
47 21.2 -1.32 3.08 49,68
48 7.2 -0.85 3.67 54,05
49 >100 -2 3.30 42,53
50 >100 -2 2.50 49,76
51 >100 -2 3.34 48,89
52 >100 -2 1.23 52,75
53 >100 -2 2.08 51,71
54 >50 -1.69 1.72 56,28
55 >50 -1.69 3.07 49,82
56 >50 -1.69 3.53 52,14
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Tableau 9 : suite
57 21.3 -1.32 3.90 52,37
58 1.79 -0.25 3.68 57,53
59 3.74 -0.57 3.50 57,67
60 >30 -1.47 3.09 41,09
61 >50 -1.69 3.04 45,2
62 >50 -1.69 2.76 40,14
63 >30 -1.47 3.83 51,18
64 >50 -1.69 2.23 53,25
65 >50 -1.69 3.09 68,07
66 >50 -1.69 2.62 41,5
67 200 -2.3 3.45 52,65
68 4.61 -0.66 4.55 59,61
69 4.3 -0.63 4.09 54,89
70 2.4 -0.38 5.72 73,86
71 1.5 -0.17 4.88 50,09
72 1.3 -0.11 5.00 49,78
73 0.57 0.24 4.60 51,68
74 0.11 0.95 4.55 56,75
75 0.47 0.32 4.11 52,94
76 0.58 0.23 6.65 51,56
77 2.00 -0.3 5.47 77,43
78 0.21 0.67 4.30 48,77
79 4.4 -0.64 4.49 43,07
80 22.9 -1.359 2.97 72,57
81 16.0 -1.2 3.00 71,93
82 8.7 -0.93 3.30 63,34
83 >100 -2 2.14 57,46
84 >50 -1.69 291 60,59
85 9 -0.95 6.29 57,25
86 7.2 -0.85 4.35 51,24
87 0.24 0.619 3.92 57,51
88 2.8 -0.44 1.00 60,01
89 1.7 -0.23 7.03 71,05
90 0.137 0.86 3.14 62,87
91 0.154 0.81 4.17 64,31
92 35.9 -1.55 4.48 41,96
93 6.6 -0.81 1.76 43,89
94 22.5 -1.35 4.54 55,02
95 16.4 -1.21 4.65 52,32
96 138 -2.13 5.06 53,15
97 71.4 -1.85 4.43 53,71
98 57.5 -1.75 4.17 55,18
99 84.2 -1.92 4.57 53,9
100 57.3 -1.75 3.92 54,39
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Figure V.18: corrélation entre I'activité biologique (-LoglC50) des inhibiteurs de la MetAP et
leurs Affinités données par Surflex
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Figure V.19: corrélation entre I'activité biologique (-LoglC50) des inhibiteurs de la MetAP et

leurs Fitness données par GOLD
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Conclusion

La détermination du coefficient de corrélation entre I'activité biologique et le score de
docking semble étre un bon moyen pour tester la performance des programmes utilisés dans
notre travail. Cette étude théorique confirme clairement les résultats expérimentaux et montre
gue les deux logiciels Surflex et GOLD peuvent étre utilisés sans trop risque d’erreurs, pour
simuler la formation des complexes enzyme-inhibiteurs. Nos résultats prouvent que les
programmes Surflex et GOLD réalisent un travail raisonnable dans l'arrimage et devrait

soutenir largement le processus de découverte de médicaments.

2. Etude des interactions intervenant dans l'inhibition de la 3IU7 par

diverses molécules
2.1.Interaction MetAP-Met-Ala-Ser

Pour étudier le mode d’interaction de différents inhibiteurs avec le site actif de I'enzyme
MetAP deMycobacterium tuberculosipar le docking moléculaire ; nous avons utilisé la
derniere version du programme GOLD, il permet de montrer les contacts de Van der Waals

et les liaisons hydrogéne, ces derniéres sont les plus importantes parmi les liaisons faibles.
Les acides aminés du site actif

Une étape fondamentale dans la stratégie de docking moléculaire est l'identification des
résidus d'acides aminés pouvant intervenir dans le processus de reconnaissance du ligand.
D’apreés le logiciel GOLD, les acides aminés du site actif sont :

Thr94, Tyr97, Lys98, Phel00, Cys105, Cys113, HisBisp131, Thrl33, Aspl42, Asnld4,
Phe202, Thr203, Gly204, His205, Phe211, His212, Thr236, Glu238, Trp255, GIn267,
Glu 269.

Notre démarche consiste d’abord d’étudier I'interaction avec la Met-Ala-Ser, substrat de

la cible.

La figure V.20 suivante montre le site actif de la méthionine aminopeptidase complexée
avec le substrat. Le ligand est en représentation « boules et batonnets » de différents couleurs,

et les acides aminés du site actif de 'enzyme sont représentés en « wireframe ».
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Thr133 Asp142
His212
Phe211
Tyr97
Thro4
His205 Thr236
Lys98
Met-Ala-Ser
Asp131
Phe100 P Glu269
Gly204
Asnl144
Trp255 His114
Cys105 Glu238
Thr203
Cys113 GIn267
Phe202

Figure V.20 : Docking de substrat (Met-Ala-Ser) dans le site actif de la 31U7

Le substrat Met-Ala-Ser est bien centré dans le site actif de 'enzyme. Sa chaine latérale
est entourée par les résidus Thr94, Tyr97, Phel00, Hisl114, Phe2l1l, Trp255 (la poche
hydrophobe).

L’hydroxyle établit, par I'intermédiaire de son atome d’oxygene, un pont hydrogene avec
I'un des atomes d’azote du cycle du résidu His205 (H-O. gxNg-His205 ; d = 3.035 Jet
un pont hydrogéne avec I'hydroxyle de Glu238 (H-O... gxPe-Glu238 ;: d = 2.958) Un
troisieme pont hydrogéne est formé avec le carbonyle de Aspl142 (O-H;;=C&Aspl42 ;
d = 3.011A). Le carbonyle @ du substrat forme un quatriéme pont hydrogéne avec
I'hydroxyle du résidu Aspl31l (C=O......9t0p>-Aspl3l; d = 2.864 A). Enfin, le
groupement amine de cette molécule forme un pont hydrogene avec le résidu Thr203 (N-
H...... O=C-Thr203 ; d= 2.694) schématisé sur la figure V.21.
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His205
Asp142 Mn287
0
Oxt
Mn286 N Thr203
Met-Ala-Ser
Asp131
Glu238

Figure V.21 : Représentation des liaisons hydrogéne formées par le substrat

NB : nous avons négligé quelques acides aminés de quelques figures pour la clarté des

images.

Le substrat établit plusieurs interactions Van der Waals avec les résidus Thr203, His205,
Glu238 et les ions métalliques. Dans le tableau V.10 ci-dessous nous avons résumeé les

différentes interactions :

Tableau V.10 :Les interactions de Van der Waals

Résidus Atome d’acide Atome du DistanceA

N impliqués aminé ligand

1 Thr203 Cs H 1.693
1 His205 Hs1 S 2.375
1 His205 He 0] 2.201
1 Glu238 Co H 2.369
1 Mn286 - C 2.892
1 Mn286 - Oxr 1.976
1 Mn286 - C 2.717
1 Mn286 - O 1.587
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La figure V.22 suivante visualise ces interactions :

His205
Mn287
Mn286
0 Sp
e Glu238
H
H
Thr203
Met-Ala-Ser

Figure V.22 : Représentation des interactions Van der Waals formées par le substrat
2.2.Docking des inhibiteurs de la MetAP

Le docking de 35 molécules tirées de la littérature est effectué sur la structure de la
protéine co-cristallisée avec le FCD (structure cristallographique 3I1U7). Nous avons jugé
intéressant de tester ces inhibiteurs, de comparer leurs scores (Affinité, Fitness) par rapport au
ligand initial et de proposer le meilleur inhibiteur de I'enzyme MetAP. Les résultats de

docking sont présentés dans le tableau V.11.
Tableau V.11 : Résultats de docking avec les programmes Surflex et GOLD

Le premier résultat (Affinité, Fitness) est celui du ligand de référence et les autres
correspondent aux différents inhibiteurs provenant de la littérature. Nous avons choisi cet
inhibiteur comme référence parce qu'il est le premier ligand proposé comme inhibiteur de la

MetAP de Mycobacterium tuberculosis.
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N Composés IC50 (M) Affinité (M%) Fitness
1 1 (FCD) 16 2.78 56.72
2 2 14 3.26 50.45
3 3 14 3.09 54.85
4 4 37 2.39 56.66
5 5 18 -1.50 55.78
6 6 26 6.28 59.50
7 7 (TO3) 0.58 2.08 56.15
8 8 (TO7) 0.24 3.10 57.35
9 2 8.7 3.30 57.53
10 3 7.2 3.67 54.05
11 4 6.6 1.76 43,89
12 5 >100 3.30 42.53
13 6 >100 2.50 49.76
14 7 >100 3.34 48.89
15 8 >100 2.14 57,46
16 9 >100 1.23 52.75
17 10 >100 2.08 51.71
18 12 >50 1.72 56.28
19 13 >50 291 60.59
20 14 >50 3.07 49.82
21 15 >50 3.53 52.14
22 16 >50 3.03 58.98
23 17 21.3 3.90 52,37
24 18 22.5 454 55.02
25 19 16.4 4.65 52,32
26 20 0.71 1.55 46,68
27 21 1.79 3.68 57.06
28 22 3.74 3.50 57.67
29 23 >30 3.09 41.09
30 24 >50 3.04 45.20
31 25 >50 2.76 40.14
32 26 >30 3.83 51.18
33 27 >50 2.23 53.25
34 28 >50 3.09 68.07
35 29 >50 2.62 41.50

Parmi les complexes qui figurent dans le tableau V.11, nous avons retenu les meilleurs
résultats uniguement. C'est-a-dire ceux qui présentent une activité inhibitrice non négligeable
sur la MetAP (IC50 inférieure a celle du ligand initial), avec un meilleur score de docking

(Affinité et Fitness supérieures a celles du ligand de référence).
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Tableau V.12 : Résultats obtenus par Surflex

COMpPOSES log-0 crash polar
N
8 TO7 3.10 1.59 2.34
9 2 3.30 1.26 0.85
27 21 3.68 3.76 0.00
28 22 3.50 0.46 0.00

- Log-0 est la meilleure solution parmi les dix qui sont données, par défaut, par le logiciel.
log-0 représente I'affinité.
- La deuxieme valeur ou crash, correspond au degré de pénétration inappropriée du ligand

dans la protéine.
- La derniere valeur, désignée par polar, correspond au niveau de contribution des interactions

polaires.

Tableau V.13 : Résultats obtenus par GOLD

COmMposes Fitness S (hb_ex}t)S (vdw_ext)| S (hb_int) S (int)
TO7 57.35 21.41 30.04 0.00 -5.36
2 57.53 13.70 32.01 0.00 -0.18
27 21 57.07 11.30 34.61 0.00 -1.82
28 22 57.67 12.68 34.67 0.00 -2.69

2.3.Regle de Lipinski

Avant d’entamer I'étude des interactions entre 'enzyme MetAP et les 4 composés, il est
nécessaire d’évaluer les parametres permettant leur validation comme antibiotiques (tableau
V.14). Ces indices ont été calculés dans le cadre du code « Molinspiration » [92]. Elle permet
de dessiner des molécules et de calculer les propriétés moléculaires importantes (logP, la
surface polaire, le nombre de donneurs et accepteurs de liaison hydrogéne...etc) directement

sur une page internet.
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Tableau V.14 : Critéres de la régle de Lipingkiur les différents inhibiteurs

N Composés PM nOH,NH nO,N ClogP nrotb
8 TO7 275.164 3 4 2.992 3
2 475.498 0 5 5.331 1
27 21 378.33 0 4 5.359 4
28 22 302.688 0 3 4.119 2

PM : poids moléculaire ;

nNOH,NH : nombre de donneurs de liaisons H ;
nO,N : nombre d’accepteurs de liaisons H ;
clogP : logP ou coefficient de partition calculé ;

nrotb : liaisons rotables.

Nous constatons que presque tous les inhibiteurs étudiés répondent a la régle de 5 de
Lipinski, avec I'absence de donneurs de liaisons H pour les molécules 2, 21 et 22. Les

composes 2 et 21 présentent un coefficient de partage supérieur a 5.

Cependant, d’autres criteres sont pris empte dans la sélection de molécules

potentiellement candidates (tableau V.15).

Tableau V.15 : Autres criteres

N Composés Nombre Chaines Nombre Nombre | Nombre

d’halogénes| alkyles de cycles | d'atome | d’atome

d’'oxygene| d’azote
8 TO7 2 0 2 0 4
9 2 5 0 4 4 0
27 21 2 0 4 4 0
28 22 2 0 3 3 0

Les résultats du tableau V.15 montrent que les 4 molécules étudiées s’inscrivent

parfaitement dans la marge de ces criteres.

Les résultats énergétiques et structuraux concernant le docking des structures étudiées
(TO7, 2, 21 et 22) dans le site actif de la MetAP ont permis d’obtenir les informations

souhaitées concernant le mode d’interaction spécifique de ces inhibiteurs.

Les résultats sont illustrés sur les figures ci-dessous :
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2.4.Interaction des 4 ligands choisis

Tous les inhibiteurs de la MetAP M#ycobacterium tuberculosipubliés a ce jour,
possedent une fonction a une des extrémités de leur molécule qui peut se lier aux ions

métalliques de I'enzyme pour former un chélate.

2.4.1 Interaction : 3IU7-TO7

Parmi les inhibiteurs étudiés, la molécule TO7 présente un score élevé avec lI'enzyme
MetAP (Affinité=3.10 M*, Fitness=57.35). Il y a une corrélation hautement significative

entre son énergie d’interaction et son effet inhibiteur indiqué par un IC50=0.24uM.

L’analyse visuelle montre que l'inhibiteur TO7 est stabilisé par la formation de deux
ponts hydrogéne (représentés en vert) avec les résidus His212 et Aspl31. La figure V.23
montre que I'azote Ndu ligand établit un pont hydrogéne avec I'hydroxyle du résidu Asp131,
par l'intermédiaire de son atome d’oxygéne; (N... Hp»-Op,-Asp131; d = 2.92%). Le
groupement Nk du ligand établit une liaison hydrogéne avec I'un des atomes d’azote du
cycle du résidu His212 @\H....... NerHis212 : d = 2.946 R

His212

TO7 N,

Asp131

Figure V.23 : Représentation des liaisons hydrogene formées par le composé TO7
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Les liaisons hydrogene ne sont pas seules responsables dans l'interaction de la MetAP

avec le ligand. Le rble des interactions de Van der Waals est aussi important dans
I'explication du mode d’interaction de la MetAP, comme traduit sur le tableau V.16 et la
figure V.24.

Tableau V.16 Les interactions de Van der Waals

N Résidus Atome d’acide Atome du DistanceA
impliqués aminé ligand
1 Lys98 Hp> CL, 2.299
1 Mn286 - N, 2.679
1 Mn286 - N4 2.113
1 Mn287 - N, 2.189
1 Mn287 - Cs 2.873
1 Mn287 - N3 2.970
1 Mn287 - H 2.420
Lys98
CL
2 N3 H
Cs
Mn287
TO7
N:
N4
Mn286

Figure V.24 : Représentation des interactions Van der Waals formées par le composé TO7
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2.4.2 Interaction : 31U7-inhibiteur 2

Concernant le complexe MetAP- inhibiteur 2, le ligand a formé une liaison hydrogene et

plusieurs interactions Van der Waals.

La seule liaison hydrogéne formée est d’une distance de2@@Be C=0 du ligand et

I'un des atomes d'azote du cycle du résidu His205 (figure V.25).

Inhibiteur2

His205

Figure V.25 : Représentation de la liaison hydrogene formée par I'inhibiteur2

Dans le tableau suivant nous avons résum@dees d’atomes interagissant dans les

différentes interactions Van der Waals:
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Tableau V.17 : Représentation des interactions Van der Waals

N Résidus Atome d’acide| Atome du DistanceA
impliqués aminé ligand
1 Glu238 Co CL 2.924
1 His212 G2 O 2.526
1 His212 Hho O 1.914
1 Thr203 Q1 C 2.654
1 Phe202 K. O 2.123
1 Mn286 - O 2.879
1 Mn287 - O 2.229
1 Mn287 - C 3.192
1 Mn287 - CL 3.092

La figure V.26 suivante visualise ces interactions :

His212
Inhibiteur2
C
(0]
(0]
Thr203
C
CL (0]
Mn287
Phe202
Mn286
Glu238

Figure V.26: Représentation des interactions Van der Waals formées par I'inhibiteur2
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2.4.3Interaction : 31U7-inhibiteur 21

La figure V.27 montre que I'inhibiteur 21 péneétre bien dans le site actif de 'enzyme, en
formant une seule liaison hydrogene avec le résidu His2@50¢C. ....Heg-Ngx-His205 ; d =
2.3354.

Inhibiteur21

His205

0:

Figure V.27 : Représentation de liaison hydrogéne formée par I'inhibiteur21

Les interactions de type Van der Waals ofgsey lors de I'interaction de la molécule 21

avec le site actif de 'enzyme, représentées dans le tableau V.18 et la figure V.28 ci-dessous:



CHAPITRE V Résultats et discussions

Tableau V.18 :Les interactions de Van der Waals

N Résidus Atome d’acide Atome du DistanceA
impliqués aminé ligand
1 Lys98 Hzs F> 2.115
1 Aspl3l eV Hq 2.209
1 Thr203 H Cis 2.379
1 Thr203 H Cis 2.327
1 His205 G Hs 2.396
1 Mn286 - Hq 1.747
1 Mn286 - Ci 2.808
1 Mn286 - 0O, 3.009
1 Mn287 - O, 1.710
1 Mn287 - C,; 2.846
F2 Lys98
Inhibiteur21
C13
Ci6
Thr203

His205 Mn287 ¢

C
0: Mn286
H1

Asp131

Figure V.28 : Représentation des interactions Van der Waals formées par I'inhibiteur21
2.4 .4 Interaction : 3IU7-inhibiteur 22

L’inhibiteur 22 établit un seul pont hydrogéne avec I'acide aminé Cys105 (figure V.29).
Ce ligand est engagé par I'un de ces atomes d’oxygene dans une liaison avec le groupement
SH du résidu Cys105 (O...d5¢-Cys105; d = 3.108 &
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Inhibiteur22

Mn286

03

Mn287

Cys105

Figure V.29 : Représentation de liaison hydrogéne formée par le composé 22
Les interactions Van der Waals sont résumées dans le tableau V.19 et la figure V.30 ci-

dessous :
Tableau V.19 :Les interactions de Van der Waals

N Résidus Atome d’acide| Atome du DistanceA
impliqués aminé ligand
1 Tyr97 Hoo Hsg 1.877
1 Phel00 H> F 1.923
1 Phel00 H1 F1 1.933
1 Phel00 G1 F1 2.552
1 Phel00 ©1 Ciz 2.789
1 Cy3105 2 Cu 2.943
1 Cys105 3 Hs 2.496
1 His114 N2 O, 2.465
1 His212 N2 Cs 2.709
1 His212 N Cs 2.735
1 Trp255 G2 F 2.354
1 Trp255 Czs F1 2.172
1 Mn286 - O 2.089
1 Mn286 - Cuwo 2.989
1 Mn286 - CL; 2.660
1 Mn287 - Hy 2.063
1 Mn287 - Cs 3.080
1 Mn287 - O 2.408
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Trp255
Tyro7
F1 Hs His112
C13 Inhibiteur22
(0]
C11 : Cs
Phe100 Hs (03
Ha4
C1o
His114 CL1 01
Mn287
Mn286
Cys105

Figure V.30: Représentation des interactions Van der Waals formées par I'inhibiteur22

Parmi les 4 composés étudiés, le composé TO7 forme le complexe protéine-ligand le
plus stable ; il présente donc le meilleur effet inhibiteur. En plus, ce composé posséde toutes
les conditions requises pour étre un excellent candidat comme médicament, en particulier un
faible poids moléculaire et un logP égal a 2.992.

2.5. Inhibition de la MetAP de Mycobacterium tuberculosispar les dérivés du
Bengamide

2.5.1Docking des dérivés du Bengamide

Le docking de 4 molécules tirées de la PDB est effectué sur la structure
cristallographique 3I1U7. Les valeurs de l'affinité et de fitness sont présentées dans les
tableaux suivants :

Tableau V.20 : Résultats obtenus par Surflex

N Composés Code log-0 crash polar
1 Y02 3PKA 5.73 -4.97 4.42

2 Y16 3PKB 4.22 -2.85 3.56
3 Y08 3PKC 4.86 -4.95 5.01
4 Y10 3PKD 2.77 -6.58 4.85
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Tableau V.21 : Résultats obtenus par GOLD

N Composés Fitness S (hb_exp)S (vdw_ext)| S (hb_int) S (int)

1 Y02 77.11 12.05 47.90 0.00 -0.80
2 Y16 61.23 15.94 36.09 0.00 -4.34
3 Y08 75.90 11.30 47.24 0.00 -0.35

4 Y10 63.02 12.30 47.21 0.00 -14.19

Le meilleur résultat, pour les 2 programmes, est obtenu par les composés 1(Y02) et 3
(Y08) qui présentent les plus fortes affinités (5.73,M.86 M%) et fitness (77.11, 75.90)

respectivement.

Tableau V.22 : Critéres de la régle de Lipingkiur les différents inhibiteurs

N Composés PM nOH,NH nO,N ClogP nrotb
1 Y02 423.55 4 6 2.997 11
2 Y16 318.37 S 6 -1.155 9
3 Y08 426.554 4 6 1.107 10
4 Y10 375.509 4 5 3.329 8

Les résultats du tableau V.22 montrent que les 4 molécules utilisées dans cette étude
répondent a la regle dépinski. En plus, les composés Y02 et YO8 représentent les meilleurs
inhibiteurs avec un coefficient de partage égal a 2.997 pour le premier et 1.107 pour le

second.

2.5.2 Etude des interactions avec la 31U7

Nous avons choisi, parmi les composés qui figurent dans le tableau V.20 et V.21 ceux
qui présentent une activité inhibitrice non négligeable sur la MetARIylmbacterium
tuberculosis. Ces composés sont : YO2 et Y08.

2.5.2.1.Interaction : 3IU7-Y02

Le composé Y02 présente les meilleurs scores avec I'enzyme MetAP (Affinité =5.73
M™, Fitness = 77.11). Trois liaisons hydrogéne sont observées dans le cas de la molécule Y02
(figure V.31), il s’agit des liaisons de type :
N-H......... C=0-Thr203 otid = 2,149 A
OxH......... Co=Og1-Glu238 ot d = 2,627 A
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H-Oi......... Hp2-Op2-Asp131 oul d = 2,696A
Y02
N 02
Thr203
Glu238

Asp131

Figure V.31 : Représentation des liaisons hydrogene formées par le composé Y02

Des interactions Van der Waals ont été observées lors de l'interaction de la molécule
Y02 avec le site actif de 'enzyme MetAP (tableau V.23 et figure V.32).

Tableau V.23 : Représentation des interactions Van der Waals

Atome
Résidus d’acide Atome du ligand DistanceA

N impliqués aminé
1 Tyr97 Hoz H 1.867
1 Phel00 G H 2.337
1 Cys105 3 H 2.447
1 His114 G2 H 2.162
1 His212 Neo H 1.994
1 His212 G2 H 2.207
1 Mn286 - O 2.824
1 Mn286 - H 2.524
1 Mn286 - 0O, 2.775
1 Mn287 - H 2.442
1 Mn287 - 0O 2.105
1 Mn287 - Cos 3.102
1 Mn287 - H 2.602




CHAPITRE V Résultats et discussions

Figure V.32: Représentation des interactions Van der Waals
2.5.2.2.Interaction : 3IU7-Y08

L’'analyse visuelle montre que l'inhibiteur YO8 établit trois ponts hydrogéne avec les
résidus : Aspl31, His212 et Glu238 (figure V.33).

La fonction carboxylique est engagée dans une liaison hydrogéne avec le résidu Glu238
(C11=0x...... HerOe-Glu238 ; d=2.897 A). L’hydroxyle en position 2 établit, par
I'intermédiaire de son atome d’oxygéne, un pont hydrogéne avec I'un des atomes d’azote du
cycle du résidu His212 (€H...... Nex-His212 ; d = 2.62%). Un autre pont hydrogéne d’'une
distance de 2.75I1A est formé entre I'hydroxyle en position 3 et le désiAsp131
(Os-H...... Op2-Hp2-Asp131).
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His212

Asp131
o, Y08

Glu238

Figure V.33 : Représentation des liaisons hydrogene

Les interactions Van der Waals sont réesumées dans le tableau V.24 et la figure V.34 ci-

dessous :

Tableau V.24 :Les interactions de Van der Waals

Atome
N Résidus d’acide Atome du ligand DistanceA
impliqués aminé
1 Tyr97 Hoz H 1.837
1 Cys105 3 H 2.497
1 His114 Go H 2.342
1 His114 N:» H 2.224
1 Phe211 H H 1.824
1 His212 G2 H 2.297
1 His212 N2 H 1.547
1 Mn286 - O3 1.867
1 Mn286 - H 2.262
1 Mn287 - 0O, 2.910
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Phe211

Tyr97
His212

02 H Y08
O3

Cys105 Mn286 Mn287

His114

Figure V.34 : Représentation des interactions Van der Waals

L’inhibition de la MetAP d&lycobacterium tuberculosigar les dérivés du Bengamide
a été testée par des études de docking moléculaire dans le site de liaison de I'enzyme MetAP.
Parmi les quatre composés utilisés dans cette étude, le composé Y02 forme le complexe
protéine-ligand le plus stable ; il présente donc le meilleur effet inhibiteur avec une affinité de

5.73 M*, une fitness de 77.11 et un ensemble de 3 liaisons H établies avec I'enzyme.
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Le but principal de ce travail a été de tester les performances de certains programmes
d’arrimage moléculaire qui permettent de simuler les interactions entre protéines et ligands.
Pour étudier ces interactions, nous avons choisi deux programmes de docking moléculaire:
Surflex, qui utilise une méthode incrémentielle et GOLD, qui utilise un algorithme génétique.
Ces programmes ont été développés pour aider a la mise au point de molécules a activité
thérapeutique. Il s’agit de calculs entre des composés de petit poids moléculaire (inhibiteurs)

et des récepteurs protéiques de types enzymatiques.

Dans ce contexte, nous avons utilisé ces programmes pour étudier les interactions
intervenant dans l'inhibition de la méthionine aminopeptidase par divers inhibiteurs. Cette
derniere est une cible thérapeutique potentielle lors de linfectionMyabbacterium

tuberculosis.

Dans la premiére partie de notre travail nous avons testé les deux programmes Surflex et
GOLD selon deux criteres: le RMSD entre le mode d'interaction prédit et la structure
cristalline et le coefficient de corrélation entre l'activité biologique (IC50) des molécules
étudiées (provenant de la littérature) et le score de docking moléculaire (Affinité pour Surflex
et Fitness pour GOLD). Les deux programmes, Surflex et GOLD, peuvent étre considérés
suffisamment performants puisqu’ils reproduisent assez bien les résultats expérimentaux avec
plus de 66 % des valeurs de RMSD inférieures & gur le premier et 79.16 % pour le
second. De plus, une corrélation positive entre les deux parametres analysés avec r = 0.76 et

r = 0.64 respectivement.

Dans la deuxieme partie de ce travail nous avons essayé de contribuer d'une part, a la
compréhension des mécanismes fondamentaux de la liaison entre une cible protéique et son
ligand et, d'autre part, a la recherche d’agents thérapeutiques potentiels par docking

moléculaire.

Pour cela, nous avons étudié I'inhibition de la MetAP par diverses molécules provenant
de la littérature et aussi visualisé les liaisons qu’elles impliquent avec le site actif de cette
enzyme. Les résultats sont, en général, similaires pour les deux programmes surflex et GOLD.
La premiére étude a montré que le composé TO7 (Affinité=3:10Aithess=57.35) posséde

le meilleur effet inhibiteur de 'enzyme MetAP. La seconde étude a permis d’identifier les



CONCLUSION

dérivés du Bengamide comme de nouveaux inhibiteurs de faible poids moléculaire de la
31U7, notamment le composé Y02 (Affinité=5.73MFitness=77.11).

Enfin, il est important de noter que les différents inhibiteurs de la méthionine
aminopeptidase testés par cette étude sont, en général, conformes aux criteres imposeés par la

regle de Lipinski

Pour conclure, au vu des résultats obtenus dans ce travail, qui consiste en I'élucidation
de l'inhibition de la MetAP par les méthodes de modélisation moléculaire dans le but de
découvrir de nouveaux antituberculeux, nous proposons les composés TO7 et YO2 comme

nouveaux inhibiteurs potentiels de I'enzyme.
Ce travail n'est cependant pas encore terminé, les prochaines étapes consisteront :

- A utiliser d'autres programmes de docking moléculaire, parmi les plus récents et les
plus performants, pour tester tous les inhibiteurs de la MetAP étudiés jusqu’a présent
afin de proposer les meilleurs.

- A tester I'activité de la méthionine aminopeptidase avec plusieurs métaux bivalents, y
compris Co (1), Mn(ll), Fe(ll) et Ni(ll) pour trouver le meilleur activateur de cette
enzyme.

- A proposer des substitutions dans le but de découvrir de nouveaux inhibiteurs plus
efficaces de la MetAP.

- Enfin une étude expérimentalevitro et/ouin vivo devra permettre de vérifier ensuite

les résultats théoriques obtenus in silico.
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Annexe 1 : Liste de 144 complexes utilisés pour tester les deux programmes de docking

ANNEXES

avec le RMSD
Surflex-dock GOLD

Numéro| Code | Final-0| Crash Self | RMSD Fitness RMSD
1 1B6A 2.10 -6.64 -3.25 3.917 61.96 1.17
2 1B59 -0.12 -5.37 -1.49 2.254 51.43 0.87
3 1BOA 3.58 -3.61 -2.12 1.935 57.79 0.88
4 1R5G 6.47 -4.65 -3.18 1.790 68.66 1.82
5 1R5H 9.55 -1.84 -0.86 1.565 70.36 0.76
6 1R58 6.44 -1.26 -0.98 2.566 69.36 3.19
7 1XNZ 2.52 -1.11 -0.14 2.230 61.98 1.69
8 1YVM 3.43 -0.90 -0.10 3.308 47.47 3.31
9 1YW7 2.64 -1.65 -0.51 3.018 66.79 3.60
10 1Yws8 4.44 -0.34 -0.06 1.889 73.78 6.23
11 1YW9 4.69 -1.59 -0.41 0.938 71.17 2.81
12 2ADU 3.37 -0.61 0.00 2.390 44.65 2.13
13 2BB7 2.31 -1.36 -0.04 3.738 49.96 5.24
14 2EVC 2.70 -0.65 -0.03 1.623 60.86 1.64
15 2GG0 451 -2.07 -1.27 2.054 62.74 1.09
16 2GG8 5.25 -3.73 -1.98 2.229 74.54 1.17
17 2GG9 7.06 -4.44 -3.12 2.583 78.96 0.66
18 2GGB 4.02 -2.63 -1.15 2.991 64.89 3.70
19 2NQ6 2.00 -2.70 -1.06 3.171 52.33 0.88
20 2P98 2.91 -0.39 0.00 1.492 66.00 0.49
21 2EVO 2.59 -0.91 -0.45 2.951 43.77 2.24
22 3KED 4.28 -2.01 -0.34 1.636 70.82 2.74
23 2RIP 8.46 -0.98 -0.19 0.722 59.00 0.36
24 3CHR 10.08 -2.13 -0.72 1.550 77.58 1.17
25 3C43 9.41 -2.62 -1.60 0.613 76.52 1.23
26 3D4L 11.17 -1.13 -0.62 0.372 68.90 1.84
27 3KWF 10.02 -1.07 -0.41 0.475 70.22 0.83
28 3F8S 5.24 -2.55 -0.73 0.798 62.97 0.99
29 3B7R 7.42 -3.86 -1.39 1.269 109.00 0.60
30 3B7U 5.44 -1.17 -0.63 1.435 67.29 0.65
31 20Q92 2.34 -0.66 -0.19 3.405 60.98 1.71
32 20Q93 3.54 -0.75 -0.29 1.856 60.62 2.03
33 2Q94 1.85 -1.89 -0.16 3.903 61.50 1.66
34 20Q95 2.63 -0.72 -0.18 3.611 54.82 2.03
35 2096 3.28 -1.28 -0.15 2.581 60.82 0.31
36 3D27 3.11 -1.01 -0.12 3.154 74.85 0.62
37 31U7 2.78 -0.77 -0.04 3.107 56.67 1.85
38 31U8 2.31 -0.28 -0.10 4.023 56.04 0.32
39 31U9 3.85 -1.94 -0.56 0.757 58.69 0.50
40 2AI17 4.09 -0.65 -0.24 1.660 44.43 1.45
41 33U 7.68 -2.54 -1.15 0.882 66.10 0.55
42 3FMR 3.78 -4.37 -2.46 0.736 60.11 0.78
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43 1BS4 1.78 -2.90 -2.45 4.069 63.89 3.33
44 1BSK 5.76 -3.18 -1.71 2.134 86.05 0.898
45 1BSZ 2.65 -2.51 -2.05 2.171 67.04 3.04
46 1G2A 5.91 -3.86 -1.93 1.385 60.24 0.68
47 1G27 2.40 -2.12 -1.45 2.655 64.42 0.47
48 1ICJ 4.25 -3.23 -2.80 2.029 60.91 3.54
49 1IX1 4.22 -3.69 -1.04 2.040 77.79 1.00
50 1RL4 6.88 -1.14 -0.49 0.999 59.86 7.67
51 1817 2.69 -1.92 -0.58 2.173 49.49 0.68
52 2EVM 2.29 -0.83 -0.16 3.417 64.21 1.64
53 2AIE 3.42 -1.26 -0.40 2.085 47.72 1.44
54 2EWS 6.42 -1.10 -0.18 1.402 66.40 1.19
55 2EW6 6.20 -0.98 -0.45 5.015 62.22 0.39
56 2W3U 4.66 -0.15 0.00 2.095 20.51 1.03
57 2P9%A 1.86 -0.24 -0.12 4.631 54.78 3.66
58 1C23 4.42 -1.26 -0.90 3.530 72.91 0.90
59 1C27 5.12 -0.94 -0.61 3.220 67.74 0.77
60 1CP6 2.82 -0.19 -0.02 2.091 47.39 2.37
61 1FT7 3.40 -1.46 -1.05 1.536 71.47 1.67
62 1KQO 5.50 -0.58 -0.51 1.966 55.96 1.58
63 1KQ9 5.42 -1.32 -0.59 2.538 17.89 2.11
64 1LOK 4.96 -0.89 -0.59 1.623 55.84 1.01
65 1MT3 3.71 -2.37 -1.51 2.634 42.93 1.54
66 1MUO 1.90 -3.82 -0.98 0.955 44.21 1.25
67 1TKF 5.80 -0.89 -0.41 1.646 68.75 0.93
68 1TKH 3.79 -1.18 -0.18 2.332 31.83 3.50
69 2GG2 4.87 -1.43 -0.01 3.238 56.69 0.42
70 2GG3 4.33 -0.65 -0.03 3.514 43.06 2.42
71 1X28B 5.82 -0.84 -0.40 1.582 50.80 1.16
72 2GG7 3.78 -1.51 -0.12 2.966 70.06 6.50
73 1XBU 3.63 -1.66 -0.60 3.501 71.93 1.34
74 1XRL 3.26 -4.04 -1.45 2.502 37.42 0.93
75 1XRY 6.64 -2.17 -1.10 1.452 95.80 0.34
76 1YJ3 4.36 -1.07 -0.42 3.617 20.71 7.61
77 2B3H 2.22 -0.19 -0.02 1.119 26.79 5.17
78 2GG5 2.92 -0.86 -0.18 3.161 46.19 1.08
79 2B3L 3.94 -0.06 0.00 0.882 29.55 3.09
80 2DQM 9.64 -2.15 -1.11 0.767 86.39 1.11
81 2EK8 2.47 -1.15 -0.06 2.088 21.17 6.38
82 2EK9 6.46 -3.67 -2.17 0.729 93.45 1.14
83 3D44 2.66 -0.39 -0.12 1.426 24.38 1.91
84 3FMM 6.72 -0.90 -0.32 0.483 74.29 0.53
85 3FHR 7.78 -1.55 -0.15 0.339 72.06 0.52
86 2GUS 3.74 -1.02 -0.61 3.091 68.04 1.46
87 2GU6 5.59 -1.20 -1.05 1.451 62.81 1.18
88 3FDG 4.05 -0.15 -0.08 1.774 62.65 1.54
89 2HPT 9.42 -2.18 -1.23 0.936 91.00 0.99
90 2PRQ 4.25 -3.59 -1.35 1.763 54.64 2.03
91 3GC7 7.18 -2.20 -1.85 1.016 75.72 0.67
92 3GC8 7.25 -2.90 -1.34 0.651 83.87 0.57
93 270Q 6.32 -0.94 -0.30 0.851 50.29 0.54
94 3B3V 2.06 -1.74 -0.94 1.952 8.60 2.94
95 2WIH 8.31 -1.24 -0.12 0.409 83.43 0.55
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96 3HVC 6.75 -0.41 0.00 0.708 49.33 0.44
97 3EBH 10.08 -3.07 -1.54 0.807 91.35 0.46
98 3EBI 7.35 -2.60 -0.96 0.782 102.46 1.49
99 3GCQ 6.42 -4.86 -2.03 1.286 99.19 0.46
100 3FMQ 2.57 -3.64 -2.69 1.264 58.23 0.98
101 1BSJ 6.34 -3.33 -1.72 1.449 78.74 0.84
102 3GCS 6.29 -2.30 -0.56 1.822 85.15 0.27
103 3GCU 14.12 -2.47 -0.88 0.580 101.06 0.39
104 1LRY 4.07 -3.68 -1.61 0.773 81.54 1.59
105 3HL7 4.99 -1.40 -0.85 0.835 64.33 1.07
106 1LQY 4.33 -4.44 -1.59 1.179 68.60 0.57
107 IN5N 1.73 -1.08 -0.93 1.893 24.11 1.30
108 3M2W 8.12 -0.49 -0.12 0.449 78.98 0.64
109 1877 4.09 -1.94 -0.80 1.099 71.54 1.37
110 1VEV 7.28 -1.23 -0.38 0.816 66.25 0.53
111 3HV6 11.02 -2.88 -2.08 0.636 84.81 0.67
112 1VEY 4.95 -3.16 -0.60 1.876 82.94 1.55
113 3MBL 4.09 -2.16 -0.53 1.123 62.87 1.13
114 3MH3 5.83 -2.14 -1.56 0.734 68.36 0.42
115 20S3 6.12 -3.46 -1.59 1.906 59.44 1.83
116 3HRB 5.91 -1.07 -0.32 0.783 57.64 1.36
117 3G5K 4.64 -2.22 -1.37 0.452 129.43 1.72
118 3K6L 5.82 -3.60 -2.35 1.688 66.76 0.45
119 20KL 5.35 -2.85 -1.04 1.060 79.55 1.23
120 2WAJ 5.43 -0.46 -0.06 1.372 64.01 0.31
121 3GCP 10.60 -0.68 -0.18 0.877 79.54 0.76
122 3EIO 6.02 -2.56 -1.66 0.682 57.31 1.35
123 3CCC 4.04 -2.25 -1.02 0.955 71.51 0.84
124 27372 3.85 -4.71 -2.11 1.242 50.98 1.16
125 2FJP 10.46 -1.77 -0.68 0.405 76.69 0.45
126 20T9 7.68 -2.62 -1.56 0.895 71.71 0.37
127 2BUA 3.29 -0.84 -0.51 0.732 59.11 0.56
128 2JID 6.20 -2.38 -1.21 0.576 45.63 1.09
129 20PH 7.10 -3.28 -2.72 0.804 64.41 1.27
130 21V 4.58 -1.37 -1.38 0.697 57.78 0.44
131 3L8X 8.28 -0.86 -0.18 0.898 72.68 0.51
132 3NNU 10.71 -1.71 -0.86 0.689 96.33 0.45
133 30BJ 8.39 -1.12 -0.78 0.364 63.32 0.64
134 2BUB 7.24 -2.18 -1.04 1.871 56.92 6.58
135 2178 6.50 -1.93 -0.78 1.297 60.80 0.89
136 3NEW 6.10 -0.98 -0.36 0.484 60.51 0.57
137 2G5T 2.84 -5.77 -0.77 1.212 63.27 1.47
138 3L03 5.26 -1.85 -0.31 1.073 70.52 0.44
139 1X70 4.59 -3.52 -2.08 0.940 56.85 0.92
140 2GBG 4.01 -6.01 -0.67 0.883 44.41 1.15
141 2GBI 4.81 -1.59 -0.59 1.009 63.23 0.66
142 2HHA 8.09 -1.72 -0.50| 1.050 69.22 0.72
143 213Z 7.97 -0.78 -0.38 0.783 61.75 1.03
144 20TB 8.29 -3.26 -1.71 0.851 61.90 0.54
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Annexe 2 : Liste des 100 inhibiteurs de la MetAP avec IC50 (uUM)
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Annexe 3 : Exemple de résultat obtenu par le logiciel surflex
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RESUME

TITLE: Theoretical study of the interactions involved in the inhibition of

Mycobacterium tuberculosisnethionine aminopeptidase by several

molecules

Abstract

With the development of computer tools in the past 20 years, molecular modeling and

more precisely the molecular docking has quickly entered the area of biological research.

Two programs of molecular docking, Surflex and GOLD, have been developed to assist
in the development of molecules with therapeutic activity. With the RMSD values lower than
2 A and the coefficient of correlation close to 1, tleefprmances of the Surflex and GOLD
softwares are clearly proven and perfectly adapted to the different molecular structures used
in this study. They have been used to study the inhibition of 3IU7, a methionine
aminopeptidase belonging dMycobacterium tuberculosidy various molecules of ligands
from the literature aimed to find new anti-tuberculosis drugs. The evaluation of the affinity
and the energy of interaction of these molecules made it possible to release those presenting
the best inhibiting effect, in accordance with IC50 values obtained from the literature. It is the
compound TO7, which the values of fithess and affinity are respectively of 57.35 and 3.10
M™. The study ofMycobacterium tuberculosisletAP inhibition by Bengamide derivatives
allowed to identify new potential candidate with low molecular weight: The compound YO02.
The values of affinity and fithess are respectively of 5.73avid 77.11. The interactions

responsible for the stability of the various complexes are Van der Waals and hydrogen bonds

type.

Keywords: Protein-ligand interactions, molecular docking, Surflex, GOLD, RMSD, the

coefficient of correlation, methionine aminopeptidase.
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Theme : Etude théorique des interactions intervenant dans l'inhibition de la

méthionine aminopeptidase deMycobacterium tuberculosipar diverses

molécules.

Résumé

Avec le développement des outils informatiques dans les 20 derniéres années, la modélisation
moléculaire et plus précisément le docking moléculaire (arrimage moléculaire) a tres vite

pénétré le domaine de la recherche en biologie.

Les deux programmes d’arrimage moléculaire, Surflex et GOLD, ont été développés pour
aider a la mise au point de molécules a activité thérapeutique. Avec des valeurs du RMSD
inférieures & 2 et du coefficient de corrélation se rapprochantiidies performances des
logiciels Surflex et GOLD sont nettement avérées et s’adaptent parfaitement aux différentes
structures moléculaires retenues dans cette étude. lls ont été utilisés pour étudier l'inhibition
de la 3IU7, une méthionine aminopeptidase appartendhtcabacterium tuberculosigpar
diverses molécules provenant de la littérature dans le but de découvrir de nouveaux
antituberculeux. L’évaluation de l'affinité et de [I'énergie d’interaction de ces molécules a
permis de dégager celles présentant le meilleur effet inhibiteur, en accord avec les valeurs des
IC50 obtenues a partir de la littérature. Il s’agit du composé TO7, dont les valeurs de la
fitness et de I'affinité sont respectivement de 57.35 et 3.10Lk&tude de I'inhibition de la
MetAP par les dérivés du Bengamide a permis d’identifier un nouveau candidat potentiel de
faible poids moléculaire : le composé Y02. Les valeurs de son affinité et de fithess sont
respectivement de 5.73 Mt 77.11. Les interactions responsables de la stabilité des différents

complexes sont de type Van der Waals et liaisons hydrogéne.

Mots clés : Interaction protéine-ligand, docking moléculaire, Surflex, GOLD, RMSD, le

coefficient de corrélation, la méthionine aminopeptidase.
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