%

D
"N
Rdd

UNIVERSITE
DE BISKRA

Université Mohamed Khider de Biskra
Faculté des Sciences Exactes et des Sciences de la Nature et de la Vie
Département des Sciences de la Matiére

MEMOIRE DE MASTER

Domaine des Sciences de la Matiére
Filiere de Chimie
Spécialité Chimie Pharmaceutique

Réf. : Entrez la référence du document

Présenté et soutenu par:

ROUABEH AMRA INES YAGOUB OUM HANI

Le: 24-Jun -2021

Modelisation moléculaire pour la
découverte de nouveaux inhibiteurs de

caspase-3.

Jury:

Dr MEKLID Abdelhak MCA  Université Mohamed Khider de Président

Biskra

Dr OUASSAF Mebarka MCA  Université Mohamed Khider de Rapporteuse

Biskra

Dr KENOUCHE Samir MCA  Université Mohamed Khider de Examinatrice

Biskra

Année universitaire : 2020/2021.



Remerciement

Tout d’aborde, nous tenons a remercier Dieu Tout-Puissant qui nous a donné la force

de faire ce travail.

Nous remercions chaleureusement notre encadreur Dr Mebarka Ouassaf, pour nous
avoir donné I’opportunité de terminer ce mémoire de master en guidant et
I’encourageant tout au long de la réalisation de ce travail.

Nous sincéres remerciements aux membres du jury Dr Meklid Abdelhak et Dr
Kenouche Samir d’avoir accepté d’évaluer ce travail.

Enfin, nous remercions tous ceux qui nous ont aidé de prés ou de loin a faire de ce

travail un succes.



Dédicace

Je dédie ce mémoire a:

A mes chers parents qui ont toujours ét¢ la pour moi et qui m’ont donné un merveilleux
exemple de travail acharné et de persévérance. J’espére qu’ils trouveront dans ce travail

toute ma gratitude et tout mon amour.
A mes chers fréres Badr Eddine, Mohamed, Zarzour, Imad, Seyf Eddine.
A I’ame pure de ma tante, que dieu lui fasse miséricorde.
A mon oncle, sa femme et ses enfants Mohamed AlTaher, Ghazali, Anis.
A ma famille élargie : mes oncles tantes et oncles.

A mes amis les plus chers Amina Ferdous, Asma, Mayada, Salima, Khadija, Nour Al
Huda, Moufida.

Sans oublier ma chere compagne Rouabeh Amra Ines pour son soutien moral, sa patience

et de compréhension tout au long de ce travail.

OUM HANI YAGOUB



Dédicaces

Je dédie ce modeste travail :

- Ma meére, la perle rare, la flamme de ma vie pour sa tendresse infinie et ses
sacrifices.

Mon pére, pour son amour, son soutien et ses en courage dans les moments les plus
difficiles.

- A toute ma famille et toutes mes sceurs et mes Freéres.
-A tous mes amis : Amina Ferdous , Zeneb, Mofida , Asma , Ikram, Sara,Naredjes .
- A mon cher binbme YAGOUB Oum Hani.

-A toute personne ayant participé de prés ou de loin a la réalisation de ce mémoire.

ROUABEH Amra Ines.



Sommaire



Sommaire

LiSte deS FIQUIES . ... oo

LISEE AES TADIBAUX ... ...ttt e et et e e et e e e e et e e e e ete et et e e sreeereseeeeaneanens i
Liste des abréVIiatioNS .........oooviri e iii
INTroduction gENEIAIE ..........cccoiviiiiieeeee e 1

Références bibliographiques

Chapitrel : Généralités sur les Caspase

00 O 1011 0o [ Tox 1 o o USSP PRRRTRPR 4
1.2, NOMENCIALUIE ..ottt 4
1.3, CIASSITICALION ..ottt et bbbt ene e 4
1.4, SErUCTUIE 0€ CASPASE.......eeireereeieeteeiteete st e ste et e st e ste e e s reesta e e s re e teeseesraesaeeneesreereenes 6
1.5, SUDSEIatS AES CASPASE.......eiviriirieitieieeieie ettt b ettt ne s 7
1.6.  ROIES GBS CASPASES......eevitirieitiaiieieeiiet ettt sttt sttt ettt bbbt e e e 9
1.6.1. Dans I’ aQPOPLOSE ..veeiiueiiiiiiieiiiieiiiiesieeesieessieeesbe e siae s ssressiressbeeesbee e sneeennnee e 9
1.6.2. Dans d’aUtIES PTOCESSUS ..uvveirrieiiereiieiesiiieesiieessreessssessseessseessseessssessssessssns 12
1.7. REQUIALION ES CASPASES. ... .cvevereererteriereatisteseesesteseeseete st seesessesbeseesesteseesesteseeeenessens 15
L7 L LA PS 15
L7020 FLIP o 15
1.7. 3. Laphosphorylation..........c..eeciiiiiiii ittt 16
1.7. 4. LES CAIPAINES ...vveeeitieeitie ettt ettt ettt et e ettt esab e e b e e e be e e s e e e enes 16
1.7.5. CrMA B P35 BEPAD oo 16
1.8. caspase INAEPENTANTE..........cc.coiiiieieciece e 17
Références bibliographiqUES ..........ceooiiiiiiciicc e e 18

Chapiter2 : Docking Moléculaire

P20 I 101 (oo [FTox { [0 o AU PR PPOPI 24
2.2, Le Docking MOIECUIAITE. ......c.ecueeivieieccce e e 24
2.3. Les outils du Docking MOIECUIAITE. .........ccooviiiiiiiieicee e 25

P T S N 1o - 4 Lo PR PR PR 25

R T = - To1=T o] (=T TSR RRPPRRPR 26



2.4. Les interactions Protéine-Ligand..........c.ccceiiieiiiiieiiieiieie e 27

2.4.1. Les interaCtions EleCtrOStAtiIQUES ..........covevierieiieieiie e 27
2.4.2.  Laliaison NYAIOQENE ........cccouiiciiiiiiic ettt 28
2.4.3. Les interactions de Van Der WallS ............cccoeiiiiiiinniiiisee e 28
2.4.4. Les interactions hydrophobes ...........ccceciiiiicieicce e 28
2.5, PrOCESSUS U8 SCOMNG. . .evviiriuiieririeseiets ettt bbb bbbt 29
2.5. 0. PIINCIPE. ..ttt b e e bbb bbb n e nn e 29
2.5.2. Description des fonctions de scoring ULIISEES ........cccvcviiiiiiiiieiisnse e 29
2.6. Protocole Générale de DOCKING ......c.coveiiiiiiiiiieiieie e 31
Réferences bibliographiqUES...........cooveiiiiiiiiie e 33

Chapitere3 : Applications, Résultats et Discussions

3L, INEFOUUCTION. ...ttt ettt bbbttt 36
3.2. Matériel et OULIIS ULITISES........cvieiiciiiieee e 36
3.2.1. MICIO-OFAINALBU ...ttt bbbttt 36
3.2.2. LOGQICIEI ULHTISE ..ottt 36
3.3, Le Protocole @ Etude ........ccveieieiiieieiie s 38
3.3.1.  Préparation A MECEPLEUN .......ciiiiieiiiieiiieie sttt et 39
3.3.2.  Préparation des lIgands...........ccccociiiiiieiiee e 40
3.3.3.  DALECLION ES CAVILES. .....evieeuiiiieciei ittt 43
3.3.4. Etude de Docking MOIECUIAITE.........cccoueiiieiiieiiieie e 45
BiA. RESUIALS ...ttt sttt bt e e ne e 45
3.4. 1. Etude des interactions enzyme-ligand de référence..........cccoovvvieiiiiiiciieve v 47
3.4. 2. Etude des interactions enzyme-ligand...........cccccoveireiiiiieiisiiseie e 48
3.5, DHSCUSSTON. ...tttk b bbbttt n bbb 55
Références bibliographigUES...........coiiiiiiiiiiee s 58

Conclusion Générale
Résumé

Abstract



LISTE DES FIGURES



LISTE DES FIGURES :
CHAPITRE 1:

Figurel.l. Représentation des differents groupes des Caspases humaines...........c.cccccevervenee. 5
Figure 1.2. Structure tridimensionnelle de la Caspase-3 humaine active...........c.cccccceevvenenn. 6
Figure 1.3. Les IAP chez 1es mammiferes..........ccocvovieieieiiieiices e 15

CHAPITRE 2 :

Figure 2.1 : Stimulation du DocKing €t SCOMNG.......ccvcvveiieiiicieseese e 25

Figure 2.2 : Modéle clé-serrure pour modéliser la formation d’un complexe RL (d’un

Ligand €1 d’Un TECEPLEUT) ..o.vevirtiiiiiieiieieie ettt sttt bbbt 27
Figure 2.3 : Interactions EleCtrOStatiQUES..........cccveiieiierie e 27
Figure 2.4 2 laiSON NYAIrOQENE. ........ocieiiieie ettt sttt sre s 28
Figure 2.5 : Interactions de Van Der WallS...........ccoooiiiiiiniienieeeeeeese e 28
Figure 2.6 : Interaction Hydrophobe.............cooiiiiiiiiiieie e, 29
Figure 2.7 : Protocole général de DOCKING..........covveiuiiiiiicie e 32

CHAPITRE 3 :

Figure 3.1 : Interface du site protein Data Bank (PDB)...........ccccooveviiiieie i 37
Figure 3.2 : Interface du logiciel ChemDIraw..........cccoeiiiiiii i 37
Figure 3.3 : Interface du logiCiel MOE............cco oo 38
Figure 3.4 1 Protocole d’EtUde..........ooviiiiiiiiiieic e 39
Figure 3.5 : Structure de I’enzyme 3HOE (Www.rcsb.org/pdb)........coceviiiiiiienieieniciee 40
Figure3.6 : Les données cristallographiques de I’enzyme.............cccovererieiinieniieneinsese e 40
Figure 3.7 : Cavité de ’enzyme 3HOE............cccooiiiiiiiiiiieiise s 44



Figure 3.8 : Structure chimique de ligand référence............cccovvveeieiieie e 45

Figure 3.9 : Interactions entre Lréf 3HOE etlesrésidusdusiteactifde3HOE...................c.c...... 47
Figure 3.10 : Interactions entre le ligand 50etles résidus de site actif de 3HOE.................. 49

Figure3.11 : Interactions entre le ligand 49 et les résidus de site actif de 3HOE................. 50

Figure 3.12 : Interactions entre le ligand 50 et les résidus de site actif de 3HOE................. 51
Figure 3.13 : Interactions entre le ligand 47 et les résidus de site actif de 3HOE................. 52
Figure3.14 : Interactions entre le ligand 42etlesrésidusdesiteactifde 3HOE......................... 53
Figure 3.15 : Interactions entre le ligand 25 et les résidus de site actif de 3HOE.................. 54

Figure 3.16 : Orientation des ligands dans le Site aCtiVe...........c.ccccvveveiiieieeve e 55



LISTE DES TABLEAUX



LISTE DES TABLEAUX :
Chapitre 1 :

Tableau 1.1 : Caspases de MammMIifEreS. ........cccueiireirieniieerere e 4
Tableau 1.2 : Speécificités de substrat des caspases hUMaINES..........ccccovvvrireinienenieene, 8
Tableau 1.3 : Exemples de substrats clivés par les caspases au cours de 1’apoptose. ...... 8

Tableau 1.4 : Invalidation des génes codant pour 1es Caspases.........ccccvveveeveerieseerieernennes 9

Tableau 1.5 : Les différentes fonctions des caspases indépendantes de 1’apoptose......... 13

Chapitre 3 :

Tableau 3.1 : Caractéristiques des ordinateurs UtIliSes............cccoovierriniiinnicnenesee, 36
Tableau3.2 : Structures chimiques des ligands...........cccooererinniiinece 41
Tableau 3.3 : Le volume des différentes CaVIteS ........ccccovvriieieiiniiiiere e 43
Tableau 3.4 : présente les déférentes propriétés de la cavité N 1......cccoveiviiiiniininnnnnns 45
Tableau3.5 : Résultats énergétiques de Docking moléculaire............ccccevevviivicveieiennnn, 46

Tableau3.6 : Résultats des interactions entre les meilleurs ligands et les résidus de site
ACHT AEBHOE ...ttt e s re e sae e re e ae e nae s 47

Tableau3.7 : Résultats de Docking moléculaire et analyse des interactions pour les

COMPOSES TABNTITIES ...ttt bbb 48



LISTE DES
ABREVIATIONS



LISTE DES ABREVIATIONS :

ADN : Acide Désoxy ribo Nucléique.

AMBER: Assisted Model Building with Energy Refinement

ARN: Acide Ribo Nucléique.

CAD/ICAD: Caspase Activated DNase / Inhibitor of Caspase Activated DNase
CARD: Caspase Activation Recruitment Domain

Caspase: Cystéinyl ASPartic specific proteASE

CED: Caenorhabditis Elegans Death

Crma: Cytokine response modifier A

DED: Death Effector Domain

FLIP: FLICE Inhibitory Protein

IAP: Inhibitor of Apoptosis Protein

IL: InterLeukine

INF-y: Interferon-y

JNK: c¢-Jun N-terminal Kinase.

LPS: lipopolysaccharide.

MOE: Molecular Operating Environment.

NFxB : Nuclear Factor kB

PDB : Protein Data Bank (banque de donnée protéique).

PDBe : Protein Data Bank European (banque de donnée protéique European).
PDBj : Protein Data Bank Japan (banque de donnée protéique Japan).
RCSB PDB: Research Collaboratory for Structural Bioinformatics.
RL : Récepteur-Ligand

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire.

TNF: tumor necrosis factor

3D: Trois dimensions.



Introduction generale



INTRODUCTION GENERALE

L'apoptose, ou mort cellulaire programmee, joue un rble essentiel dans tous les
organismes multicellulaires. Cependant, la dérégulation du processus apoptotique peut
contribuer & de nombreuses maladies humaines, notamment des maladies
neurodégénératives, des lésions ischémiques, des troubles auto-immuns et plusieurs formes
de cancer(1).

Les aspartyl protéases dépendantes de la cystéine (caspases) ont été impliquées dans la
cascade de transduction du signal conduisanta I'apoptose(2).

La famille des caspases est une cible intensément étudiée dans la conception de
médicaments depuis de nombreuses années (3).

A ce jour, 14 caspases de mammiféres ont été identifiées, parmi lesquelles les caspases -2,
-3, -6, -7, -8, -9 et -10, qui ont été décrites comme des caspases apoptotiques. Fait
intéressant, la caspase-3 s'est avérée généralement plus promiscuité que les caspase-7, 8 et
9 et a révélé la principale caspase du bourreau pendant la phase de démolition de I'apoptose
De plus, la caspase-3 joue un role clé de bourreau et son inhibition peut empécher
considérablement I'apoptose in vitro et in vivo (4, 5).

De nombreux composés tels que les isatines (6), les peptidealdéhydes (7) et les
homophthalimides(8)benzisothiazole(9)ont été décrits comme des inhibiteurs de caspases
en raison de la présence de carbonyles déficients en électrons qui interagissent avec le site
cible et présentent des réponses inhibitrices.

La Chemoinformatique est un nouveau domaine apparu il y a quelques années. 1l concerne
le développement, la création, ’organisation, le stockage, la diffusion, 1’analyse, la
visualisation et l’utilisation de I’information chimique, elle représente un domaine en
évolution rapide. Actuellement, les méthodes spécifiques de la chemoinformatique
indispensables pour le développement de nouveaux composes, matériaux et processus,
C’est dans ce but que des techniques de modélisations moléculaires, regroupées sous le
nom ‘“Amarrage” ou “Docking” moléculaire ont été développées. Tel que, le Docking
moléculaire permet de prédire et reproduire des complexes protéine-ligand.

Le programme de Docking est utilise pour placer des représentations génerées par
ordinateur d’une petite molécule appelé “Ligand” dans une structure cible représentée le
plus souvent par une protéine (10).

L’objectif de notre travail est de contribuer au développement de nouveaux inhibiteurs de

la caspase 3 en faisant appel aux approches de modélisation des interactions enzyme-
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INTRODUCTION GENERALE

inhibiteur par Docking moléculaire, Ces méthodes permettent de rechercher in silicole
mode d’interactionplus favorable d’un ligand au sein de son récepteur (cible thérapeutique)
ce qui aide a la prédiction de molécules en un temps limité et surtout parfois sans avoir a
synthétiser celles-ci.

Notre travail est divisé en trois chapitres :

Le premier chapitre présente un apercu genéral sur le Caspase.

Le deuxiéme chapitre expose quelques notions fondamentales sur le Docking moléculaire.
Le troisieme chapitre est consacré a la méthodologie du travail réalisé dans cette mémoire,
aux résultats obtenus et a leurs discussions.

Enfin, une conclusion générale résume I’ensemble du travail réalisé.
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CHAPITRE 1 : GENERALITES SUR LES CASPASE

1.1. Introduction :

Les caspases sont des cystéines protéases qui clivent spécifiquement leurs substrats
aprés un motif tétra peptidique se terminant par un aspartate (D) (1). Les caspases sont
exprimées sous forme de pro-enzymes inactives qui contiennent trois domaines séparés par
des résidus aspartates, sites de clivage potentiel par les caspases elles-mémes. Les caspases
effectrices (caspases-3, -6 et -7), sont appelées ainsi car elles participent activement a la
destruction de la cellule apoptotique en clivant spécifiquement différents substrats
cytosoliques et nucléaires. Plus de 100 protéines substrats des caspases effectrices ont été
décrites lors de I’apoptose (2).

1.2. Nomenclature :

La mort par apoptose est essentiellement due a l'activation d'une famille de protéases
spécifiques, les caspases (Cystéine aspartate protéase), qui possédent une cystéine sur leur
site catalytiqgue (QACXG = Glutamine-Alanine-Cysteine-x-Glycine, avec x = Q, G ou R
(Arginine) selon les caspases) (3) et clivent leurs substrats protéiques apres un résidu acide
aspartique. Elles sont présentes constitutivement dans la cellule ct sont hautement
conservées a travers les especes (4). La premiére caspase a été mise en évidence chez les
mammiferes grace a son homologie avec la protéine pro-apoptotique ced-3 du nématode

Caenorhabditiselegans(5).

Subfamily Mammals

CARD containing caspase (initiator caspase) Caspase-1,
Caspase-2, Caspase-4, Caspase-5,
Caspase-9, Caspase-11, Caspase-12

DED containing caspase (initiator caspase) Caspase-8, Caspase-10
Short prodomain caspase (executioner caspase) Caspase-3, Caspase-6, Caspase-7
Others Caspase-14

Tableau 1. 1.-Caspases de mammifeéres.

1.3. Classification :

A ce jour, la famille des caspases comporte 14 membres chez les mammiféres. Parmi
celles-ci, les caspases-1 a -10 ainsi que la caspase-14 ont été mises en évidence chez

I’homme. Les caspases-11 et -12 sont des homologues des caspases-4 et -5 chez la souris et
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CHAPITRE 1 : GENERALITES SUR LES CASPASE

la caspase-13 est un homologue bovin de la caspase-4 (6, 7). Cependant, il existe chez
I’homme une « pseudo-caspase-12 » non fonctionnelle exprimée par un géne portant
plusieurs mutations ponctuelles (8). Les caspases peuvent étre subdivisées en trois grands
groupes selon leur fonction biologique (Figure 1.1). Le premier groupe comprend les
caspases-1, -4 et -5 qui contrblent les réponses inflammatoires et ne jouent pas de role
important dans 1’apoptose. La caspase-14 intervient dans la différenciation terminale de
I’épiderme (9). Les deux autres groupes sont constitués des caspases impliquées dans
I’apoptose, avec d’une part les caspases initiatrices (caspases-2, -9, -8 et -10), qui sont
activées suite a des signaux extra- ou intracellulaires et d’autre part les caspases effectrices
(caspases-3, -6 et -7), qui sont activées par les caspases initiatrices. Ainsi, les caspases
initiatrices font la liaison entre les signaux déclencheurs de I’apoptose et la phase

d’exécution, assurée par les caspases effectrices.

Grande Petite

Enzyme Prodomaine sous-unité sous-unité

Caspases
inflammatoires

Caspases
effectrices

Caspases
Initiatrices

Figurel.1-Représentation des différents groupes des caspases humaines.

Les caspases de 1 a 10 ont été classées en trois groupes selon la distinction physiologique
entre les caspases inflammatoires, initiatrices et effectrices. La caspase-14 est une caspase
« non apoptotique ». Les domaines protéiques ont été représentés, a savoir la petite sous-
unité (S) en rouge, la grande sous-unité (L) en bleu, le domaine CARD en jaune clair et le

domaine DED en jaune fonce. (10).
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CHAPITRE 1 : GENERALITES SUR LES CASPASE

1.4. Structure des caspases :

Les caspases sont synthétisées sous la forme de pro-caspases (zymogénes). Toutes les
pro-caspases contiennent un pro-domaine N-terminal de taille et de séquence variables qui
semble avoir un réle dans les interactions protéines/ protéines, une grande sous-unité (20
kDa) portant le site catalytique et une petite sous-unité (10 kDa) sur la partie C-terminale
(11). Ces deux sous-unités s‘associent pour former un hétéro dimere et deux hétéro dimeres

s’associent pour former un tétramére, qui est la forme active des caspases(12).

Chaqgue grande sous-unité p20 contient un site catalytique trés conservé, composé d'un
résidu cystéine (C) inclus dans une séquence peptidique de type QACXG (ou X est une
arginine (R), une glutamine (Q) ou une glycine (G)). Ce site est spécifique des membres de

la famille des caspases qui leur confere leur activité enzymatique (13).

Figure 1.2-Structure tridimensionnelle de la Caspase-3 humaine active.

La Caspase-3 active est un tétramere composé de deux hétéro dimeres p20/p10 (un en
Bleu et rouge, I’autre en vert et rose). Chaque hétéro dimere est constitué des deux sous-

unités p20 (en bleu et en vert) et p10 (en rouge et rose).

Les Caspases initiatrices (2, 8, 9 et 10) constituent le premier relai du signal apoptotique.
Elles sont caractérisées par un pro-domaine long incluant des motifs spécifiques permettant
leur recrutement et leur concentration au niveau de complexes multi-protéiques
spécifiques, nécessaire a leur activation. Deux types de domaines existent : le domaine
DED (DeathEffector Domain), exprimés en tandem par les Caspases-8 et -10 et le domaine
CARD (CAspaseRecrutment Domain) présent au sein des Caspases-2 et -9.
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CHAPITRE 1 : GENERALITES SUR LES CASPASE

Les Caspases effectrices (3, 6 et 7), contrairement aux Caspases initiatrices, possédent un
pro-domaine court et sont dépourvus des motifs DED et CARD(14). Elles peuvent, une
fois activées par  les Caspases initiatrices, former une boucle d’amplification en activant
d’autres Caspases initiatrices. Ainsi, la Caspase-3 est capable de cliver les Caspase-2, -6, -
8 et -9 (15).

De nouvelles subdivisions des Caspases sont faites selon la taille de leur prodomaine et
leurs fonctions. Selon ces caractéristiques, les Caspases des mammiféres sont classées en 3

groupes:

a) Les Caspases avec un grand prodomaine (Caspases-1, -4, -5, -12, -13 et -14)
qui jouent un rdle dans la maturation des cytokines et la réponse inflammatoire sont
appelés Caspases inflammatoires ou Caspases du groupe-I (16).
b) Le deuxieme groupe comprend les Caspases possédant un long prodomaine
(supérieur a 90 acides aminés) avec soit un domaine DED (Caspases -8 et -10), soit un
domaine CARD (Caspases -2 et -9) et sont appelées Caspases initiatrices ou Caspases
du groupe-I1.
c) Les Caspases qui ont un prodomaine court (20-30 acides aminés) sont appelées les
Caspasesexécutrices (Caspases-3, -6 et -7) ou Caspases du groupe-111 (17, 18).
1.5. Substrat des Caspases :
Une fois activées, les Caspases sont capables de cliver un grand nombre de substrats
cellulaires. Alors que toutes les Caspases possedent une spécificité stricte de clivage de
leur substrat, aprés un résidu d’acide aspartique (P1), certaines vont avoir d’autres
spécificités de clivage (19).
e Groupe I, qui inclut les Caspases-1, -4 et -5, reconnaissant une séquence consensus
optimale WEHD, 1
e Groupe I, constitué des Caspases-2, -3 et -7, reconnaissant une séquence optimale
DEXD (ou X est un acide aminé quelconque),
e Groupe Il1, constitué des Caspases-6, -8, -9 et -10, possedant une préférence pour le

site (I/V/L) EXD (ou X est un acide aminé quelcongue).

Le clivage par les Caspases n’entraine donc pas la dégradation de 1’ensemble des protéines

cellulaires (20).
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Tableau 1.2- Spécificités de substrat des Caspases humaines.

Groupe Enzyme P4-P3-P2-P1 Consensus optimal
Groupe | Caspase-1 WE HD
Caspasc-4 (W/L) E HD WEHD
Caspase-5 (WAL E HD
Groupe I1 Caspasc-2 DE HD
Caspasc-3 DE VD DEXD
Caspase-7 DE VD
Groupe 111 Caspase-6 VE HD
Caspase-8 LETD (/V/LYEXD
Caspase-9 LEHD
Caspase-10 LE XD

Les Caspases clivent un tres grand nombre de protéines impliquées dans des fonctions
variées. Le Tableau 1.3 montre les principaux substrats clivés par les Caspases au cours de
I’apoptose. Ces protéines cibles regroupent des protéines cytoplasmiques, nucléaires, des

protéines impliquées dans le métabolisme et la réparation de I’ADN, ainsi que des kinases.

Des protéines impliquées dans la transduction du signal, I’expression de genes, la
régulation du cycle cellulaire, les maladies génétiques ou des protéines de régulation de

I’apoptose sont aussi substrats des Caspases(21).

Tableau 1.3 - Exemples de substrats clivés par les Caspases au cours de 1’apoptose.

Classe de substrat

Exemples

Régulateurs de I'apoptose

Bad, Bcl-2, Bel-xL, Procaspases. ..

Adhésion cellulaire

B-caténine, E-cadhérine, Desmogléine-3...

Cytosquelette et protéines structurales

Lamine, a-Actine, Kératine, a-Tubuline. ..

Cycle cellulaire

Cycline A, Cde-27,¢c-Abl...

Synthése, clivage et réparation de I'’ADN

ICAD, ATM, DNA-PKcs, PARP-1...

Facteurs de transcription

FLI-1, Spl, Stat-1...

Métabolisme de I'ARN

Nucléoline, hnRNPs, RHA.. ..

Cytokines

Pro-IL-1f, pro-IL-18, pro-IL-16...

Récepteurs membranaires

EGF-R, RET...

Transduction du signal

CaMK lla, PKC, PP2A. .

Neurodégénérescence

Ataxine-3, Huntington, APLPI...

Protéines virales

CrmA, p35...
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1.6.Réles des Caspases :
1.6.1-Dans P’apoptose :

Afin d’étudier le role individuel des Caspases, des animaux déficients pour I'expression
spécifique d’une d’entre elles ont été générées. A ce jour, les génes codant pour les
caspases 1, 2, 3, 8,9, 11 et 12 ont été invalidés (Tableau 1.4).

Tableau 1.4 - Invalidation des génes codant pour les caspases,

Pas d’effet sur le
développement, Résistance aux
chocs septiques induits par LPS ;
Absence d’IL-1p et IL-18 clivé ;
Production altérée d’IL-1a, IL-6
et IFN-y.

Viable pas de probleme majeur ;
Excés des cellules germinales
femelles.

Taille plus petite. Mort entre la
1% et la 3°™ semaine. Altération
du développement du cerveau
avec un exces de cellules

postmitotiques.

Létal in utero. Embryons plus
petits ; Malformation cardiaque ;
Accumulation massive
d’érythrocytes et hémorragie
massive. Diminution des cellules

souches hématopoiétiques.

Sensible normale a la plupart des
agents pro-apoptotique ; L’apoptose
induite par CD95 est atténuée dans les
thymocytes. Les neurones sont
résistants a la déprivation en facteur de
croissance.

Ovocyte résistants a la mort induite
par les drogues ; La mort induite par le
granzyme est défectueuse dans les
Cellules B ; Lymphocytes sensible aux
drogues et a L’anti-CD95.

Pas de bourgeonnement et de
fragmentation du noyau dans les
thymocytes et les hépatocytes ;
Clivage des substrats des caspase
absent au retardé. Réduction de
I’apoptose dans I’AICD et dans des
fibroblastes stimulés par des drogues.
ibroblastes résistance a 1’apoptose
induite par TNF-RL CD95 et
DR3mais sensible a la plupart
desagents proapoptotiques ; activation
normale de NF-«xB et de JNK.
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Letalité périnatale ; Cerveau plus
volumineux et mal formé dd a
une réduction de I’apoptose au
cours du développement du
cerveau.

Absence d’activation de la
caspase3 dans les cerveaux
embryonnaires.

Pas de défauts du
développement (similaire a
caspase 1). Absence de
production d’IL-1a et 8, dG au
blocage de I’activation de la
caspase 1.

Pas de défaut du développement

CHAPITRE 1 : GENERALITES SUR LES CASPASE

Les cellules souches embryonnaires et
les fibroblastes sont résistants a de
nombreux stimuli proapoptotique ; les
thymocytes sont résistants a 1’apoptose
induite par radiation -y et
dexaméthasone mais sensibles aux
U.V. eta CD95. Les splénocytesne
sont pas protégés contre 1’apoptose
induite par des drogues.

Cellules résistantes a 1’apoptose
induite par la surexpression de la

caspase 1.

Souris résistantes a 1’apoptose induite
par le stress du réticulum
endoplasmique mais sensible aux
autres stimuli proapoptotiques ; Les
neurones corticaux présentent une
insensibilité a I’apoptose induite par la
protéine B-amyloide mais pas par
lastaurosporine ou la déprivation en

acteur de croissance.

Par conséquent, les souris n'‘ont aucun effet sur les génes codant pour la Caspase 1 ou la
Caspase 11. Le développement est normal (22), mais la production d'interleukine-1a et de
B, d'TL-18 et d'interféron-y est défectucuse. Par conséquent, la Caspase 1 semble jouer un
role dans la régulation du systéme immunitaire, mais n'a quasiment aucun role dans la voie

apoptotique (23 ,24).

Les souris inefficaces pour le géne Caspase 2 présentent un développement normal avant
I'age adulte et ne présentent aucun phénotype sévére (25). A la naissance, les souris
dépourvues de Caspase-2 ont un nombre réduit de motoneurones faciaux, ce qui indique
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que la Caspase 2 ne fonctionne pas correctement Il peut étre utilisé comme un effet positif
de l'apoptose, mais il peut également retarder la mort cellulaire en fonction du type de
cellule.En effet, la Caspase 2 existe sous 2 formes Obtenu par épissage alternatif : la forme
longue de Casp2L induit I'apoptose, tandis que la petite forme de Casp2S (Small) inhibe
I'apoptose (26).

Les souris invalidées pour la Caspase 3 furent les premieres a présenter de profonds
bouleversements de I'apoptose (27, 28). Elles sont plus petites que les souris controlent et
meurent entre la premiere et la troisieme semaine aprés la naissance. Il s'est avéré que le
phénotype de ces souris est extrémement restreint. En effets, les anomalies les plus

marqués semblent sélectivement localisés au niveau du systeme nerveux central.

Caspase 8 chez les souris n'est pas valide Le développement normal dans les 11 premiers
jours apres la fécondation, puis la mort peuvent étre dus a Malformation cardiaque sévere.
Les cceurs de ces animaux sont sous-alimentés, ce qui suggere que la Caspase 8 pourrait
étre impliquée dans la transmission de signaux de survie plutét que de signaux de mort au
moins au niveau de cet organe. De plus, ces embryons produisent trés peu de précurseurs
myéloides. Fibroblaste embryonnaire Ces souris ne sont pas sensibles aux effets
cytotoxiques induits par Fas, TNF-R1 ou DR3, mais sont toujours sensibles a la privation

de facteurs de croissance, a la lumiere ultraviolette, a la céramide et a I'étoposide(29).

Les souris Caspase 9-inefficaces ont des phénotypes similaires a ceux des souris Caspase 3
- [ - mais plus grave (30). Ils sont morts le 16éme jour de développement. Ils souffrent de
malformations cérébrales et le niveau cellulaire est trop élevé Systeme nerveux central. Les
marqueurs cellulaires apoptotiques sont réduits denviron 10 fois, TUNEL positif
(terminale désoxynucléotidyl transférase dUTPnick end Marqué), dans le cerveau des
souris inefficaces contre la Caspase 9 par rapport aux souris témoins. Les souris Apaf-1 -/
- partagent également ce phénotype. La Caspase 3 n'est pas activée dans le corps dans le
cerveau, mais cette activation se produit genéralement dans I'épiderme et les tissus
méninges (31). Contrairement au cerveau, certains organes tels que le cceur, les poumons,
le foie et la colonne vertébrale se développent normalement. Ces cellules ES de souris
(cellules souches embryonnaires) ou fibroblastes embryonnaires libérent le cytochrome ¢

dans leurs mitochondries Exposition aux UV, mais la Caspase 3 n'est pas activée (32).

Les souris Caspase 12-inefficaces n'ont montré aucun défaut de développement évident.

Des études de microscopie confocale montrent que la pro-caspase 12 est Principalement

Page | 11



CHAPITRE 1 : GENERALITES SUR LES CASPASE

situé dans le réticulum endoplasmique (33). En fin de compte, la caspase 12 semble étre
critique au niveau d'apoptose induite par le stress La mort neuronale induite par la protéine

ER ou Ab en fait une cible pharmacologique potentielle.

1.6.2. Dans d’autres processus :

Les modifications cellulaires observées lors de la différenciation ont quelque chose de
commun avec les modifications morphologiques décrites dans I'apoptose. Par exemple, les
cellules épithéliales du cristallin, les kératinocytes et les globules rouges perdent leur
noyau au cours de leur différenciation terminale, et l'activation de la Caspase a été
initialement suspectée, explorée et démontrée dans ces cellules (34, 35). En I'absence
d'énucléation, le réle de la Caspase dans la différenciation a également été rapporté dans de
nombreux systemes, comme la différenciation des muscles squelettiques (36), le sperme de
drosophile (37), les cellules mégacaryotes(38), les plaquettes, les monocytes (39) et les
ostéoblastes (40). Les recherches suggérent que les Caspases, enzymes clefs de I'apoptose,
sont également indispensables a de nombreux processus de différenciation. Le clivage de
certaines cibles, et pas d'autres, par les Caspases, déterminerait le choix du destin de la
cellule. La description de ’activation des Caspases et 1’identification de substrats des
Caspases en I’absence de mort cellulaire ont suscité un grand intérét pour les fonctions des
Caspases dans les réponses cellulaires au-dela de 1’apoptose.L’étude des souris « knock out
» pour les Caspases, ou de leurscellules, confirme les roles pléiotropiques de ces protéases
dans la différenciation cellulaire, la prolifération ou 1’activation de NF-KB (Tableau 1.5).
Les fonctions non apoptotiques des Caspases suggerent qu’elles peuvent étre activées
indépendamment ou sans 1’induction de la cascade apoptotique, ce qui entraine le clivage
spécifique de certains substrats (41). Par exemple, il a été décrit dans les polynucléaires
neutrophiles non apoptotiques que le clivage de la Caspase-3 par la sérine protéase PR3
(Proteinase 3) donne un fragment activé de 22 kDa qui n’induit pas la mort cellulaire mais

dont le réle reste a préciser (42).
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Tableau 1.5- Les différentes fonctions des caspases indépendantes de 1’apoptose

Activation des caspases - Production d’IL-1
Initiatrices. - Différenciation des muscles
squelettiques.
- Migration cellulaire
- Activation de NF-xB
Caspase initiatrice/exécutrice -Différenciation des
Initiatrice de I’apoptose apres la érythroblastes, ostéoblastes,
dégradation de I’ADN et pendant la macrophages.
catastrophe mitotique. -Réparation de I’ADN.
-Activation de NF-«B.
Caspase executrice. -Différenciation des
érythroblastes, monocytes,
kératinocytes, macrophage,
cristallin,
spermatozoides, muscle
squelettiques, ostéoblastes,
trophoblastes du placenta.
-Prolifération des cellules B.
-Production d’IL-16.
-Formation des plaquettes.
-Différenciation des cellules
souches neurales.
- Inhibition de la maturation des
cellules dendritique.
Activation des Caspasesinitiatrices. -Production d’IL-1.
Caspase exécutrice. -Différenciation du cristallin.
-Régulation positive du cycle
cellulaire des lymphocytes B.
Caspase exécutrice. -Différenciation des
érythroblastes.
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Caspase initiatrice de la voie
extrinséque due au récepteur de
mort.

Caspase initiatrice de la voie
apoptotique intrinséque

mitochondriale.

Caspase initiatrice de la voie des
récepteurs de mort.

Caspase initiatrice de la voie des
récepteurs de mort.

Caspase initiatrice de la voie du
réticulum endoplasme.

Caspase executrice.

-Prolifération et activation des
lymphocytes T.

-Régulation positives du cycle
cellulaire lymphocyte B.
-Activation de NF-«kB.
-Différenciationdes
trophoblastes,
ostéoblastes,érythroblastes,
monocytes.

-Mobilité cellulaire.
-Développement des embryons
de souris :

Différenciation des progéniteurs
hématopoiétiques.

- ldem processus de
différenciation de la Caspase-3
-Différenciation des cellules
épithéliales.

- Impliquée dans I’activation des
voies de survie mediées par NF-
«B.

-Production d’IL-1

-Migration des macrophages.
-Diminution de I’inflammation.
-Réponse immunitaire innée.
-Différenciation des
kératinocytes.
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1.7. La régulation des Caspases :
1.7. 1. Inhibiteur apposés protéine (1APS) :

La famille des IAPS a été découverte initialement chez le baculovirus(43).Tous les
membres de cette famille portent une ou plusieurs copies du motif BIR (« baculovirus IAP
repeats ») nécessaires pour lier et inactiver les Caspases(44). lls inhibent a la fois I'activité
des Caspases initiatrices et celle des Caspases effectrices. De plus, certaines de ces
protéines favorisent la fixation de l'ubiquitine, ce qui induit leur dégradation ainsi que celle
des Caspases auxquelles elles sont liées (45). Ces inhibiteurs sont eux-mémes contrélés par
les protéines Smac/Diablo et Omi HirA2 libérées par la mitochondrie pendant l'apoptose.
Celles-ci se lient aux IAPS et les inhibent (46)

Mammals i LJL]
Brucatspclion [ | BA | Il |+
236

we B [ TEmal
I I m
MLePamin [ | BIR | TR |
sunviin [ BIR | |1::~
ie 1,203
T = =50 = | i |
. B4
cir1 [C B [ Be ] [ Be | [ cano | [Naeanl]
E18
e = =<0 =< I = w0 | =
407
L
Caspase-3, -7 Cacpasa-0

Figure 1.3- Les IAP chez les mammiferes.

1.7.2. FLIP :

Concernant la protéine FLIP, celle-ci régule I'activation de la voie extrinséque. En effet,
FLIP est un homologue inactif de la procaspase-8 qui présente des domaines DED
permettant son recrutement au niveau des protéines adaptatrices FADD. FLIP entre alors
en compétition avec la procaspase-8 et bloque le recrutement de cette derniére au niveau

du complexe du récepteur de mort (47).
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1.7. 3. La phosphorylation :

Les Caspases sont considérées comme étant des phosphoprotéines, c’est a dire capables
d’étre régulées par phosphorylation (48) et déphosphorylation (49) sous I’action de kinases
telles que Akt(50), la Protéine Kinase (PK) C ou bien encore la PKA (51), et de
phosphatases telles que la protéinephosphatase 2 (52, 53). Par exemple, Akt phosphoryle
specifiquement la Caspase-9 inhibant ainsi son clivage et donc son activation. De méme, la
phosphorylation de la Caspase-3 par une MAP Kinase (MitogenApoptosisProtein) diminue
son activité, et, a I’'inverse, sa déphosphorylation par la protéine phosphatase 2, lui permet

de se réactiver (54).

1.7.4. Les calpaines :

Les calpaines représentent une famille de cystéine protéases Ca2+-dépendante de la
famille des papainases. Les calpaines et la Caspase-3 partagent certains substrats, comme
la fodrine et PARP (55). La calpaine peut cliver la pro-Caspase-3 en un fragment de 29

kDa favorisant ainsi son activation (56).

1.7.5.CrmA et p35 et p49 :

Les Caspases sont régulées par des inhibiteurs spécifiques, qui ont été découverts chez
les virus. En effet, l'apoptose représente un des moyens de défense des cellules contre les
virus par élimination des cellules infectées. Certains virus ont donné développé des
systemes de résistance qui agissent sur les Caspases et inhibent I'apoptose comme CmA («
cytokine réponse modifier A ») et p35. Ainsi, les protéinesCrmA du virus de la vaccine
(cowpox virus) et p35 exprimée par le baculavirus, empéchent I'activation des procaspases
en masquant leur site de clivage. Comme chaque caspase peut en activer une autre et que
I'apoptose est le résultat de cette cascade, CmA et p35 inhibent tout le processus d'apoptose
en bloquant la premiére étape (57 ,58)

La protéine p35 produite par le Baculovirus et son homologue p49 inhibent I’activité
d’un spectre large de Caspases incluant la Caspase-1, -3, -6, -7, -8, -9 et -10 (59). Le
clivage de p35 par les Caspases entraine la formation d’un complexe Caspase/p35 qui

bloque le site catalytique des Caspases(60).
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1.8-Apoptose Caspase indépendante :

Des meécanismes apoptotiques Caspases indépendantes ont été mis en évidence. La
mitochondrie semble jouer un réle important dans la signalisation Caspase indépendante.
En effet, la surexpression de Bcl-2 protége les cellules de la mort de type nécrose-like
induite par le TNF-a (61). De plus, des fibroblastes déficients pour la protéine Apaf-1, qui
participe a la formation de 1’apoptosome, meurent en réponse a la surexpression de tBid,

tandis que des fibroblastes doubles déficients pour les protéines Bax et Bak sont résistants.

Ces résultats suggeérent que les événements mitochondriaux induits par tBid impliquent les
membres pro-apoptotiquesBax et Bak et participent a une mort caspase indépendante
(62 ,63). En outre, certaines protéines mitochondriales peuvent étre relarguées en
I’absence d’activation de Caspases. Par exemple, la sérine protéase HtrA2/Omi pourrait
agir en tant que protéine effectrice dans une mort de type nécrose-like grace a son activité
sérine protéase (64). EndoG est capable d’induire une fragmentation de I’ADN de maniere
Caspase-indépendante sur des noyaux isolés (65). En revanche, la mort Caspase
indépendante semble étre importante en cancérologie. Le succés des traitements
anticancéreux repose notamment sur leur capacité a induire la mort des cellules
cancéreuses et en particulier par I’induction de 1’apoptose dépendante de 1’activation des
Caspases. Cependant, 1’activation de voie de signalisation Caspase indépendante semble
prometteuse en thérapie anticancéreuse. La mort de cellules cancéreuses pulmonaires
induite par le taxol, un inhibiteur du fuseau mitotique, n’est pas inhibée en présence de z-
VAD (67). En réponse a ce méme agent, des cellules cancéreuses ovariennes meurent en
I’absence d’activation de Caspases vraisemblablement par un mécanisme dépendant d’ AIF
(68). En effet, AIF est impliqué dans la mort Caspase-indépendante induite par la

staurosporine dans des cellules cancéreuses pulmonaires chimiorésistantes(69).
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CHAPITRE 2 : DOCKING MOLECULAIRE

2.1 Introduction :

Le développement d'un nouveau médicament est un processus long et colteux, allant de
I'identification d'une cible biologique d'intérét thérapeutique jusqu'au patient, dans lequel
les essais cliniques succédent au développement préclinique (1). L'identification et la mise
au point de nouveaux médicaments se fait par I'amarrage moléculaire ou moléculaire sert
souvent a déterminer l'orientation de petites molécules liées a leurs protéines ciblées afin
de calculer leurs affinité et niveau d'activité. Ainsi, lI'amarrage joue un réle important dans
la conception pensée de nouveaux médicaments. En raison de sa valeur biologique et
pharmaceutique, on s'est efforcé d'améliorer les meéthodes qui calculent l'amarrage
moléculaire.

Plusieurs méthodes permettent d'étudier I'interaction ligand-récepteur ou encore

I'interaction d'une molécule avec un site actif.

2.2 Le Docking Moléculaire :

Le « Docking » moléculaire consiste a prédire la ou les structures des complexes formés
entre une molécule active et une protéine.

e Les algorithmes de calcul générent aléatoirement un grand nombre d'orientations
possibles pour trouver « la meilleure fagon d'insérer » la molécule dans une
protéine (au niveau du récepteur ou du site actif).

e Le programme prend en compte tous les degrés de liberté de la molécule
(translation et rotation).

e Pour chaque possibilité I'énergie est calculée en Mécanique Moléculaire, prenant
ainsi en compte toutes les interactions ligand-récepteur (liaisons de Van der Walls,
liaisons H, hydrophobie...).

e On obtient ainsi un « score » pour estimer la meilleure interaction ligand/ récepteur.

e Le score est I’enthalpie libre de liaison (il doit étre minimisé) (2).

e Une simulation de Docking comprend essentiellement deux étapes
complémentaires: le Docking et le Scoring (figure 2.1).

» Le Docking (la premiere):est 1’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le
site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations
(Poses) possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les

Plus favorables.
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» Le Scoring (la deuxiéme) : est 1’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’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 proposé
(3,4).

Complexze + AG

RBécepteur

Figure 2.1-Stimulation du Docking et Scoring.

2.3 Les outils du Docking moléculaire :

Docking (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en francais) est le nom donné aux
simulations moléculaires dans lesquelles différentes approches sont combinées pour
étudier les modes d’interaction entre deux molécules. Dans la plupart des cas, il s’agit d’un
récepteur macromoléculaire le plus souvent une protéine (cible) et d’une petite molécule
(ligand). Le terme Docking seul est couramment employer pour désigner un« Docking
protéine-ligand » (5).

2.3.1 Ligand :

En Docking moléculaire, le choix du ligand est une étape tres important .Ce choix doit étre
pertinent en raison de la spécificité du site actif de la cible évitant de tester inutilement des
molécules (6).

A présent, il existe deux moyens pour obtenir la structure chimique d’un ligand donné : la
premiere souvent d’aspect commercial, est constituée de bases de données de structures
chimiques appelés chimiothéques ou espaces chimique (7).

Le second moyen consiste a utiliser des ligands de la PDB ou de la littérature qu’on peut
dessiner, optimiser et enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2....etc.) grace a
des logiciels de construction moléculaire tels que ChemDraw, Arguslab, Titan ou Sybil

pour ne citer que ces exemples.
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Un Ligand peut étre :
— Substrat : Molécule qui se fixe au site actif de la protéine ou de I’enzyme pour subir

une action : (décarboxylation, hydrolyse, déshydrogénation. . .).
— Coenzyme : Molécule qui compléte I’action de certaines enzymes.

— Activateur : Composé chimigue qui entraine un changement de conformation du site

actif de I’enzyme pour augmenter son affinité pour le substrat.

— Inhibiteur : Contrairement a 1’activateur, ce type de ligand modifie la structure

électronique du site actif en diminuant I’affinité de I’enzyme pour son substrat.

2.3.2 Récepteur :

Est macromoléculaire étant le plus souvent une protéine (8) ; pour I’obtention des
récepteurs, on utilise les structures 3D des protéines qui sont accessibles gratuitement dans
la banque de donnée PDB (http://www.rcsb.org/pdb/). 1l s’agit d’une grande archive de
données structurales de macromolécules biologiques : protéines et acides nucléiques
(ADN, ARN). Les données structurales sont obtenues par cristallographie aux rayons X,
spectroscopie RMNet sont accessibles gratuitement sur internet via des sites Web définis
de ses organisations membres dont : RCSB PDB, PDBj, PDBe,...etc.

En mois de mai 2018, la PDB compte plus de 141616 structures de bio-macromolécules.
Les différentes conformations tridimensionnelles sont téléchargeables sous extension pdb
lisibles par les logiciels de Docking et contenant diverses informations sur la protéine en
question. Par exemple : le nom du récepteur, I’équipe qui a résolue la structure, la méthode
expérimentale, ...etc. On y retrouve aussi des informations sur la structure primaire, les
hétéroatomes, la structure secondaire et les coordonnées atomiques X, Y et Z qui
déterminent la position exacte de chaque atome dans une conformation donnée. Si la cible
n’est pas encore déposée au niveau de la banque, et cette derniére contient une protéine
avec des séquences similaires, la modélisation par homologie intervient afin de construire

la structure 3D de la cible souhaitée (9).
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Substrate

e

— BT S

Key (substrate) Lock [enzyme)

(b)

Lock-¥ey Complex Enzyme -Substrate
Complex

Figure 2.2-le site actif modéle de Fisher (10).

2.4 Les interactions Protéine-Ligand :

Au niveau du site actif, le processus d’interaction se fait par liaison complémentaire du
ligand avec I’architecture protéique. Cette association est assurée grace a plusieurs types de
liaisons faibles.

2.4.1 Les interactions électrostatiques :

Les interactions électrostatiques agissent a plus grande distance entre dipdles chargés
(figure 2.3).La distance pour une liaison saline, par exemple, est de 3, 734, 5A, et sa force
est de ’ordrede8kcal/mol. En présence de solvant, ces interactions sont favorisées du fait
de la polarité et de la petite taille de la molécule d’eau (11).
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Figure 2.3-Interactions électrostatiques.
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2.4.2 La liaison hydrogéne :

Lesponts hydrogeéne avec une force de 1’ordre de 2 a 4 kcal/mol agissent, dans les systémes
biologiques, a trés courte distance (0,9 & 2,8 A) entre un H lié 2 un O ou un N avec un O ou
un N (figure 2.4).1ls sont peu nombreux et s’adaptent tres bien a la flexibilité (I’angle peut
varier de 120° a 180°) (12).

L’orientation et la géométrie des liaisons hydrogenes contribuent a la force des liaisons

hydrogenes.
~ (‘./ oo (‘,/
" > <7 . N ” e S
O \g/ ~ (—)/ (l—) ~ (_)/ R N
T F ¥ ¥ ¥ =
A B A

Figure 2.4-liaison hydrogéne.
2.4.3 Les interactions de Van Der Walls
Les interactions de Van Der Walls sont des dipdles non permanents de faible rayon
d’action (figure 2.5).Elles sont nombreuses et contribuent essentiellement dans la

recherche de la concordance stérique entre le ligand et la protéine réceptrice (12).

Figure 2.5-Interactions de Van Der Walls.

2.4.41 es interactions hydrophobes :
Sont des chalnes organiques saturées ou aromatiques non polaires ayant treés peu d’affinité
pour ’eau (figure 2.6).Ils ont tendance a se positionner de manire a présenter la plus

faible surface de contact avec I’environnement aqueux (14).
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Figure 2.6-Interaction Hydrophobe.

2.5 Le processus de Scoring :
2.5.1 Principe :

Le score est une donnée numérique utile pour quantifier le degré avec lequel un ligand se
Complexe a un récepteur. C’est globalement une approximation de I’énergie libre résultant
du passage de la forme libre de la protéine et du ligand a I’association sous forme de
complexe. Le principe thermodynamique est le suivant (15) :

AG=AG complexeAG ligand-AG protéine
Concretement, le score est une estimation de I’affinité entre la macromolécule et la petite
molécule organique. Un score ne prédit donc en rien une activité mais bien une affinité.
2.5.2 Description des fonctions de Scoring :
a- La fonction de scoring DOCK :

Dock-Score, élaborée par Kunst, (16) dérive directement du champ de force AMBER (17).
Cette fonction est composée de deux termes électrostatique et stérique.

Dock-Score = E (électrostatique) d)+E (stérique) (d)
Ou E est I’énergie dépendante de la distance (d) entre deux points susceptibles d’interagir.

b- La fonction de scoring GOLD :

Gold-Score est issue des travaux de Willet. (18) Cette fonction est la somme des énergies

de stabilisation provenant des liaisons hydrogene, de 1’énergie interne de Van der Walls
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pour la conformation du ligand en question ainsi que la force des interactions stériques
entre le ligand et le récepteur.
Gold-Score = EIiaison H (da (1) + Estérique(d) + EVan der Walls
Les deux premiers termes (énergie de liaison hydrogéne et stérique) sont pondérés par
La distance entre les deux entités appartenant au ligand et au récepteur. L’énergie de
liaison hydrogene est également pondérée par I’angle entre les deux entités. Des pénalités
sont apportées lorsque la liaison ou le contact stérique sont en dehors d’un certain angle ou
d’une distance fixée.
c- La fonction de scoringFlexX
Cette fonction dérive de I’équation de Bohm qui est bien plus complexe que les deux
fonctions de scoring(19).
F-Score = AGg + AGtNrot + AGiiaison 1 (AR, Aa) + AGIiaisonionique (AR, Aa) +
A(;au’omatique (AR, Aa) + A(;Iipophilie (Ad)°
Cette équation considére la baisse d’entropie lors de la fixation du ligand dans le site actif.
Les interactions sont prises en compte dans cette formule (liaisons hydrogene, liaisons
ionigues, contacts aromatiques). Un terme prend également en compte la lipophilie. Les
écarts d’angle et de distance sont impliqués dans une fonction pénalisant les termes décrits
ci-dessus.
Plus I’écart entre la géométrie de la liaison observée et la géométrie idéale est important,
plus le terme est pénalisé et moins son énergie AG sera importante. Le terme lipophilique
évalue les contacts atomiques entre la protéine et le ligand (interactions favorables
hydrophobes et contacts déstabilisants).
d- La fonction de scoringChemscore :
Chemscore a été élaborée par le groupe d’Elbridgeet al (20).Elle prend également en
considération des termes similaires aux autres fonctions jusque-la décrites. Elle prend en
compte 1’énergie de liaison hydrogeéne, les interactions métal-ligand, les contacts lipophiles
et enfin un terme prenant en considération I’entropie en fonction de la flexibilité de la
molécule :
Chemscore = AGg + AGjizison 1 (d, @) + AGgtal (d) + AGIipophilie + AGyotHrot
L’énergie de liaison hydrogene est pondérée par la distance et I’angle entre les entités
«donneur» et «accepteur». Le terme correspondant a la liaison du ligand avec un métal est

pondéré par la distance entre 1’atome du ligand et le métal.
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e — La fonction de scoring PMF :

PMF (PotentialMean Force) est une fonction basée sur la connaissance (knowledgebased)
Mise au point par Muegge. (21, 22). Cette approche exploite I’information structurale
extraite de la Protein Data Bank et la convertit en énergie libre d’interaction entre paires
d’atomes protéine-ligand. Les effets entropiques, enthalpiques et de solvatation sont traités
de maniere implicite. Une étude comparative sur les algorithmes de Docking et les
fonctions de scoring met en évidence que PMF est une fonction qui fonctionne bien dans le
cas de cavité treés polaires. Nous verrons plus tard que ceci peut étre une explication de la
défaillance de PMF dans nos deux projets, dont le site actif est majoritairement a tendance
lipophile(23).

2.6 Protocole Générale de Docking :

Les approches utilisées actuellement sont exclusivement calculatoires et évaluées par des
outils de visualisation. Ces approches peuvent étre décomposees en quatre a cing phases
successives.

- Choix du mode de représentation des protéines (tout atome, pseudo-atome, grille, etc.),
Exploration conformation elle (corps-rigide position/orientation du ligand et/ou flexible
position/orientation/forme du ligand).

- Minimisation de la fonction d’évaluation de ’énergie d’interaction (ou fonction de
score) des conformations issues de 1’exploration.

- Regroupement par ressemblances et classification par évaluation plus fine du score,
accompagnée d’une étape non automatique d’évaluation visuelle des résultats lorsque le
score ne permet pas de discriminer la conformation native des différentes conformations
générées.

- Une ¢tape optionnelle d’affinement des complexes sélectionnés par minimisation ou
dynamique moléculaire.

- 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.

Page | 31



CHAPITRE 2 : DOCKING MOLECULAIRE

1- Représentation 4- Regroupement,

Classement et selection:
- re-scoring
- donnée expérimentale

2- Recherche
- conformationnelle:

-rigide (rotation et
translation)

-flexible: résidus,
chaine carbonée,
domaine

3- Minimiseur
évaluation du score

5- Affinement
-minimiseur
- dynamique moléculaire

Figure 2.7-Protocole général de Docking(24).
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CHAPITRE 3 : APPLICATIONS, RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Introduction :

Les interactions protéine-ligand jouent un r6le clé dans l'organisation de systéemes
biologiques(1). Cela a ouvert la voie a la prédiction de Il'industrie pharmaceutique, qui
s'intéresse a la création de nouveaux médicaments. Le r6le des molécules dans les protéines
est régi par les principes suivants : La reconnaissance mutuelle entre une molécule et sa
cible. C'est dans ce contexte Amarrage moléculaire(2).Dans ce chapitre, nous proposons
d'analyser les interactions entre les inhibiteurs et I'enzyme 3HOE par la méthode d'amarrage
moléculaire (Molecular Docking) en utilisant le logiciel MOE. Sachant que cette étude est
basée sur deux facteurs : les scores et les distances d'interactions qui existent entre des
groupes spécifiques de la chaine latérale de I'enzyme (résidus du site actif) et les inhibiteurs
impliqués.

3.2. Matériel :

3.2.1. Micro- ordinateur :

Dans le présent travail nous avons utilisé deux micro-ordinateurs : Dont les caractéristiques
sont présentées dans la table ci-dessous.

Tableau 3.1 - Caractéristiques des ordinateurs utilisés.

Caractéristiques Ordinateur 1 Ordinateur 2
Mémoire (RAM) 4096MB 4.00GO
Systéme d’exploitation Windows 7 Windows 7
Type de systeme 64 Bits 64 Bits

3.2.2. Logiciels utilisés :

» Protein Data Bankou PDB :

Est une collection mondiale de données sur la structure tridimensionnelle (structure 3D) de
macromolécules biologiques : protéines essentiellement, et acides nucléiques. Ces
structures sont essentiellement déterminées par cristallographie aux rayons X ou par
spectroscopie RMN(3). (Figure 3.1)

Page | 36



CHAPITRE 3 : APPLICATIONS, RESULTATS ET DISCUSSION
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Figure 3.1 — Interface du site Protein Data Bank (PDB).
» ChemDraw Ultra 12.0 :
Le dessin de formules chimiques et de schémas réactionnels est une tache répétitive pour les
chimistes a tous les niveaux de leur formation. Bien que le croquis la main soit utilisé le plus
efficacement pendant les discussions et I’apprentissage, des dessins soignés sont nécessaires
pour les rapports officiels, les publications et les theses .de tels dessins peuvent étre créées
avec plusieurs programmes et un exemple est ChemDraw.
ChemDraw est un programme simple a utiliser qui permet de dessiner intuitivement de
efficacement des représentations bidimensionnelles simples de molécules organiques. 1l est
disponible pour le PC Ainsi que pour la plate formeMac(4).Figure 3.2 — Interface du logiciel
ChemDraw.
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Test Curves Color Online Window Help
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Figure 3.2 — Interface du logiciel ChemDraw.
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» MOE (Molecular Operating Environment) :

MOE est un package, c¢’est-a-dire un ensemble de plusieurs logiciels destinés a la découverte
et la conception assistée par ordinateur des molécules biologiquement actives. Celui-ci
permet d’effectuer plusieurs tiches pendant un temps trés réduit. Permet de dessiner les
particules pour les réduire afin d'obtenir la meilleure correspondance pour ces particules. Il
permet également de docker plusieurs ligands rassemblés dans une base de données dans le
site actif d’une protéine de maniere successive. MOE présente une forme de Docking
flexible dans lequel le récepteur et le ligand change de conformation et s’adaptent a

I’environnement (5). La Figure 3.3montre I’interface graphique du logiciel MOE.

{ MOE 20140901

File Edit Select Render Protein Compute Window Help SVL DBV SEQ £¥ Cancel

System »

Open
LigX
Constrain »

Center
SiteView

Hydrogens
Hide »
Show »

Ligand »
Surface »
Measure »

Builder
Sketch
Minimize
Select »
Extend »

MMFF94x PBC Atoms Ribbon Contacts Fog ZClip

e il 1

Figure 3.3-Interface du logiciel MOE.
Discovery studiole visualiser Discovery Studio est un visualiseur gratuit qui peut étre
utilisé pour ouvrir des données générées par d'autres logiciels de la gamme de produits
Discovery Studio. Il est congu pour offrir un environnement interactif permettant de
visualiser et d'éditer des structures moléculaires, des séquences, des données de réflexion

des rayons X, des scripts et d'autres données.
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3.3. Le Protocole D’étude :

Un schéma montrant les étapes que nous avons suivies dans notre étude (Figure 3.4)

A _4

Figure 3.4 —Protocole d’étude.

3.3.1 Préparation de récepteur :

L’enzyme utilisée dans cette partie est3HOE cette derniere a été téléchargé sous forme PDB
via banque de la protéine (http://www.pdb.org).

Co-cristallisée avecl’inhibiteur10S)-3,3-dimethyl-8-{[(2S)-2-(phenoxymethyl) pyrrolidin-
1-yl] sulfonyl}-2, 3, 4,10-tetrahydropyrimido [1,2-a]indol-10-0lHOEde la formule

Ca4 Hag N3 O4 S avec une résolution égale a 2 A.

Apres le téléchargement nous avons éliminé les molécules d’eau, Cofacteur et ligands. Cette
étape, Nous permet d'obtenir un modele simplifié de 1'enzyme. La structure de I’enzyme

ainsi que ses propriétés sont données dans la figure ci-dessous.
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Figure 3.5-Structure de I’enzyme 3HOE (www.rcsb.org/pdb).

Experimental Data

Method: X-RAY DIFFRACTION
Resolution: 2.00 A

R-Value Free: 0.200

R-Value Work: 0.177

R-Value Observed: 0.178
Space Group: C 121

Unit Cell:

Length { &) Angle (*)
a=125739 a=90

b =69.94 p=130.08
c=88797 y=90

Figure3.6- Les données cristallographiques de 1’enzyme.

3.3.2 Préparation des ligands :

Les ligands qu’on a étudiés sont des dérivés de 1,2-benzisothiazol-3-one, qui sont
Considérés comme inhibiteurs de Caspase -3, ces inhibiteurs sont dessinés en utilisant le
site ChemDraw. L’optimisation de la géométrie des ligands par le logiciel MOE en utilisant

le champ de force Amber 10. Elles sont représentées dans le tableau vers le bas.
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Tableau3.2-Structures chimiques des ligands.
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3.3.3 Détection des cavites :

L'identification des sites actifs est d'une grande importance pour comprendre la fonction
d'une protéine et le mécanisme des interactions. Il existe un certain nombre de cavités ou de
poches a la surface des protéines ou se lient de petites molécules. Par conséquent,
I’identification de telles cavités est souvent le point de départ de la prédiction du site de
liaison protéine-ligand pour ’annotation de la fonction protéique et la conception de
médicaments basée sur la structure. La détection correcte du site actif du ligand est une
condition préalable & I'amarrage de protéine-ligand et au criblage virtuel a haut débit pour
identifier les médicaments candidats dans les processus de découverte de médicaments (6).
Quatorze cavités ont été détectées dans 1I’enzyme 3HOE par logiciel MOE.

Tableau 3.3-Les volumes des différentes cavités.

Cavités Volume A 3 Cavités Volume A 3
Cavité 1 58 Cavité 8 9
Cavité 2 35 Cavité 9 12
Cavité 3 12 Cavité 10 12
Cavité 4 24 Cavité 11 16
Cavité 5 11 Cavité 12 6
Cavité 6 13 Cavité 13 6
Cavité 7 7 Caviteé 14 3

Nous avons choisi la cavité 1 (Figure 3.7), dans laquelle on réalise le Docking moléculaire.
Cette cavité couvre le ligand de référence (Co-cristalliser) et aussi possede un volume

important par rapport aux autres cavités.
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Figure 3.7 —Cavitél de I’enzyme 3HOE.
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Figure 3.8 — Structure chimique de ligand référence.

Tableau 3.4 -Présente les déférentes propriétés de la cavité N°1.

Cavité Volume | Hyd Résidus
THR62 ARG64 SER120 HIS121 GLY122
1 58 17 GLN161 ALA162 CYS163 TYR204 SER205
TRP206 ARG207 PHE256

3.3.4. Etude de Docking moleculaire :

Le Docking moléculaire vise a déterminer le mode d’interaction d’un complexe formé de
deux ou plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans I’espace et des
conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur.

Ainsi, le Docking de chaque ligand généré un ensemble de modes de liaison appelés «poses»
pour lesquelles un score est calculé. Ce score est une approximation de 1’énergie de liaison
du complexe (Kcal/mol) et donc plus il est négatif meilleurs est 1’affinité prédite. Le ligand
Co cristallisé représente alors souvent la référence idéale (7).

3.4. Résultats :

Le Docking moléculaire a été effectué a I'aide de I'outil Moe. Tous les 53 composes ont été
proposés pour se lier avec Caspase3 dans la poche active. Sur la base de la conformation de
liaison, Moe a généré des énergies pour toutes les molécules. Nous avons sélectionné les
cing meilleurs composés sur la base des meilleures énergies et effectué des interactions
caspase3 -inhibiteurs. Nous avons illustré, les eénergies, les acides aminés en interaction et le
nombre de liaisons hydrogene de six composés (tableau 3.5).
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Tableau3.5 - Résultats énergétiques de Docking moléculaire.

N° S-score N° S-score (kcal mol)
Des ligands (kcal mol) Des ligands
L1 -3.54 L28 -5.21
L2 -3.31 L29 -4.87
L3 -3.86 L30 -5.09
L4 -4.36 L31 -5.35
L5 -4.35 L32 -4.74
L6 -4.41 L33 -5.18
L7 -4.60 L34 -5.05
L8 -4.77 L35 -4.84
L9 -4.62 L36 -5.37
L10 -4.64 L37 -5.17
L11 -4.31 L38 -5.35
L12 -4.72 L39 -5.34
L13 -4.96 L40 -5.28
L14 -4.59 L41 -5.14
L15 -5.15 L42 -5.58
L16 -4.98 L43 -5.37
L17 -5.03 L44 -5.14
L18 -4.92 L45 -5.31
L19 -5.02 L46 -5.23
L20 -4.54 L47 -5.70
L21 -5.42 L48 -5.38
L22 -5.03 L49 -5.83
L23 -5.33 L50 -6.30
L24 -5.07 L51 -5.78
L25 -5.53 L52 -5.22
L26 -5.22 L53 -5.25
L27 -5.18 Lréf -5.51
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A. Etude des interactions enzyme-ligand de référence :

Les résultats montrent que le ligand de référence se caractérise par un score-5.51kcal/mol.

Il établit trois liaisons est de type H-pi qui est formee entre C30 et le noyau benzoique du
ligand et le résidu TRP206 et TYR204 et SER209 avec la distance 4.24Aet 4.29A et 4.47A
(Figure 3.6).

Tableau3.6-Résultats des interactions entre les meilleurs ligands et les résidus de site actif

de 3HOE.
Ligand Receptor Interaction Distance E (kcal/mol)
C 30 6-ring TRP 206 (A) | H-pi 4.24 -0.9
6-ring CE1 TYR 204 (A) | pi-H 4.29 -0.8
6-ring N SER 209 (A) |pi-H 4.47 -1.6

Figure 3.9 —Interaction entre Lréf et les résidus du site actif de3HOE.

B. Etude des interactions enzyme-ligand :
Cette recherche a été menée sur les six meilleurs ligands (L50, L49, L51, L47, L42, L25)
Les résultats de l'interaction entre ces ligands et I'enzyme 3HOE sont répertoriés dans le

tableau ci-dessous.
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Tableau3.7-Reésultats de Docking moléculaire et analyse des interactions pour les

composés identifiés.

Inhibiteur | Le nom de composé Hydrogéne | Hydroph | Autre S
Bonds obique bond (kcal/mol)
50 N-(4-((4-morpholinophenyl) | THR62 MET61 | TYR204 |-6.30
sulfonyl)phenyl)-3- ARG207 HIS121 | ARG207
oxohexahydrobenzo PHE250
[d]isothiazol-2(3H)-
carboxamide
49 N-(4-((4- ARG207 HIS121 | CYS163 | -5.8399
methylpiperazin-1- TYR204 GLU123
yl)sulfonyl)phenyl)-3- GLY122
oxohexahydrobenzo HIS121
[d]isothiqwol-2(3H)-
carboxamide
51 2-(3-oxohexahydrobenzo [d] | ARG207 TYR204 i | -5.78
Isothiazol-2(3H)-yl)-N-(4- TRP206
piperidin-1-yl)acetamide
47 N-(3-benzoylphenyl)-3- PHE252 PHE250 | ARG207 |-5.70
oxobenzo[d]isothiazol- SER251 TYR204
2(3H)-carboxamide ARG207
42 3-0x0-N-(4-(m- ARG207 HIS121 | /I -5.58
tolyl)piperazin-1-yl) TYR204 CYS163
benzo[d]isothiazol-2(3H)-
carboxamide
25 N-(2-methoxybenzy)-3- SER205 TRP206
oxobenzo[d]isothiazol- ARG207 PHE256 | /11111 -5.53
2(3H)-carboxamide HIS121 TYR204
CYS163
HIS121
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1) Interactions3HOE-L50 :(Figure 3.10)
Le Complexe (3HOE-L50) se caractérise par un score -6.30kcal/mol. Montrer I'existence de
trois type de liaison, savoir Les liaisons sont de type liaison H, formées entre les atomes
d'oxygene des groupes carbonyle de ligand et les résidus ARG207, Thréonine62 et
Phénylanine250.Les autres liaisons sont de type hydrophobique entre cycle hexane et le
résidu MET61 et HIS121.Et autres bond type pi- sulfur avec I’atome S et les résidus TYR204
et ARG207.

r204

A6l

. ocotoR ®

- FARG
HIS - TA207
A:121 oy
P
»,
THR 50
AG2
Interactions
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Sulfur
D Carbon Hydregen Bond D Alleyl
- Fi-Cation |:| Fi-alkyl

Figure 3.10-Interactions entre le ligand 50et les résidus de site actif de 3HOE.
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2) Interactions 3HOE—-L49 :(Figure 3.11)
Le ligand L49 forme trois interactions avec les résidus de site actif, la premiere de type H-
bond (entre les atomes O et H et le résidu ARG207et TYR204 et GLY 122 et Histidine121),
la deuxiéme de type Hydrophobique (entre le noyau benzoique et le résiduHIS121), et autre
type (entre le noyau benzoique et H et le résidu CYS163 et GLU123).

TYR
THR GLY lAazod

AlEE AL -
- HI5 -
" A2l T
GLU = -
3 - L CY5
Al23 r - Al63
- - ﬁ
- ] 5
- m L]
W N e
/‘— ] )l
PHE s . gk
AL2E A Xy
P T
g N/
Ael
e N |
i
TRP : i >|—
A206 \
\ﬂ g
=
\D -
ASH ., =
A208 "y "h,;ﬁ(; _ 49
SER A207 T
A:209 o AGd
SER -
AbS
Interactions
I:I wan der Waals I:I Zarbon Hydrogen Bond
- Salt Bridge D Pi-Sulfur
- Conwentional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped

Figure3.11 —Interactions entre le ligand 49 et les résidus de site actif de 3HOE.

3) Interactions 3HOE-L51 :(Figure 3.12)
On observe que le complexe formé par ligand L51a une faible énergie de Score (-
5.78Kcal/mol) et forme interactions avec les résidus de site actif, la premiére de type H-bond
(entre I’atome O et le résidu ARG207), la deuxiéme de type Hydrophobique (entre le noyau
benzoique et cycle hexane et le résidu TYR204 et TRP206).
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TRP
A206

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-aAlkoyl
- Pi-Pi T-shaped

Figure3.12 —Interactions entre le ligand 51 et les résidus de site actif de 3HOE.

4) Interactions3HOE-L47 :(Figure 3.13)
Le ligand L47forme trois interactions avec les résidus de site actif, la premiere de type
H-bond (entre les atome O et le résidu PHE252 et SER251 et Arginine207), la deuxiéme
de type Hydrophobique (entre le noyau benzoique et le résiduTYP204 et PHE250 et
PHE?252), et autre type (entre le noyau benzoique et le résidu ARG207).
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Fi T-shaped

[ Pi-cation
Figure 3.13-Interactions entre le ligand 47 et les résidus de site actif de 3HOE.

5) Interactions3HOE-L42 :(Figure 3.14)
Le ligand L42 forme deux interactions avec le résidu de site actif, de type H-bond

(entre I’atome O et N et le résidu), et de type hydrophobique (entre le noyau
benzoique et C et le résidu CYS163 et HIS121).
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Interactions
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Figure3.14- Interactions entre le ligand 42et les résidus de site actif de 3HOE.

6) Interactions3HOE-L25 :(Figure 3.15)
le ligand L25 forme les interactions avec les résidus de site actif, de type H-bond (entre

I’atome O et H et le résiduSER205 ARG207 et HIS121), et de type hydrophobique
(entre le noyau benzoique et cycle et C le résidu PHE256 et TRP206 et CYS163 et TYR

204).
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*hg‘u o=
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Sl - 16
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[ \/
e256
CYS
Ale3
25
Interactions
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Alkeyl
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Figure 3.15- Interactions entre le ligand 25 et les résidus de site actif de 3HOE.
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Figure 3.16 —Orientation des ligands dans le site active.

3.5. Discussion :

L'orientation proposée de chacun de ces composés était donc tres similaire a celle du ligand
de référence dans la protéine Caspas3. Voir la figure 3.16.

Notre analyse a révélé la présence de diverses interactions intermoléculaires telles que des
contacts hydrophobes, meeem, cationesemr, et liaisons hydrogéne dans les complexes.
Globalement, la poche de Caspase-3 dans chaque monomeére peut étre considérée comme
ayant une région intérieure hydrophobe et une région polaire extérieure. La région
hydrophobe comprend TYR204, CYS163, PHE256" et MET61 tandis que la région polaire
comprend GLU146, HIS121, GLU147, ARG207.

Les quatre composés présentant un top score ont un aromatique fragment qui forment tous
une interaction avec TYR204. Les conformations des trois autres composés montrent la
présence d'une interaction h-bond avec ARG207 suggérant qu'une capacité a engager
ARG207 pourrait étre cruciale pour effectuer I'inhibition de la Capase-3.

Bien que la conformation ancrée du ligand de reférence ne forme pas l'interaction h-bond
avec ARG207, elle forme pi-H interaction avec SER209, ce qui pourrait & son tour stabiliser

son interaction avec la Caspase-3.
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CONCLUSION GENERALE

Notre travail de master avait pour but essentiel d’acquérir des compétences en
simulation informatique, notamment le Docking moléculaire par « MOE » afin de
contribuer au développement in silico de nouveaux inhibiteurs de la Caspase-3, inhibe la
production de ROS et est nécessaire pour une exécution efficace de I'apoptose , il cible
I’enzyme 3HOE.

Dans un premier temps, nous avons présenté la Caspase de fagon générale.

Par ailleurs, dans une deuxiéme partie, nous avons abordés les principes fondamentaux de
la méthode de Docking moléculaire.

Dans la troisieme partie, nous avons présenté la partie la plus importante dans ce travail qui
est le développement de protocole de Docking moléculaire par le logiciel MOE (version
2014) pour les inhibiteurs proposés.

Dans un premier lieu, nous avons congu et préparer 53 composés, puis on a appliqué le
Docking moléculaire sur ces inhibiteurs avec I’enzyme 3HOE, les résultats obtenus nous
permet de déterminer les meilleurs complexes stables formés.

Nos ¢études sont basées sur le calcul des énergies d’interactions, et les distances
d’interaction entre les inhibiteurs et le récepteur.

Les résultats obtenus montrent que les Six ligands L50, L49, L51, L47, L42, et L25formant
un complexe avec le récepteur 3HOE, et qui possedent les plus petites énergies Score par
rapport au ligand de référence (S=-5.51kcal/mol), ceci montre que ces complexes sont plus
stables. On peut les classer selon I’ordre suivant : L50< L49< L51< L47< L42< L 25.
Notre analyse a révélé la présence de diverses interactions intermoléculaires telles que des
contacts hydrophobes, mesem, cationeeert, et liaisons hydrogéne dans les complexes.
Globalement, la poche de Caspase-3 dans chaque monomeére peut étre considérée comme
ayant une région intérieure hydrophobe et une région polaire extérieure. La région
hydrophobe comprend TYR204, CYS163, PHE256' et MET61 tandis que la région polaire
comprend GLU146, HIS121, GLU147, ARG207.

Les quatre composeés présentant un top score ont un aromatique fragment qui forment tous
une interaction avec TYR204. Les conformations des trois autres composés montrent la
présence d'une interaction h-bond avec ARG207 suggérant qu'une capacité a engager

ARG207 pourrait étre cruciale pour effectuer I'inhibition de la Caspase-3.



Résumeé :

Avec le développement des outils informatiques au cours des 20 dernieres années, la
modélisation moléculaire et l'amarrage moléculaire plus précis sont entrés tres
rapidement dans le domaine de la recherche sur les médicaments.

L'objectif de notre travail est de contribuer au développement de nouveaux inhibiteurs
de la Caspase-3 en utilisant Docking moléculaire pour simuler les interactions
enzyme-inhibiteur. Nous nous basons spécifiguement sur deux paramétres : le score
énergétique et la distance d'interaction entre le ligand et le résidu du site actif.
L'analyse des résultats obtenus a montré que six composés dérivés 1, 2-
benzisothiazole-3-one sont L25, L42, L47, L49, L50 et L51. lls ont un meilleur effet
inhibiteur, ce qui nous permet de les choisir ces derniers comme étant de nouveaux

inhibiteurs potentiels de la Caspase3.

Mots clés : Docking moléculaire - Caspase-3-Le score-Les dérivés de 1, 2-

benzisothiazole-3-one.



Abstract:

With the development of computer tools over the past 20 years, molecular modeling
and more precise molecular docking have entered the realm of drug research very
quickly. The objective of our work is to contribute to the development of novel
caspase-3 inhibitors by using molecular docking to simulate enzyme-inhibitor
interactions. We specifically base ourselves on two parameters: the score and the
distance of interaction between the ligand and the residue of the active site. Analysis
of the results obtained showed that six compounds are L25, L42, L47, L49, L50 and
L51. They have a better inhibitory effect, which allows us to choose them as potential

new inhibitors of caspase3.

Mos keys: Docking moléculaire - Caspase-3- the score- 1, 2-benzisothiazol-3-one
Derivatives.



