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INTRODUCTION GENERALE

Toute vie dépend du bon fonctionnement d’une grande variété de catalyseurs
organiques ou enzymes. Les structures biologiques correspondent a des fonctions bien
définies et la vie d’un organisme dépend du rdle des structures biologiques, des membyres aux

divers organes, et jusqu’aux agents chimiques du métabolisme, comme les enzymes.

Les enzymes ont fait 1’objet de recherches intensives ayant permis de dévoi

principes du fonctionnement cellulaire. Leur importance s’est encore accrue
lancement de projets de séquengage des génomes a grande échelle. De plus, leur intérét va
bien au dela de la collecte de connaissances fondamentales puisqu’elles trouvent des
applications dans des domaines variés tant biomédical (réactifs, kits de diagnostic, méthodes
thérapeutiques) qu’industriel (mise en ceuvre de technologies i base d’enzymes dans

’industrie agro-alimentaire).

La caractéristique la plus évidente des organismes vivants est qu’ils sont complexes et
extrémement organisés. Par exemple, les organismes assez grands pour étre visibles a I”ceil nu
sont formés de nombreuses cellules, le plus souvent de types différents. A leur tour, ces
cellules contiennent des structures subcellulaires, qui sont des assemblages complexes de trés
grosses molécules. Ces macromolécules ellessmémes ont un remarquable & degré
d’organisation avec une structure tridimensionnelle complexe, bien qu’elles soient constituées
d’un petit nombre d’éléments chimiques comme les sucres et les acides aminés.

En fait, la structure tridimensionnelle complexe caractéristique des macromalécules
résulte des interactions entre ses constituants, en fonction de leurs propriétés chimiques
individuelles [1].

Le traitement informatique des processus enzymatiques s’est développé
spectaculairement dans les deux derni¢res décennies [2]. Bien que nous sommes Join de
pouvoir exécuter des calculs quantitatifs avec précision, le graphisme moléculaire, la
dynamique moléculaire et la mécanique quantique fournissent de nouvelles informations

essentielles non disponibles par les expériences les plus sophistiquées. Mais la meilleure

maniére d’obtenir de bons aspects structuraux des processus enzymatiques est de combiner les
méthodes expérimentales et informatiques. Bien que les données primaires soient obtenues
par la cristallographie des rayons X ou par spectroscopie RMN, I’importance cette
tendance a été déja soulignée il y a plus de vingt ans [3]. Le développement rapide des
ordinateurs et des méthodes informatiques permet d’étudier des systémes entre 50-100 atomes

par mécanique quantique et jusqu’a 50 000 atomes par mécanique moléculaire [4].
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I. MODELISATION MOLECULAIRE
Les chercheurs en chimie et en biologie, font de plus en plus largement appel a des

outils qui leur permettent de prévoir avec toujours plus de finesse les effets des molécules en
fonction de leurs structures et, ce qui est encore plus intéressant pour les concepteurs,
d’imaginer la structure de nouveaux édifices qui est susceptible d’induire un comportement

donné et de produire ’effet recherché.

Dés 1950, I’outil informatique a été mis en ceuvre dans le domaine chimique dans le
but de modéliser les structures moléculaires. Depuis cette époque 1’augmentation de la
puissance de calcul des ordinateurs a permis & la modélisation moléculaire de s’intéresser a
des structures de plus en plus complexes d’une maniére plus rigoureuse et réaliste. Ainsi, la
modélisation est devenue une nouvelle technique de compréhension des phénoménes

chimiques et de calcul des surfaces d’énergie potentielle des molécules organiques [5].

Le développement important au cours de ces derniéres années des moyens

informatiques (mémoire plus importante, superordinateurs plus puissants, ¢change

d’information grace a Internet,...) a permis & la chimie de s’enrichir d’outils info

spécialement destinés & la représentation des molécules.

milliers d’atomes, grandes surfaces moléculaires et protéines). De ce fait, un phénoméne de
~ compétition entre la taille des systémes moléculaires et la puissance des superordinateurs est

apparu [6].

Contrairement a ses débuts, la modélisation moléculaire est aujourd’hui mieux
acceptée. D’ailleurs, en 1998, le prix Nobel de chimie a été décerné a John. A. Pople et
Walter Kohn pour leurs travaux dans les domaines de la chimie informatique ¢t de la

modélisation moléculaire (chimie quantique).

La modélisation moléculaire se sert, pour simuler des syst¢mes moléculaires, des
méthodes de calculs théoriques telles que la dynamique moléculaire (DM), la mécanique

moléculaire (MM).

Les molécules peuvent adopter de nombreuses conformations dont certaines

correspondent & I’interaction avec un site actif ou au comportement en solution. La stabilité

relative de ces conformations peut étre évaluée par le calcul de 1’énergie potentielle qui leur

2
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est associée. Trois méthodes principales de calcul de I’énergie sont mises en ceuvre, elles sont

généralement couplées a des méthodes de recherche de conformations et des minimiseurs

mathématiques permettant de calculer les minima de la fonction d’énergie.

I-1. LA MECANIQUE MOLECULAIRE :

L’énergie conformationnelle est la sommation de termes d’interactions évaluées a

partir de tables pré calculées (les champs de force) contenant les constantes d’élongation, de

déformation, de torsion, d’attraction et répulsion électrostatique. C’est la méthode

fréquemment retenue car elle produit les temps de calcul les plus courts.

I-2. LA DYNAMIQUE MOLECULAIRE :

la plus

Elle prend en compte ’effet de la température, de la pression et du temps, calcule les

trajectoires des atomes et approche la flexibilité des molécules, leur comportement en splution

ou les modes de vibration.

L’objet de ce mémoire est d’étudier les interactions de la tetratricopeptide (CTPR 3)

avec un inhibiteur synthétisé, par des méthodes non- quantiques comme la mécanique

moléculaire et la dynamique moléculaire.et un deuxiéme que nous avons congu

comme

modeéle pour pouvons comparer les stabilités et par suite I’efficacité vis-a-vis de la CTPR 3

Un bref apercgu sur la CTPR 3 sera exposé dans un premier temps.

. TETRATRICOPEPTIDE 3 (CTPR 3) ET L’IHIBITEUR

La séquence de tetratricopeptide (TPR) a été identifiée en 1990 [7] dans les geénes

(CDC23). C’est une structure hélicoidale composée de 34 acides aminés qui se prod

it dans

plus de 300 protéines différentes et qui sont associés & une gamme diversifiée de fonctions

biologiques. Trois protéines ont été construites avec un, deux, et trois copies ou plus
de TPR (CTPR1, CTPR2 et CTPR3).

La CTPR3 qui f ait I’objet de notre travail elle est constituée de sept motif

son code PDB est le « 1na0 » elle est cristallisée se forme d’un dimére [8].

C’est une enzyme dotée de différentes activités biologiques selon le changer
ces motifs, impliquée notamment dans les mécanismes de cancérisation et les inj

virales.

u motif

de TPR

nent de

fections
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Les inhibiteurs étudiés dans ce mémoire ce sont des peptides cycliques ils sont

considérés comme des inhibiteurs de protéase [9].

La protéase est une enzyme qui catalyse les liaisons amides dans les peptideg et les
protéines [10]. Elle joue un rdle trés importants dans plusieurs maladies tel que les maladies

cardiovasculaires [11], le désordre neurodégénératif [12], les infections virales [13] et cancer

[14].

Par exemple, beaucoup de tumeurs ont des niveaux élevés des protéases a toutes les
étapes de progression et de métastase de cancer, qui font & ces enzymes les cibles attrayantes

pour des thérapies anticancéreuses [15].

D’ou le but de notre travail qui consiste a étudiée I’interaction entre la CTPR 3 et les

deux substrats représentés ci-dessous :

Substrat 01 (Synthétisé€) Substrat 02 (Congus)
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CHAPITRE I : Méthode de la modélisation moléculaire

Introduction

La recherche et la synthése de nouveaux composés chimiques et biochimiques sont

aujourd’hui souvent associées & une étude par modélisation moléculaire.

Gréce au développement informatique de ces derniéres années et a I’essor du calcul

paralléle intensif en particulier, la modélisation moléculaire est devenue un véritdble enjeu.

En effet les systémes moléculaires qui sont amenés a étre étudiés tendent devenir de plus en

plus complexes. Cette complexité non seulement lide a la taille des molécules gnvisagées

(plusieurs centaines de milliers d’atomes pour les molécules biologiques par exemple) ainsi

qu’a la structure intrinséque des atomes eux-mémes, mais aussi au degré de précision exigé

pour le calcul de certaines grandeurs physiques [1].

La modélisation moléculaire est un terme général qui englobe différentes techniques

de graphisme moléculaire et de chimie computationnelle permettant de dessiner,

afficher,

simuler, analyser, calculer et stocker les propriétés des molécules. En outre, elle permet

d'investiguer les changements de conformations lides & des mutations & partir de stn:ftures 3D

expérimentales. Le comportement des molécules peut étre simulé de fagon s

tique ou

dynamique. Cette derniére inclus notamment le comportement et la flexibilité des molécules

en solution, les mécanismes réactionnels et les interactions mises en jeu dans la

enzymatique, la reconnaissance moléculaire et la compléxation.

La modélisation moléculaire est une application des méthodes théorique

catalyse

s et des

méthodes de calcul pour résoudre des problémes impliquant la structure molécul‘fre et la

réactivité chimique [2]. Ces méthodes peuvent étre relativement simples et
rapidement ou au contraire, elles peuvent étre extrémement complexes et demand
centaines d’heures de temps d’ordinateur, méme sur un super-ordinateur. En |
méthodes utilisent souvent des moyens infographiques trés sophistiqués qui
grandement la transformation de quantités impressionnantes de nombres en

représentations graphiques facilement interprétables [3].

ilisables
hient des
olus, ces
facilitent

quelques
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L. Mécanique moléculaire

L’expression « Mécanique moléculaire » (MM) désigne actuellement une méthode de

calcul qui permet, d’obtenir des résultats de géométrie d’énergies moléculaires en

sur la mécanique classique.

se basant

La mécanique moléculaire est apparue en 1930 [4], mais s’est développée 4 partir des

années soixante, quand les ordinateurs furent plus accessibles et plus performants.

Le concept est apparu, & un moment ou la théorie quantique de Ia liaison

chimique

était déja reconnue depuis longtemps, et ou les premiers calculs quantiques de molécules

organiques par ordinateur étaient réalisées. C’est que la MM n’est pas une méthode de

chimiste théoricien mais a été mise au point par la communauté des spectroscopistes, a un

moment ou il devenait admis que la fréquence d’absorption IR pouvait correspondre a la

vibration d’une liaison particuliére, d’une molécule & une autre [5].

La mécanique moléculaire est une méthode non quantique, mais elle a un intérét pour

les grands systémes, comme dans le cas des systémes biologiques qu’on ne peut aborder avec

les méthodes quantiques [6]. La mécanique moléculaire, appelée parfois « calcul par champ

de force empirique » [7-8], nous permet de minimiser I'énergie afin d'obf

enir des

conformations & basse énergie de notre systéme moléculaire et de réduire des forces initiales

trop grandes qui aboutiront & une trajectoire aberrante [9].

La mécanique moléculaire ressemble aux modéles de type « tiges et boules

pour but de calculer ’énergie potentielle d’une molécule (ou d’un systéme de molé

fonction de coordonnées d’atomes :

E, = f(rl,rz,...,rn)

Ou r représente le vecteur position de I’atome i.
La mécanique moléculaire utilise les approximations suivantes :

* chaque atome constitue une particule ;

e I’atome est considéré comme une sphére rigide ayant un rayo

charge déterminée ;

». Elle a

cules) en

n et une
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* les énergies sont calculées par des formules dérivées de la mécanique

classique [2].

Un calcul de mécanique moléculaire aboutit a une disposition des noyaux telles que la

somme de toutes les contributions €énergétiques est minimisée ; ses résultats concernent

surtout la géométrie et I’énergie du systeme. L’idée directrice de cette méthode est d’établir,

par le choix des fonctions ¢énergétiques et des paramétres qu’elles contiennent, uin modeéle

mathématique, le « CHAMP DE FORCEDp, qui représente aussi bien que possible les| variations

de I’énergie potentielle avec la géométrie moléculaire [10].

L. 1.Champ de force

Compte tenu de la taille des systémes étudiés en biologie, I'utilisation de la m

quantique n'est pas possible (voir exemple d’un temps de calcul SCF d’un peptide).

écanique

Les macromolécules sont représentées comme un ensemble d’atomes ponctuels dont

les interactions sont décrites par un potentiel semi-empirique ou champ de force.

On appelle champ de force le modéle mathématique représentant I'énergie potentielle

d'une molécule en mécanique moléculaire.

Le champ de force exprime réellement la moyenne des interactions électroniques entre

les atomes [11].

Le champ de force permet d’accéder & Phypersurface énergétique d’une molécule en

établissant un lien entre les déformations structurales du systéme et son énergie potentielle. Il

désigne 2 la fois ’équation mathématique (fonction d’énergie potentielle) et les paramétres

qui la composent [12]. La fonction d’énergie potentielle définit une énergie :Epirique,

Iénergie totale étant décomposée en une somme de termes additifs représentant ¢

cun des

interactions inter atomiques. Elle est exprimée comme une somme de contributions de

plusieurs types d’interaction [ 13-14]. Elle peut se décomposer en terme d’interaction

intramoléculaire et terme d’interaction intermoléculaire.

Les interactions intramoléculaires ne dépendent que des coordonnées internes des

molécules c'est-a-dire des liaisons, des angles de valence, et de torsions. En fait, pou

’expression du terme potentiel est rendre plus fidéle la description du systéme, des td

r affiner

rrmes de
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couplages entre différents atomes ont été introduit. Le potentiel intramoléculaire peut s’écrire

de la fagon suivante :

Vint ramoleculaire — Z I/élongation + Z I/courbure + Z V;orsion + z T/croisé

liaison angles anglesdiédres

e N VA G

Les interactions intermoléculaires prennent en compte les interactions qui

n’interagissent pas par des termes de liaison, d’angle de courbure et d’angle de torsion. Le

potentiel non liant s’exprime en deux termes : un terme de Van der Walls et 1

d’énergie électrostatique. On a donc ;

I/;nt ermoléculare — Z I/:)an der Walls + Z I/éléctrostatique

atomes nonliés atomes nonliés
Donc I’énergie stérique s’exprime par I’équation suivante :

+F

+ Eb torsion + E vdw + E

elec

E = E Stretching ending +E h

Le terme « Stretching » représente I’élongation des liaisons.
Le terme « Bending » représente la variation des angles.

Le terme « Torsion » se rapporte a I"énergie de torsion des angles diédres.

In terme

iydrogen

Le terme « VAW » rend compte des énergies d’interaction non covalente entrd atomes

non liés.

Le terme « Elec» rend compte des énergies d’interaction électrostatiques entre

atomes non liés.
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Le terme « Hydrogen » rend compte des liaisons d’hydrogenes.

Il est important de noter que les champs de forces constituent une approche

purement

empirique. Ils sont paramétrés de maniére & ce que ’ensemble des différentes contributions

permette de simuler une série de résultats expérimentaux. Un champ doit donc toujours étre

considéré comme une entité indivisible et il est exclu de combiner les terme

et/ou les

paramétres de deux champs dans I’espoir d’obtenir un meilleur ensemble [15]. E outre, le

paramétrage vise souvent a ce que le champ de forces puisse traiter de maniére r aliste une

catégorie particuli¢re de composés. On peut ainsi trouver des champs destinés plus

spécialement & la modélisation de petites molécules organiques, de macromol cules, de

complexes organométallique [16], ou encore de nucléotides [17]. Il est donc dans

temps important de vérifier si le champ choisi est adapté au systéme 2 étudier.

I. 2. Différents champs de force en mécanique moléculaire

Différents champs de force utilisent le méme type de termes énergétiq
paramétrés de maniéres différentes. Les champs de forces en MM peuvent é&tre g

trois classes principales [18] :

 Champs de force contenant uniquement les termes harmoniques.
o Champs de force utilisant les termes d’ordre supérieur

quadratique,...).

premier

ues mais

roupés en

(cubique,

 Champs de force suggérés par Allinger et col [19] ne considérant pas que

les termes de la mécanique moléculaire classique mais aussi

chimiques comme 1’électronégativité.

- MM2/MM3/MM4 :
MM?2 est le premier champ de force développé par Allinger et col. [20-21

es effets

] 1l a été

congu au début pour les molécules simples (alcanes, alcénes, alcynes non conjugués,
amines...), mais ses versions améliorées MM3 (1989) [22] et MM4 (1996) [23] lui permet de

traiter des molécules organiques de plus en plus complexes.

10
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- OPLS:

Le programme OPLS (Optimized Potentiels for Liquid Simulations), commé Pindique

son nom, est congu pour optimiser le potentiel qui permet la description des propriétés de

solvatation. II est développé par W. L Jorgensen et J. Tirado Rives [24].

- GROMOS:

GROMOS (Groningen Molecular Simulation Program Package), est développé par

Van Gusteren [25] et congu spécialement pour les biomolécules en milieu aqueux en vue

de I’étude des interactions entre les molécules d’eau et les groupements polaires des

protéines.
- CHARM (Bio+) :

Développé par Karplus et col [26-27], pour le calcul de biomolécules. Son concept est

semblable & celui d’AMBER. Bien qu’au début, ce champ de force congu| pour les

aminoacides et les protéines, maintenant il traite d’autres biomolécules.

- EMO:
Le programme Emo (Energy Of Molecul), est développé par B. Blaive [28-3

basé sur le champ de force MM2. Il est articulé autour de trois menus :

e Menu 1 : entrée de la molécule a ’aide d’un clavier,

* Menu 2 : manipulation géométrique sur la molécule.

1], il est

* Menu 3 : minimisation de 1’énergie par mécanique molgculaire.

- AMBER:

AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement), a été écrit par|Kollman

[32]. Le champ est paramétré pour les protéines et les acides nucléiques (UCSF, 1994). 11 a

¢té utilisé pour les polymeéres et pour d’autres petites molécules. Dans le cadre de ge travail,

nous utiliserons ce champ de force, puisque on va traiter les protéines.

- SPASIBA :

(Spectroscopic Potentiel Algorithm for Simulating biomolecular conforamtional

Adaptability), élaboré par Gérard Vergoten et col. (1995). 11 combine le champ
spectroscopique modifié de Urey-Bradly-Shimanouchi [33] et le champ de force 4
II permet de trouver les structures, les énergies de conformation et les fr

vibrationnelle au minimum énergétique d’une molécule [34].

de force
AMBER.

tquences

11
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IL. Dynamique moléculaire

La Dynamique Moléculaire simule, & partir des lois de la mécanique classiq

ue, les

trajectoires des atomes en phase cristalline, en solution ou en phase gazeuse [35436]. Elle

donne I'évolution d'un systéme dans I'es ace conformationnel au cours du temps. Une
y p p

résolution numérique des équations classiques du mouvement est utilisée pour| ¢

I'énergie du systéme le long de son parcours sur la surface de potentiel du systéme.

IL. 1. Principe

alculer

Les simulations de dynamique moléculaire consistent a calculer les positions et les

vitesses d'un systéme d'atomes [3 71.

En dynamique moléculaire classique [38-39], chaque atome de la molécule est

considéré comme une masse ponctuelle dont le mouvement est déterminé par ’ensem

forces exercées sur lui par les autres atomes en fonction du temps.

ble des

A une température donnée, une vitesse initiale est attribuée a chaque atome.|A partir

de ces vitesses, considérées constantes, la position des atomes change en V,0t, ou y

. est la

vitesse de I’atome i et ¢ est ’incrément de temps. Avec ces nouvelles coordonnées, on

détermine les forces qui agissent sur chaque atome (équation1) selon le champ de fT
potentiel utilisé, et selon la seconde loi de Newton, on attribue les nouvelles vi
positions.
= — d*r(t
F =miai=mi_,2E 1)
dt
Ou Ff : Vecteur force agissant sur I’atome i.
E : Masse de I’atome i.
Zz: : Vecteur accélération de 1’atome i.
Z : La position de I’atome i.

ce et le

esses et

12
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Comme la montre 1’équation de Newton, la vitesse et le sens du mouvement atomique

dépendent des forces qui s’exercent sur les atomes. En pratique, les atomes possjdent une

vitesse initiale propre qui se conforme 2 I’énergie cinétique totale du systéme. Ce

va dépendre de la température de simulation étudiée.

e énergie

Tout en simulant une montée en température ; on fournit une énergie cinétique aux

atomes correspondant & une certaine température. Cette énergie cinétique autorise l¢

a franchir des barriéres de potentiel que les autres minimiseurs ne peuvent franchir.

systéme

Des vitesses v sont assignées aux atomes par tirage aléatoire suivant une distribution

de Maxwel :
E = lZm, v,) = 3 NK,T
2 2
Ou (v, )2 : valeur du moyenne carré de la vitesse.

N : nombre d’atomes du systéme.
K, : Constante de Boltzmann.

T : température absolue.

On peut alors démarrer une simulation, pour cela on calcule

* les accélérations a; de I’atome i suivant la loi de Newton, (1) avec F; : force appliquée sur

’atome i est calculée selon la relation : F": =~d E,; / r (1)

* Les vitesses de chaque atome 4 partir de la connaissance des accélérations :
a, = dv, [dr

* les positions atomiques a partir des vitesses atomiques : ;: =d ;,. / dt

Des intégrations successives de ces équations sont faites en subdivisant la trajectois

€ €n unc

série d’état discret séparés par des intervalles de temps trés courts, ce qui conduit & une

trajectoire en fonction du temps.

13
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Connaissant la vitesse et I’accélération de I’atome i 4 I’instant t on peut connaitre sa position &

Iinstant ¢+ As :
At : Pas d’intégration (z 107" s)
r,(t+Af) = r(6)+v,.At +1/2a, At 2

I1. 2. Calcul de dynamique moléculaire

Une dynamique moléculaire se compose de quatre phases distinctes :

Initialisation ;

La dynamique moléculaire requiert un jeu de coordonnées et vitesses initjales. La

géométrie de départ utilisée provient d’une structure établie expérimentalement lorsque c’est

possible, si non elle générée a partir du champ de force utilisé. L’énergie du systéme est

minimisée afin d’éliminer toutes les interactions fortement défavorables, qui, si elles étaient

conservées, perturberaient la simulation. Les vitesses initiales sont attribuées selon la

statistique de Boltzmann.
Thermalisation :
11 s’agit de chauffer le systéme pour ’amener i Ia température souhaitée.

On utilise comme structure initiale la structure minimisée.,

On tire aléatoirement le jeu de vitesse initiale, soit 4 zéro i des vitesses correspondant a

quelques dizaines de Kelvin.

On intégre ainsi les équations du mouvement en multipliant réguliérement les vitesses afin

d’augmenter la température jusqu’a la température de référence (généralement 300K).

Une montée en température demande en général 2 a 10ps de simulation (200 & 1000 pas

d’intégration Az ).

Equilibration :

C’est une phase importante au cours de laquelle on stabilise la température du

systéme, il y a alors un échange important entre énergie potentielle et énergie cinétique.

14
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C’est une phase ou on contrdle réguliérement la température que I’on rameéne dans la

fenétre souhaitée. La température de déviation se fait suivant un processus de relaxation ou la

dfatT =7 (T, -T)
Avec 7 :temps de relaxation.
T, : Température de référence.

T : Température du systéme.

7

Durant la phase d’équilibration la valeur der doit é&tre assez petite pour permettre un

couplage efficace (généralement 7 =10 fs)
Cette phase peut durer de 10 4 20 ps.
Dynamique ou production :
C’est la phase réellement exploitable qui dure en moyenne de 60 4 100 ps.

Au cours de cette simulation, on doit sauvegarder les conformations, les énergies. ..toutes les
0.05 ou 0.1 ps.

La dynamique la plus classique se fait a température constante avec un scaling des
vélocités, mais un temps de relaxation plus grand (0.1 & 0.4 ps) pour permettre d’évaluer

I’équilibre propre du systéme.

I est conseillé d’enlever les contraintes ( Az = 2 fs) durant cette phase de dynamique.

15
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IIL. Docking moléculaire (Arrimage moléculaire)

Connaitre la structure en trois dimensions des macromolécules et comprendre leurs
mécanismes de compléxation est fondamental pour la compréhension des systémes

biologiques, et donc essentiel dans de nombreux domaines.

Dans ce but, la chimie apporte sa collaboration a la biologie structurale qui s’intéresse quant

a elle au rapport qui existe entre la structure des molécules et leur fonction biologique
Cette union débouche sur des avancées couvrant différentes applications, telles que :

* La recherche pharmacologique (conception de médicaments en trouvant un ligand, c’est-a-
dire une molécule médicamenteuse complémentaire, 4 assembler avec un récepteur

membranaire connu).

* La biologie cellulaire (interaction entre macromolécules, protéines ou acides nucléiques,

intervenant dans les cycles cellulaires)
* La recherche médicale (élaboration de nouveaux traitements visant les cellules une 4 une )
* Les nanobiotechnologies (conception de puces 3 ADN, de biocapteurs ...)

Cependant les outils de modélisation moléculaire sont particuliérement performants
pour I’étude au niveau atomique les interactions entre deux entités moléculaires et|ce type

d’étude fait appel le plus souvent aux techniques de « DOCKING ».

Le docking vise & prédire la structure d’un complexe formé par deux molécules, la

formation de ces complexes est fondée sur la reconnaissance de la structure tridimensionnelle

d’un ligand par un site récepteur et contrdle de 1’activité de nombreuses molécules.

Le plus souvent, le récepteur est une protéine qui posséde un ou plusieurs sites actifs
spécifiques, plus ou moins accessibles selon les cas. Le ligand, est généralement une molécule
flexible étrangére de petite taille. La liaison entre le ligand et le récepteur introduit un signal

biologique qui peut avoir diverses formes [40].

Par exemple, certains récepteurs sont des protéines membranaires permettant le passage
sélectif de certaines molécules (ions, nutriments) a I'intérieur de la cellule, d’autres sont des

enzymes dont I’activité est fonction de I’affinité spécifique avec un substrat . . .

16
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Le Docking moléculaire a pour but de déterminer le mode d’interaction d’un ct
formé de deux ou plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans ’espac

conformations favorables pour la fixation d’un ligand 4 un récepteur [41].

Toutes les méthodes de « Docking moléculaire » peuvent étre décomposées
étapes :

e Caractérisation du récepteur et I’identification du site de fixation.
* L’orientation du ligand dans le site de récepteur.

L’¢valuation de I’orientation du ligand et de son adéquation au récepte

pmplexe

e et des

en trois

ur [42].
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CHAPITRE 1I : Analyse conformationnelle

L’énergie potentielle d’un systéme est une fonction complexe et multidimension

énergie potentielle minimale. Il est donc important de disposer d’algorithmes qui p

d’optimiser rapidement la géométrie d’une molécule [1].
I. Minimisation de I’énergie :

La mécanique moléculaire nous permet de minimiser 1'énergie calculée [2]. Le role de la
minimisation est essentiellement de relaxer la structure initiale et d’éliminer les mauvais|contacts
interatomiques. Les structures « minimisées » correspondent généralement au minimum local le

plus proche de la structure de départ plutdt qu’au minimum global d’énergie.

La minimisation permet aussi de trouver le minimum d’énergie potentielle dans le champ
de force étudié et sous les contraintes imposées. Ces méthodes autorisent généralement des
changements de conformation plus importants grice a la réduction du nombre et de la nature des

variables ou la simplification du champ de force.

Les méthodes de minimisation sont basées sur le calcul des dérivées de la fonction
d’énergie et utilisent des processus itératifs : & partir de I’énergie potentielle et du gradient,
calculés pour un jeu de coordonnées, ces algorithmes générent un nouveau jeu de coordonnées

correspondant a une énergie potentielle plus basse.

Le principe de base de la minimisation est qu’a partir d’'une géométrie trés approXimative,
on recherche le jeu de coordonnées cartésiennes qui réduit & son minimum la somme de toutes les
contributions énergétiques dues aux déformations des coordonnées internes et aux interactions
entre atomes non liés. En principe, il suffit de prendre la dérivée premiére de 1’énergie stérique
par rapport 4 chacun des degrés de liberté de la molécule et de trouver P’endroit sur

I’hypersurface énergétique ou, pour chaque coordonnée r, : E/or, =0

Les procédures pour atteindre ce but sont de deux types : les unes utilisent uniquement la
pente de la surface (les dérivées premiéres) : les autres a la fois cette pente et la courbure de la

surface (les dérivées premiére et seconde).
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Presque toutes les méthodes de minimisation ont au moins un point en commun : on
commence 2 un endroit donnée de ’hypersurface et on descend vers le minimum le plus proche,
sans savoir si ce minimum est local ou absolu. On doit donc présenter & I’ordinateur plusieurs

conformations de départ, sous forme de coordonnées internes, en s’inspirant de modéles

moléculaires [3].

Les minima locaux sont inévitables car les longueurs de liaison et les angles de valence
sont rapidement optimisés au stade initial de la minimisation ; mais quand ces derniers ont atteint
leur valeur d’équilibre, d’autres mouvements tortionnels sont inhibés puisque pour réduire

d’avantage I’énergie totale du systéme il faut pouvoir déplacer plusieurs atomes [4].

I1. Surface d’énergie potentielle :

Une surface d’énergie potentielle ou plus exactement I’hypersurface d’énergie potentielle,

notée HSEP, est ’ensemble des points générés par la fonction E(R), R étant le vecteur dont les
composantes (7,,7,,...7;,) sont les variables géométriques du systéme moléculaire. L’hypersurface
sera de dimension 1 si I’énergie du systéme ne dépend que d’une seule variable géométrique,
dans ce cas E(R) sera représentée par une courbe de potentiel. Si E(R) =E (r,,7,) ’ensemble des
points générés par cette fonction est un plan. En général, si un systéme moléculaire est repéré par

n coordonnés géométriques, I’hypersurface sera de dimension n.

Chaque point sur I’hypersurface correspond & une géométrie précise du systéme

moléculaire. Les points pour lesquels
OE/or, =0

sont appelés points stationnaires, et correspondent aux minima et aux états de transition [5].
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ITI. Analyse conformationnelle :

La plupart des programmes modernes de mécanique moléculaire ont une

interface

graphique qui permet & I’utilisateur d’entrer la structure d’une molécule et de minimiser son

énergie dans cette conformation. Cependant la conformation trouvée n’est pas nécessairement la

possible que la structure minimisée ait une énergie fortement élevée par rapport au

inimum

structure de plus basse énergie ce qui lui confére une stabilité relative. En effet, il est trIut a fait

global ce qui lui donne peut d’intérét pratique [6].

L’analyse conformationnelle est une méthode qui permet de calculer 1’énergie

relative

associée a la conformation d’une molécule [4]. Son but est donc de trouver le plus de minima

possible, et de calculer la population de Boltzmann [6]. Cette derniére nous renseigne sur la

population des niveaux occupés & une température donnée.

J

N, =N,exp(-E,/KT) NN AE. | KT
N, =Nyexp(-E, /KT)[ = N/ Ny = exp(-AE, KT)

Ei: Energie de la molécule.
K : Constante de Boltzmann (K=10.38 x 102 J/K).

T : Température (Kelvin). [5]

Les molécules flexibles présentent un nombre considérable de conformations différentes,

mais les plus importantes sont celles ayant une énergie libre suffisamment basse pour

puissent étre peuplées & des températures raisonnables [7].

qu’elles

Les propriétés physiques observées d’une molécule fortement flexible ne résultent pas

d’un seul état de conformation global optimal, mais plutét d’une distribution thermal

e d’états

représentant diverses régions de 1’espace conformationnel. Cette réalisation a profondément

influencé les croyances concernant le comportement des macromolécules biologiques [8]
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Pour cette raison, il est important de trouver tous les conforméres de basse énergie de la molécule
étudiée [9].

Un des modeles les plus réussis utilisés en chimie computationnelle est la surface
d’énergie potentielle (Potential Energy Surface « PES »). C’est une représentation remarquable
des molécules individuelles, des complexes moléculaires et des interconversions
conformationnelles. Elle permet aussi, de faire le lien entre les concepts chimiques clés et les
caractéristiques géométriques de base des surfaces. Dans le cas de I’analyse conformationnelle,
les minima et les points de selle (saddle points) sur la PES sont les caractéristiques| les plus
importantes. Les minima correspondent & des conformations d’énergie minimale et les points de

selle & des états de transition associés a des interconversions conformationnelles [7].

En analyse conformationnelle, un grand nombre de géométries de départ de haute énergie
sont genérées, minimisées et stockées. Pour que la recherche soit fiable, les géométries ie départ
brutes doivent couvrir toute la surface d’énergie potentielle : dans le cas contraire, on n’est pas

sur de trouver tous les minima [6].

De nombreuses méthodes de recherche conformationnelle sont décrites dans la littérature.
Parmi elles, on trouve celles qui sont destinées au traitement des petits cycles, des peptides
acycliques et des molécules organiques [9-11], d’autre pour les petites protéines [12], des
polyméres [13] et les hydrates de carbone [14].

24

1HE:




CHAPITRE II : Analyse conformationnelle

L’analyse conformationnelle permet de trouver les minima et les points de selle, et

d’identifier les interconversions impliquant des petites barriéres énergétiques. Pour cela il faut
générer un ensemble de structures d’essai, et passer a la minimisation ensuite. Dans un systéme

moléculaire sans contrainte et avec un nombre d’atomes n>2, le nombre de degrés de liberté est

I’ensemble des structures d’essai est généré en faisant varier les degrés de liberté
flexibles a savoir les angles diédres [7]. De fagon générale, pour les liaisons si
modification d’un angle di¢dre coflite moins cher en Kcal/mol que la déformation d’un
valence qui, & son tour, est plus facile que I’élongation d’une liaison. On dit que les angles
diédres sont plus mous que les autres coordonnées internes [3]. Pour pouvoir faire varier tous les
angles diédres d’une molécule, on dresse une grille pour obtenir toutes les possibilités
combinatoires. Ainsi, une molécule avec trois angles diédres va générer 216 conformations si
I’incrément d’angle est de 60° c’est & dire 6°. Pour une molécule ayant six angles diddres on
atteindra déja 46656 conforméres, tandis qu’avec neuf angles on arrive a plus de 10 millions de

conformations possibles [4].

La recherche et la localisation des structures des états d’équilibre et de transjtion sur
’hypersurface d’énergie potentielle d’un systéme moléculaire sont nécessaires pour la
détermination des propriétés thermodynamiques et cinétiques, de méme que pour I’interprétation
des spectres de vibration et de rotation. Des techniques spéciales d’optimisation de géométrie ont

été €laborées pour cela [16].
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IV. Algorithmes de minimisation :

L’optimisation de la géométrie d’un systéme moléculaire consiste a trouver la géométrie

de ce systéme qui correspond a 1’énergie la plus basse du systéme. C’est pourquoi ces

thodes

sont dites de minimisation. Il est important de préciser que ces derniéres s’appliquent au

voisinage des points stationnaires, donc pour des petites variations de la géométrie. Ceci est dit au

fait que ces méthodes partent toutes du développement de 1’énergie en série de Taylor

valable que pour un petit écart de la position d’équilibre recherchée. Elles peuvent étre e

i n’est
défaut

et déceler un minimum global englobant ainsi plusieurs minimums locaux, si la géomgtrie de

départ est trop éloignée de celle de 1I’état d’équilibre [5]. Plusieurs méthodes de minimisation

existent, elles sont citées succinctement ci-aprés.

IV. 1. La méthode de Steepest Descent :

Cette méthode appelée aussi méthode de la plus grande pente, se base sur le calcul de la

dérivée premiere de la fonction énergétique OE/or par rapport aux coordonnées géométriques

afin de déterminer la distance au minimum énergétique le plus proche et dans quelle direction

modifier les coordonnées de chaque atome de la structure.

Cette méthode est souvent utilisée en premiére approximation, dans le but de dégrossir les

calculs. Elle marche bien lorsque le gradient r est grand et posséde une faible convergence car ce

dernier devient faible rapidement a ’approche du minimum [16].

IV. 2. La méthode du gradient conjugué :

- Elle trouve un minimum en moins d’étapes que la méthode de « Steepest Descent ».

- Elle nécessite des temps de calcul importants lorsque la structure est éloignée du

minimum.

1V. 3. La méthode de Newton-Raphson :

- Cette méthode se base sur le calcul de la dérivée seconde de la fonction énergétique par

rapport aux coordonnées géométriques.

- Elle peut trouver le minimum plus vite que les méthodes du gradient seul.

- On peut rencontrer des problémes lorsque la conformation initiale est éloignée du

minimum [13].

A
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IV. 4. La méthode du Simplex :

- Elle se limite a un calcul direct de I’énergie et observer si elle augmente ou diminye.

- Fonctionne bien st on a 20 variables ou moins.

- Elle consiste en essais successifs représentant une triangulation de I’hypersurface

; c’est a dire

qu’on examine le sens et I’amplitude des variations de la fonction dans différentes directions

pour suivre celles qui ménent vers un minimum.
Néanmoins, il devient nécessaire de disposer d’une procédure qui part d’une structure

déplace les atomes vers leurs coordonnées optimales d’une fagon moins aléatoire [4].

IV. 5. La méthode du recuit simulé :

Les méthodes précédentes ont la particularité de faire décroitre & chaque pas la

approchée et

fonction F ;

elles ne peuvent donc pas échapper au minimum local proche de la structure de départ, et ont par

conséquent un rayon de convergence toujours restreint. La méthode du recuit simulé, développée par

Kirkpatrick (1983), autorise la fonction F 4 augmenter momentanément afin de franchir

des barriéres

d’énergie pour retomber dans un minimum plus profond. Le franchissement de ces barriéres permet

d’aller au-dela des minima locaux au voisinage de la structure initiale pour explorer I fagon plus

extensive ’espace conformationnel accessible, afin de découvrir des minima plus pro

éloignés de la structure initiale que les minima locaux [4].

nds et plus

En somme, un minimiseur est une boite noire mathématique qui demeure un outil important

pour la recherche d’un minimum énergétique. En général, on utilise plusieurs minimiseu

r's en passant

de 'un a P’autre si ¢a ne converge pas assez vite. Tout dépend aussi du nombre de vartiables ou du

nombre de variations d’angle de liaison introduit.

En principe on calcul I’énergie du systtme avec des fonctions énergétiques

empiriques.

Chaque logiciel a ses valeurs a lui qui sont plus au moins meilleures qu’un autre, et ¢n fin, on va

chercher un minimum qui converge [4].

A ce titre, I’analyse conformationnelle reste un moyen efficace de prédiction des

conformations stables d’une structure moléculaire considérée et celle d’une structure
correspondant aux minima de son énergie intramoléculaire. L’énergie calculée mesure

entre 1’énergie de la structure considérée et celle d’une structure hypothétique dot

moléculaire
la différence

nt toutes les
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coordonnées internes prendraient leurs valeurs de référence, sa valeur absolue dépend du champ de
force considéré, c’est-a-dire des fonctions d’énergie potentielle et des paramétres utilisés. Les valeurs
de cette énergie sont toutefois trés utiles lorsqu’il s’agit de comparer la stabilité relative des

conformations ou des stéréo-isoméries d’une méme molécule [4].
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CHAPITRE III : Acides aminés, Peptides, Protéines, Enzymes

Dans notre nourriture, les éléments nutritifs sont I'eau, les lipides, les protéjnes, les

hydrates de carbone, les vitamines et les minéraux. Il s'agit ici de la fagon habituelle

et plusieurs s'y retrouvent. Pourtant, il serait plus précis de faire référence aux acides
plutdt qu'aux protéines. En effet, les protéines contenues dans notre nourriture |
poisson et légumineuses surtout) sont d'abord défaites en filaments dans l'estomac,
unités minuscules dans les intestins. Ces particules sont les acides aminés. Ils trave

paroi intestinale pour se déverser dans la veine cave qui les améne au foie. L3, ils s

e parler
aminés
viande,
puis en
rsent la

ont soit

assemblés en de nouveaux peptides ou protéines soit modifiés en d'autres acides aminés;

sinon, ils sont déversés dans le sang pour parvenir aux autres cellules du corps.

Notre organisme s'approvisionne donc en acides aminés de la méme fagon qu

il retire

les gras, les vitamines et les autres éléments de la nourriture. Les protéines alimentaires

seraient la principale source des acides aminés nécessaires a notre corps.

I-Acides aminés

Les acides aminés sont des acides carboxyliques qui portent une fonction aminée. Les

protéines de toutes les espéces sont constituées de seulement vingt acides aminés différents.

IIs sont tous constitués d'un atome de carbone lié a :
- Un groupement carboxylique ~-COOH.
- Une fonction aminée -NH.
- Un atome d'hydrogéne.
- Une partie variable R.

e Dans la nature, les acides les plus courants sont les 2-aminoacides, appelés les

a-aminoacides.

U
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{portion variable)

Figure 1 : structure générale des acides aminés

e Tous les acides aminés naturels adoptent la configuration S (sauf la glycine) et

appartiennent a la série L.

Figure 2 : représentation des L-a-aminoacide

e Iy ahuit aminoacides essentiels que les étres humains ne peuvent pas
Biosynthétiser (Valine, Leucine, Isoleucine, Thréonine, Méthionine, L}

Phénylalanine et le tryptophane) et qui doivent étre apportés par 'alime

ysine,

ntation.
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Tableau: Principaux acides aminés.

NH,
H—+—GOOH
R
Code a| Code Cade | Code
R Nom trois | & une R Nom a une
lettres | lettre trois | lettre
lettes
H Glycine Gly G CH;SH Cystéine Cys |C
CH;3 Alanine Ala A CH,CH,SCH3 Méthionine |Mét |M
CH(CH3;); Valine Val v (CH2),NH, Lysine Lys |K
Leucine Leu L NH | Arginine Arg [R
CHCH(CH), (CH,),NHCNH,
CHCH,CH, Isoleucine Ile I CH, Histidine His |H
H, He v X
\\—NH
Phenylalanine | Phe F CH, Trytophane [Trp |W
N
H
COOH Proline Pro P Acide Asp |D
H aspartique
N H CH,COOH
Q/CH’
Serine Ser S 0O Asparagine |Asn |N
CH,;0H H
CH,CNH,
CHOH Tréonine Thr T Acide Glu (E
(l:H CH2CH2COOH | glutamique
3
Tyrosine Tyr Y Glutamine |[Gln |Q
CH; OH
CH,CH,CNH,
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La différence entre ces vingt acides aminés se situe au niveau de leur radical,
on dénombre vingt radicaux différents. Ces groupements spécifiques sont dits «

latérale » et selon lesquels, on peut classer les acides aminés comme suit :

Ceux dont les radicaux sont basiques (arginine, histidine, lysine).

Ceux dont les radicaux sont acides (acide aspartique, acide glutamique).

Ceux qui posse¢dent des radicaux non chargés (glutamine, serine, thréonine).

I-1. Propriétés physiques

* les acides aminés (AA) sont des solides blancs cristallisés qui se décomposent avan
fondre (ils perdent I'acide carboxylique).

* Lasolubilité des AA est en rapport avec leurs structures polaires et dépend de plusit
facteurs :

o La nature de la chaine R.

o Le pH de la solution.

o La nature des ions présents dans la solution.

* Pouvoir rotatoire : les solutions d'acides aminés sont optiquement actives. Les

aminoacides naturels appartiennent a la série L (les formes D sont exceptionnelles, on les

retrouve surtout chez les bactéries).

1-2. Propriétés chimiques
* Tous les aminoacides possédent au moins deux groupes ionisables.

o .

R——CH\
X1 COOH K2
(A)
VTS o
NH, CH/ 8
— R
R—CH 1< COOH
COO
(AY (A
\ R_C‘( /
:
A)

Figure 3: les formes ioniques des acides aminés

Le point isoélectrique ou isoionique : est un pH intermédiaire ou l'acide aminé

neutre et n'a aucune charge. Ce pH est calculé par : pH= (pK; + pK,)/2.

est

t de

CUrs

en effet

chaine
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II-Les peptides :

Les acides aminés peuvent se lier les uns aux autres par une liaison peptidique
qui se fait entre le groupement acide d'un acide aminé et le groupement aminé de

l'autre. Au cours de la réaction, une molécule d'eau est éliminée ; il s'agit donc

d'une réaction de condensation.

O H
WP, @ X!
>N——C—c// \N—C——-C/ —_— \/\N—c—(l,—-rlq—-c——-c/< +H,0
H | \@ @( | \OH H | | OH
H \/ H H H
I1-1.Structures de la liaison peptidique :
7 B P
— o, 0«“@- o N— P ;«f"’ €7
w ‘b w G ‘ga
2 «» R

Figure 4 : les ongles di¢dres de la chaine principale.

e Le plan rigide de la structure peptidique interdit la rotation des atomes des fonctions
acide et amine. Les seules liaisons dont l'orientation reste libre sont celles qui
entourent chacun des carbones assymétriques porteurs des radicaux des acides aminés.

e La liaison (C,-NH) située a l'extrémité NH,-terminale peut tourner librement

: I'angle de rotation de cette liaison est appelée I'angle @ (phi).
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La liaison (Ca-CO) situé a I'extrémité COOH-terminale peut toumer
librement : I'angle de rotation de cette liaison est appele angle ¥ (psi).
¢ La liaison peptidique (NH-CO) est de caractére partiellement double dont la xéotation
est restreinte, l'angle de rotation de cette liaison est appelé angle CD (oméga) et
adoptera généralement la valeur de 180° (trans) ou parfois de 0° (cis). Les angljes Oet
y demeurent eux aussi habituellement prés de 180° (trans) mais avec un peu f)lus de
variation que l'angle CO, grice a leur caractére de liaison simple. La stit'ucture
secondaire d'une protéine dépend de la valeur de ces deux angles, pour chaque acide
aminé, en fonction des liaisons hydrogénes qui unissent les atomes (carboxilyle et
amin€) des liaisons peptidiques. ,
Les peptides sont des composés naturels ou synthétiques qui résultent de l'enchaiﬁement

d'un nombre limité d'acides aminés par des liaisons peptidiques.

I1-2. Propriétés physiques ?

Les peptides sont des solides blancs, généralement cristallisables et Qlus ou
moins soluble dans l'eau, ils présentent un caractére amphotére. Ils présentent dains
Pultra violet (UV) une forte bande d'absorption entre 180 nm et 230 nm

caractéristique de la liaison peptidique.

II-3. Propriétés chimiques :

Elles sont lies a la composition des peptides, la seule propriété qui soit
particuli¢rement intéressante de la liaison peptidique : la mobilité de l'hydrogéi}e et la
présence des é€lectrons libres rendent possible la formation des complexes. En milieu
alcalin, les peptides forment avec les ions cuivriques un complexe violet dont la
réaction est dite de biuret.

* Un dipeptide : une molécule obtenue par la formation d'une liaison peptidique
entre deux acides aminés. |

CH,OH

MY

Figure 5 : alanylsérine

@
H;N
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e Polypeptide : une molécule formée par l'enchainement de plusieurs acides
aminés. Par convention le groupement aminé du premier acide aminé (appelé
aussi N-terminal) est placé a gauche et le groupent carboxylique du dlernier

acide aminé (C-terminal) est placé a droite [1].

Tz
{1l

Qe

g
Z@
TZ,
04
2T
f O
rden!
o

Cylbtrne
R

H,OH 0

Figure 6 : Alanylglycylsérylvalylphénylalanine

III- Protéines

Les protéines représentent plus de la moitié de la masse d'une cellule, a l’exclus;ion de
l'eau, et sont responsables de la plupart, des fonctions intra et inter cellulaires. Elles gérént par
exemple la réplication de 'ADN et le maintien des équilibres chimiques. Ces fonctioﬂls sont
fortement liées aux formes spatiales que prennent les protéines dans le milieu cellulaire [1].
Les protéines forment la classe la plus nombreuse et la plus diversifiée des moiécules
biologiques, elles constituent plus de 50% du poids sec des cellules. Cette abondance refléte
le r6le ubiquitaire des protéines dans pratiquement tous les aspects structuraux et fonctiomels
de la cellule. Les protéines sont les agents des fonctions biologiques ; elles expriment aussi
l'information génétique. |
Les protéines sont de grosses molécules ou macromolécules qu interviennent dans de
nombreuses fonctions organiques. Elles sont constituées d'acides aminés (ou résidt}s) liés
entre eux par des liaisons peptidiques entre le groupe a- carboxylique d'un acide aminé et le
groupe a- aminé de l'acide aminé suivant. Une protéine est donc une chaine d'acides aminés,
appelée chaine polypeptidique, pouvant contenir jusqu'a des dizaines de milliers de véésidus.
Ces chaines de résidus ont une structure flexible ce qui leur permet de se replier en une forme

appelée structure native [2].
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liaison peptidique ‘acide aminé
« H 11 - ;
H3N \.}/'o\ .‘)’Cx j,«N: ;

N7 c;3 \/‘\N/fi? ——— P
1R‘ Pl R U A

extrémité N-terminale extrémité C-termilale

P
O

Figure 7 : Formule développée d’une protéine de n acides aminés. Les R; désignent les

différentes chaines latérales des résidus.

Plusieurs techniques expérimentales permettent d'obtenir la structure 3D des prdtéines
: la diffraction des rayons X sur des cristaux de protéines, la résonance magnétique nu¢léaire
(RMN), la cryomicroscopie. Ces méthodes nous fournissent les coordonnées spatialés des
atomes constituant les protéines. Il existe environ de 37000 structures qui ont été résolués ace

jour et sont disponibles via la Protein Data Bank [3].

II1-1. Structure des protéines

a/ La structure primaire: La structure primaire est I’ordre d’enchainement des ?acides
aminés de la chaine protéique. On nomme la liste des résidus en commengant par la
terminaison amine (ou ammonium) et en terminant par le résidu portant la fonction acide
carboxylique (ou carboxylate). Le premier résidu est alors nommé N-terminal et le dernier C-
terminal. Le code a une lettre des acides aminés est alors trés pratique pour décréire les

protéines (voir I’exemple figure 10).

b/ La structure secondaire : est un premier niveau de repliement adopté par des portions de
la protéine, résultant d'interaction entre des acides aminés voisins de la chaine pdr des
liaisons hydrogéne qui sont formées entre les groupements C=0 et H-N des acides aminés.
Les deux structures secondaires les plus fréquentes sont les hélices o et les feuillets 3 qui sont
les deux formes répétitives les plus importantes des protéines représentant chacune
respectivement 30 % et 20 % des résidus. Cette importance vient de leur stabilité énergétique

particuli¢re [4].
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On distingue deux structures principales. L’hélice a et Le feuillet p.

e L’hélice a : résulte de l'enroulement de la chaine protéique de fagon a de que
les liaisons peptidiques qui en constituent I'épine dorsale aient la possibiliité de
former des liaisons hydrogénes entre elles. L'hélice o est stabilisée par des
liaisons hydrogénes entre les résidus. Ces liaisons sont formées entre l'iatome

d’hydrogéne d'un azote peptidique et l'atome d'oxygéne d'un groupément

carbonyle distant de quatre résidus dans la structure primaire.

Figure 8 : Liaisons hydrogéne dans une hélice o. Les liaisons H sont représentées en bleu.

Dans une hélice @, chaque résidu est relié au précédent par une translation de
1.5A° le long de I'axe par rotation de 100° ; ce qui donne environ 3.6 résidus

par tour d'hélice et un pas de 5.4 A°.

o Le feuillet P : Dans le feuillet B, les liaisons hydrogéne intermoléculaires
stabilisent D’alignement ordonné des chaines peptidiques. Les chaines
polypeptidiques (ou brins) voisines sont alors dites parall¢les si leurs bouts

N-terminaux sont tous du méme coté et antiparalléles dans le cas contraire
(figure 9).

fauilletes antiparalléles <

Figure 9 : Feuillets B, parall¢les et antiparalléles. Les liaisons hydrogéne sont dessinées en
rouge.
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¢/ La structure tertiaire: La structure tertiaire d’une protéine est sa disposition
tridimensionnelle : c’est la donnée de I’agencement des structures secondaires et de
I’organisation spatiale des chaines latérales. Un certain nombre d’interactions stabilisent les

structures tertiaires :

v' Les liaisons disulfures entre deux cystéines forment un lien covalent entre deux parties
d’une chaine qui sont espacées dans la structure primaire.

v" Les liaisons hydrogéne, qui stabilisent aussi les structures secondaires, contribuent a la
stabilisation des structures tertiaires. Ces liaisons impliquent les squelettes
polypeptidiques (chaines principales) et les chaines latérales.

v’ Les ponts salins se forment entre deux acides aminés ionisés. L’attraction
coulombienne entre les ions positifs et les ions négatifs stabilisent leur rapprochement.

v Les interactions hydrophobes sont formées entre groupements non polaires. En
solution aqueuse, les groupements polaires sont tournés en général vers I’extérieur des
protéines globulaires alors que les groupements non polaires sont confinés a I’intérieur
pour interagir préférablement entre eux plutdt qu’avec les molécules d’eau. Ces
interactions sont plus faibles que les liaisons hydrogéne et les ponts salins mais elles
sont en général suffisamment nombreuses dans les régions au coeur des protéines pour

permettre la stabilisation de la structure.
d/ La structure quaternaire: La structure quaternaire est le niveau le plus élevé

d’organisation des protéines. Elle concerne les protéines constituées de plusieurs chaines

polypeptidiques et détermine I’arrangement spatial des différentes sous-unités entre elles.

\

Les zones de contact entre sous-unités sont trés semblables a celles a ’intérieur d’une
protéine 4 une seule sous-unité. Elles contiennent des chalnes latérales non polaires

regroupées, des liaisons hydrogéne et dans certain cas des ponts disulfure intercaténaires.

Les différents niveaux de description d’une protéine sont résumés dans la figure 10. 11
faut noter qu’en général, la donnée de la structure primaire détermine la structure tertiaire des

protéines [4].
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-1 -K-A-H-G-K-K-Y-L-G-A

Figure 10 : Différents niveaux de description d'une protéine : primaire (1), secondaire (2)

(exemple d’une hélice o), tertiaire (3) et quaternaire (4).

Le probléme principal de la prédiction de structures est de prédire la structure d'une
protéine & partir de sa séquence d'acides aminés. Ce probléme est extrémement difficile a

résoudre et est reconnu comme l'un des grands défis de la bio-informatique actuelle [5- 9].

II1-2. Le repliement des protéines

Les radicaux des acides aminés ont des propriétés chimiques différentes. Certains sont
hydrophobes, d'autres hydrophiles, certains s'ionisent négativement et d'autres positivement.
Certains radicaux peuvent former des liaisons chimiques plus ou moins fortes avec d'autres
radicaux. Il peut donc y avoir dans une chaine d'acides aminés des interactions entre les
radicaux. Certains se repoussent et d'autres se rapprochent et forment des liens chimiques. La
chaine d'acides aminés aura donc tendance a se replier sur elle-méme pour adopter une
structure tridimensionnelle précise.

Les forces qui stabilisent la forme pliée :
+ Liaisons hydrogeénes intramoléculaire
+ Entropie de déshydratation.
+ Interactions hydrophobes.
 Ponts salins.

+ Interactions dipolaires.

Les forces qui déstabilisent la forme pliée :
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* Liaisons hydrogénes avec I'eau.

* Perte d'entropie configurationnelle.

III-3. Fonctions des protéines

Les fonctions des protéines résultent de la forme précise prise par celles-ci dans le
milieu cellulaire. Ces fonctions peuvent étre liées a l'activité de catalyse, de reconnaissance,
de changement de conformation ou méme d'une combinaison des trois. Ceci explique que
certaines protéines posseédent plusieurs fonctions. Dans ce cas comment définir la fonction
d'une protéine ? P.Bork et collaborateurs proposent exemple trois niveaux de description des
fonctions : phénotypique, cellulaire et iculaire [10] ; mais il n'existe pas, a I'heure actuelle, de

définition unique des ions des protéines [11].

I11-4. Pourquoi modéliser les protéines ?

En un mot, parce qu'elles sont le moteur derriére les processus biochimiques. En effet,
quil s'agisse d'un processus normal tel que la croissance d'une plante ou d'un processus
anormal a l'origine d'une maladie, il y a fort & parier que celui-ci est dfi 4 la présence d'une
protéine. En conséquence, les protéines représentent des cibles tout a fait intéressantes dans le
cadre de traitements médicamenteux [1].

Les structures cristallines des protéines sont disponibles pour seulement une fraction
de protéines connues. Avec ces structures, nous pouvons visualiser la protéine et comprendre

son fonctionnement.

IV- Enzymes

1V-1. Introduction

Dans les systémes biologiques ; c'est a dire a des températures en général inférieur ou
égale a 37°c, les réactions chimiques du métabolisme se produisent rarement spontanément,
mais sont le plus souvent catalysées par des protéines particuliéres que l'on appelle des
enzymes.

Le mot enzyme vient des racines grecques en (dans) zume (levain). Les premiéres
enzymes identifiées ont été extraites des levures, ces microorganismes responsables de la

transformation du glucose en alcool.
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Dans les cellules, les enzymes permettent aux réactions de se produire avec peu d'énergie.
Souvent, la seule énergie cinétique des molécules a la température ambiante est suffisante
pour que la réaction se produise. La plupart des réactions qui se déroulent dans les cellules ne
pourraient pas s'y produire sans les enzymes appropriées.

Les enzymes sont des protéines qui jouent le role de catalyseur cellulaire. Elles sont
constituées des milliers d'acides aminés liés en une chaine linéaire. Ces acides aminés
différent dans leur nature chimique, sont liés entre eux par des liens covalents appelés liens
PEPTIDIQUES. Un catalyseur est une substance qui modifie la vitesse d'une réaction
chimique mais qui se retrouve inchangée a la fin de la réaction. En termes plus techniques, un
catalyseur est une substance qui abaisse I'énergie d'activation d'une réaction chimique.

Actuellement plusieurs milliers d'enzymes sont connues, la séquence des acides
aminés de prés de trois milles d'entre elles a été élucidée. Nombre d'entre elles sont utilisées
industriellement (biotechnologies, lessives, jus de fruits, production de sucre & partir
d'amidon, traitement des peaux, des fibres textiles etc.) et d'autres sont de merveilleux outils

dans la recherche biomédicale.

IV-2. Site actif

Le site actif d'une enzyme est la région privilégiée de I'enzyme qui interagit avec le
substrat. Les acides aminés du site actif peuvent étre divisés en deux groupes :
- Ceux qui interviennent a la reconnaissance spatiale du substrat, en formant avec lui des
liaisons non- covalentes (site de fixation).
- Ceux qui participent & la transformation chimique du substrat en produit (site catalytique).

Les autres acides aminés sont nécessaires soit au maintien de la conformation
tridimensionnelle active de l'enzyme, soit au maintien de l'enzyme vis- - vis d'autres
protéines.

L'insertion des fragments (atomes) dans le site actif est basé sur le principe de

complémentarité stérique et électronique entre ligand et récepteur.

IV-3. Cinétique Enzymatique

La cinétique est la science qui a pour objet 1'étude de la vitesse des réactions
chimiques. La cinétique enzymatique englobe le rdle biologique des catalyseurs enzymatiques
et les mécanismes qui permettent leur activité catalytique. Avec la cinétique enzymatique, on
cherche a déterminer la vitesse maximale de la réaction que l'enzyme catalyse et & mesurer

son affinité pour les substrats et les inhibiteurs. La connaissance précise de la cinétique
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enzymatique est indispensable pour la conception rationnelle d'un nouveau médicament et le
succes de son action pharmacologique [12].

La cinétique enzymatique a fait l'objet d'études au début des années 1900. leonor
Michaelis et Maud L. Menten ont proposé en 1913 [13] une théorie générale je l'action
enzymatique compatible avec les résultats expérimentaux. Leur modéle cinétique est basé sur

la formation du complexe enzyme- substrat selon les étapes suivantes :

Avec kj, k.4, k; et k., sont des constantes de vitesse.

Michaelis et Menten résolvérent le systéme réactionnel en posant les hypothéses
simplificatrices suivantes :

- les mesures de cinétique seront toujours faites pour des concentrations de produit trés
faibles : c'est la mesure de la vitesse initiale (v;) pour [P] =0 et [S] =[S],. out [S]o est la
concentration du substrat a l'instant initial.

- La concentration totale du substrat [S]o est grande devant celle de I'enzyme [E],.

Dés I'addition de I'enzyme dans la solution de substrat, il s'établit un équilibre rapide entre les
formes libres de I'enzyme, du substrat et du complexe, on parle d'hypothése du pré-équilibre.

Le schéma réactionnel s'écrit ainsi :

K K,
E+S <= ES _ , E + P 3
K_,

De ce modele Michaelis et Menten ont déduit une équation pour déterminer la vitesse initiale

de formation du produit P en fonction de la concentration du substrat S.

[E]o = [E] + [ES] [E] = [E]o - [ES] 4
Si on considére 1'équation de vitesse pour ES :
dlES]
e Ki[E][S]-K-i [ES]-K; [ES] 5

A Détat stationnaire:
d[ES]

“ar 0=>Ki [E][S]-K .1 [ES]-K; [ES] =0 6
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=> K, ([E]o-[ESDIS] -K.i [ES]- K[ES] = 0
=> Ki[EJo[S]-K4[ES][S]- K1 [ES]- Ko[ES] =0
=>K [EJo[S]- [ES](K1 [S[+K -1 +K2) = 0

Qui donne:
[ES]=__ K, [E][S] 7
K; [S] +K-1 +K;
V= Kz[ES]
=>V=_ K [E]o[S] 8
[S]+—1"%
K
1
Kn- = K. +K, EtK; [E] o = Vinax
K,
V= Vmax_[S] 9
[S]+Kn

Appelée équation de Michaelis-Menten
Le graphe de Michaelis- Menten est donné par la courbe V= f[S] :

P
L Yo ;

; Yinax ,*‘ saymptote

-l asymptote
£

Figure 11 : Graphe de Michaelis-Menten.
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Le graphe de Michaelis- Menten indique dans quel rapport la formation du produit
dépend de [S] quand on maintient [E] constant. A concentration basse de S, la vitesse de
réaction est proportionnelle a [S] ; quand on augmente [S], la vitesse n'augmente pas
indéfiniment en proportion de [S], mais va atteindre VMax, vitesse indépendante de [S]. Vmax
est proportionnelle & [E] et 4 une constante catalytique kw qui est une propriété caractéristique
de chaque enzyme ; en réduisant [E] de moitié, on réduit de moitié la vitesse de la réaction,

pour toute valeur de [S].

1V-4. Comment fonctionnent les enzymes ?

Les enzymes accélérent des réactions chimiques qui peuvent se produire
naturellement, mais a des vitesses beaucoup plus lentes. Une des caractéristiques des enzymes
est qu'elles ne sont pas utilisées ou transformées durant une réaction chimique. Elles peuvent
donc servir plusieurs fois. Le principe d'action est basé sur le fait que la plupart des réactions
endothermiques nécessitent un apport d'énergie afin de démarrer. Cette énergie initialement
requise est appelée 'ENERGIE D'ACTIVATION. Alors qu'on peut amorcer une réaction en
apportant de I'énergie, une enzyme agit plutdt en se liant aux réactifs de fagon a faciliter leur
réaction et ainsi abaisser 1'énergie d'activation requise. La température de l'environnement
cellulaire est alors suffisante pour faire franchir le seuil de I'énergie d'activation aux réactifs et

les faire réagir.

IV-5. Catalyse enzymatique

Les enzymes sont de bons catalyseurs car elles peuvent augmenter la vitesse de
réaction d'un facteur allant de 10* & 10°. Elles ne modifient pas la position de I'équilibre de la
réaction mais seulement la vitesse d'inter- conversion entre substrat et enzyme.

Un catalyseur a pour effet d'abaisser 1'énergie d'activation en favorisant la stabilité de I'état de
transition. Les énergies des réactifs et des produits restent inchangées, ce qui explique

pourquoi le rapport a I'équilibre de ces diverses molécules ne varie pas.
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Figure 12 : Représentation de la catalyse enzymatique.

- Catalyse acide-base: dans les sites actifs des enzymes, il y a des groupements acides

carboxyliques ou aminés qui sont donneurs ou accepteurs de protons. Ceci permet
donc de réaliser des réactions catalysées par les bases ou les acides.

- Catalyse covalente: des groupements tel les thiols ou les aminés sont des nucléophiles
susceptibles d'attaquer les groupements €lectrophiles de substrat pour former des
intermédiaires covalents hautement réactifs, ceux ci peuvent étre attaqués a nouveau
par de l'eau de fagon a libérer le produit.

- Catalyse par la chymotrypsine: cette enzyme coupe la liaison peptidique des chaines

latérales aromatiques. Cette spécificité est due & la présence de groupements
hydrophobes sur la chaine. Le substrat est maintenu en place par l'interaction entre la

poche hydrophobe et la chaine latérale aromatique.

IV-6. Le complexe enzyme — substrat

Une fois que le substrat s'est rapproché de 1'E, on constate une restriction des
possibilités de rotation et de translation du substrat. Ceci est dii 4 des interactions faibles entre
enzyme et substrat. Ces interactions sont nécessaires a la réaction. En effet, les réactions
intramoléculaires sont accélérées lorsque les mouvements internes des molécules sont
bloqués. De plus, les enzymes favorisent I'orientation des molécules de substrat: en effet,
lorsque le substrat se fixe sur l'enzyme, ceci provoque un changement conformationnel qui

amene les groupements fonctionnels du site actif dans une position favorable a la catalyse. Il y
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a donc création d'interactions faibles entre E et S. Cette adaptation induite permet également
la formation d'interactions faibles supplémentaires qui vont stabiliser 1'état de transition.

La formation initiale d'un complexe enzyme - substrat E-S (NON covalent) fiit
suggérée d'aprés les observations suivantes :

a. Le haut degré de spécificité de la reconnaissance d'un substrat par une enzyme.
Pour I'expliquer, Emil Fisher suggéra en 1894 que cette reconnaissance résulte d'une trés forte
complémentarité des structures (mais aussi de la nature chimique des "oupements
réactionnels) du substrat et de l'enzyme qui le fixe, comme Ie sont une
clé et la serrure ; dans laquelle elle entre.

b. La formation de la courbe dite de saturation : vitesse initiale de la réaction i
enzymatique en fonction de la concentration en substrat (vi = f ([SD [14, 15].

c. Le fait que les substrats protégent souvent les enzymes de l'inactivation.

L'hypothése "cl¢ -serrure”, bien qu'extrémement satisfaisante, ne peut rendre compte de
certaines observations :

a. par exemple, certains composés qui ressemblent chimiquement & un substrat
mais qui ont des groupements moins volumineux ne sont pas catalysés, bien qu'ils doivent
encore mieux s'insérer dans le site actif

b. 1l existe un mécanisme enzymatique 4 deux substrats appelé "fixation ordonnée"
pour lequel un substrat B ne peut se fixer que si le substrat A I'est déja. Or, selon I'nypothese

"clé - serrure", le substrat B devrait se fixer d'emblée.

IV-7. Spécificité de I'association protéine - ligand, site actif :

Quels sont les facteurs qui expliquent l'extréme spécificité de la reconnaissance entre une
protéine et un ligand ?

a. Toutes les protéines se replient dans une conformation dite native et c'est dans cette
conformation qu'elles acqui€rent leur activité biologique (leur pouvoir de catalyseur dans le
cas des enzymes). Ce repliement aboutit 4 une structure tridimensionnelle unique de la
protéine.

b. Cette structure globale de la macromolécule permet a une région particuliére,
(souvent enfouie au sein de la protéine), d'adopter elle aussi une structure spatiale qui est
reconnue par le ligand spécifique de la protéine (et, le cas échéant, par un petit nombre de
molécules dont la structure est proche de celle du ligand).

¢. Le site actif est constitué d'un petit nombre d'acides aminés, qui le plus souvent ne

sont pas proches dans I'enchainement de la chaine polypepticlique. Ces acides aminés sont
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caractérisés par une chaine latérale dont a Ia fois la nature chimique (groupement ionisable ou
polarisable) et la structure (encombrement stérique) sont particuliéres.

d. La stéréochimie qui résulte de cet agencement unique des acides aminés qui
constituent le site actif est la cause de la stéréospécificité de reconnaissance entre ces acides
aminés et le (ou les) ligand(s).

Les enzymes ne fixent pas seulement un ligand (un substrat) ; elles le transforment en
un produit lors d'une réaction chimique. Certains acides aminés du site actif ont oour fonction,
nhon pas de fixer le substrat, mais de fournjr les groupements chimiques nécessaires a la
réaction catalysée par I'enzyme. Dans le cas des enzymes, on distingue donc au sein du site
actif, les acides aminés qui constituent le site de fixation (ces acides aminés n'ont pas de
fonction chimique impliquées dans la réaction) et les acides aminds qui constituent le site
catalytique.

On peut citer divers types d'association entre une protéine et un ligand : les complexes
enzyme - substrat , enzyme - régulateur (inhibiteur, activateur ...) , antigéne - anticorps ,

histones - ADN et protéines - hormones.
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CHAPITRE IV : Application, Résultats et discussions

Introduction :

La discussion que nous allons engager est basée sur les énergies d'interactions et les

distances entre certains groupements de la chaine latérale de l'enzyme et ceux des ligands.

Par conséquent I'optimisation des interactions de Van der Waals de type attractif a lieu
lorsque les géométries du site actif de liaison de l'enzyme et celle du substrat deviennent
davantage complémentaires (modéle clé-serrure). Il est & noter qu'une parfaite

complémentarité de forme entre I'enzyme et le substrat est trés rare.

Il faut signaler que tant que les atomes du substrat et de I'enzyme ne sont pas trop
proches, les interactions de type de Van der Walls restent de nature attractive et certainement
vont stabiliser le complexe formé. II existe des situations défavorables dans lequel nous avons

un trés grand espace « vide » entre I'enzyme et le substrat.

Cette situation peut engendrer un changement conformationnel qui se produit afin de
Pouvoir accommoder I'établissement d'une nouvelle interaction entre enzyme et le substrat.
Une interprétation possible suggere la création d'une grande différence entre ces deux entités

du point de vue energétique. Ceci ne peut étre compensé par la formation d'une nouvelle

interaction.
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La_demarche suivie :

Téléchargement de 1a structure de I’enzyme 3 partir de la banque
de données PDB

Préparation du modéle

{4

Mécanique moléculaire

Les substrats par L’enzyme par le champ

le champ de force EMO de force AMBER 99

J

Dynamique moléculaire

par le champ de force AMBER 99

Des substrats seuls De L’enzyme seule

4

Docking moléculaire

Dynamique moléculaire des complexes

4

Bilan d’énergie
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I- Préparation de ’enzyme :

Le téléchargement de la CTPR3 a été exécuté a partir de la base de données Bookhaven
Protein Data Bank (code d’accés 1na0).

Visualisation tridimensionnelle des molécules :

Depuis longtemps la modélisation moléculaire occupe une place primordiale dans la
recherche en chimie, I’évolution des ordinateurs ces derniéres décennies est devenu une parti
intégrante de la vie du scientifique avant 1984, peu de scientifiques utilisaient un ordinateur
personnel ; il était réservé au chimiste tres expérimenté qui utiliser des programmes

complexes difficile a maitriser.

La possibilité de visualiser de grosses molécules biologiques par ordinateur est trés
intéressante parce qu’il est trés difficile de parler par exemple de la structures d’une hélice o
et des interactions qui en assurent la stabilité sans observer véritablement donc la
visualisation tridimensionnelle de la structure moléculaire est nécessaire a la compréhension

des processus biologiques.

L’hypothése concernant Iimportance de la forme des molécules avait été émise dés
1946. Pauling et Astbury en 1951 proposent des modéles théoriques de structures secondaires
hélice a et le feuillet B, les logiciels de visualisation et de manipulation des molécules sont
actuellement disponibles avec des fonctionnalités conviviales (par exemple Hexde [ 1],

Rasmol version 2.6 [2] et Hyperchem 7.5 version Professionnelle [3]).
¢ Rasmol
Le logiciel Rasmol :

- Fonctionne sous Windows

- Il est exploitable & partir d’un ensemble de deux fenétres :
Une fenétres donnant I’acceés 4 des macro commandes (menu) et a I’affichage de
P’image et une deuxiéme dans laquelle, 4 la foi on récupére des informations
(séquence, position, distance...) et on signifie les instructions en utilisant un
langage simple de commande.

Il ouvre des fichiers de molécules assez volumineuses (plus de 1000 atomes).

- Un comporte des fonctions d’affichage des informations (nom de la
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molécule, sa séquence par chaine, ses structures) qui sont lues dans le fichjer PDB.

- I permet d’avoir différents modes de visualisation du modéle moléculaire :

spheres, batonnets, spheéres et batonnets, ruban,...

asMol Yersion 2.6

Hetero: HEM 142 GCha
?etero and 142

tom: FE 1871 Hetero: HEM 142 Chain: n
[RasMol>

Figure 1 : Apercu sur les deux fenétres de Rasmol.

® Tous les éléments composant une molécule sont accessibles en cliquant
directement sur ’écran. On peut ainsi les identifier, obtenir des indications
sur les distances ou les angles entre atomes.
La structure tridimensionnelle de ]a CTPR3 a été obtenue par diffraction en rayon X
avec une résolution (1.60 A) [4]. On remarque que la CTPR3 cristallise sous la forme d’un

dimére (figure 1), chaque monomeére est constitué de 983 atomes.

Avec Peffet réducteur de la modélisation moléculaire, nous avons simplifié le modéle

de I’enzyme et nous avons retenu un seul monomere (figure 2).
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Figure 2 : la forme dimére de la CTPR3

- Avec D’effet réducteur de la modélisation moléculaire, nous avons simplifié le modéle

de I’enzyme et nous avons retenu un seul monomére (figure 2).

Figure 3 : le model simplifié de la CTPR 3

II- Préparations des ligands :

I est nécessaire d'attribuer a chaque atome un potentiel, c'est 4 dire une charge
partielle électronique. Ce potentiel va dépendre de l'environnement chimique dans lequel
chaque atome est placé et du champ de force qui sera utilisé. L'objectif d'un champ de
force est de décrire une classe entiére de molécules avec une précision raisonnable. Il
- représente une des approximations dans la modélisation moléculaire. La qualité d'un champ

de force, son application au systéme d'une art, et sa bonne qualité prédictive des propriétés
pp p q p
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mesurées lors des simulations, d'autre part, influencent directement sur Ia validité des
résultats,

De 13, vientla nécessité d'utiliser le champ de force le plus performant possible et qui

soit adapté au type de molécules & modéliser.
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La valeur de I’énergie d’optimisation est :

Epo=-981.107 Kcal/mol

III- 2- Optimisation des substrats:

Substrat 01 Substrat 02
La construction et I’optimisation de ligand étaient faite par le programme EMO (énergie of
molécule)
- La minimisation de I’énergie stérique de ce ligand a été effectuée en utilisant I’optimisation
SCAN, qui permet :
* Un balayage de la surface d’énergie.
* D’éliminer les conforméres les moins probablement stables.
¢ D’éviter les minima locaux.
i - Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau suivant :
Tableau 01: Résultats obtenus a I’aide du programme EMO
Energie
stérique ,
(KJ/mole) Elongation | Valence Torsion VDwW. Electro. Solvant Totale
Substrat 01 10.39 63.61 -01.61 96.35 -52.87 00.00 115.86
Substrat 02 12.56 169.68 103.16 130.01 -50.87 00.00 364.53:

Ml
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IV- Dynamique Moléculaire :

La connaissance 4 un niveay atomique des aspects structuraux et dynamiques des
systémes organisés est particuliérement importante pour mieux comprendre les fonctions de
ces édifices moléculaires complexes. Dans de nombreux cas, l'obtention du détail
microscopique par les techniques expérimentales conventionnelles s'avére impossible.
Cependant, la véritable évolution des moyens informatiques amorcée depuis une dizaine
d'années, et e développement d'algorithmes performants, rendent possible I'étude
d'assemblages supramoléculaires de complexité croissante par les méthodes de chimie
théorique [5].

Le principe de la dynamique moléculaire est de fournir de I'énergie cinétique au

systeme pour franchir des barriéres énergétiques.
En générale, 1'algorithme de la plus grande pente ou «Steepest descent» est utilisé au début,
pendant 100 & 200 pas. Aprés l'algorithme de gradient conjugué ou «Conjugate Gradienty
peut €tre utilisé pour compléter la minimisation jusqu'a la convergence. La convergence dans
l'algorithme de «Steepest Descenty est lente, mais cette méthode est extrémement robuste. Cet
algorithme est surtout utilisé lorsque les conformations sont éloignées de leur minimum
d'énergie. L'algorithme du gradient conjugué est la méthode de choix pour les grands
systémes moléculaires, puisqu'il présente I'avantage de la convergence rapide.

La dynamique moléculaire a été effectuée sur la CTPR3 seule, les ligands seules et les

complexes.
IV- 1. Dynamique moléculaire de la CTPR3:

Nous avons commencé la dynamique par une initialisation du systéme : & t=0 nous
avons r (t)=0, c'est-a-dire la structure initiale, précédemment minimisée, Puis nous avons

chauffé le systéme jusqu'a 300 K pendant 1000 pas avec un pas d’intégrations de 1 fs.

A 300 K, il y a une équilibration : les vitesses sont réajustées pour conserver la
température constante (il y a ¢change entre 1’énergie cinétique et 1’énergie potentielle).
Ensuite, il y a production de conformations. Le temps de simulation de la dynamique

moléculaire est de 100 picosecondes,
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Ina0

=
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X
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B Figure 4 : variation de I’énergie potentiel de 1a 1na0 seul en fonction du temps
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58



CHAPITRE 1V ; Application, Résultats et discussions

IV- 2. Dynamique moléculaire des substrats :
Substrat 01 :

Figure 5 : variation de Iénergie potentiel du Substrat en fonction du temps

I |
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Substrat 02

E POT (K cal/mol)

¥ v L M Li M 1
200 400 600 800
Temps de simulation (ps)

Figure 6 : variation de I’énergie potentielle de substrat 02 en fonction du temps
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V- Docking des substrats et construction des complexes :

L'étape suivante, aprés la construction des ligands, est le positionnement de ces
molécules dans le site actif de la CTPR 3. Pour ce faire, nous avons utilisé le module Docking

Moléculaire a I'aide logiciel Hex4e

Une fois que le complexe ligand- récepteur est formé, celui-ci va adapter la

conformation la plus stable, c'est a dire avec le niveau énergétique le plus faible.

VL. Dynamique moléculaire des complexes :

Une fois tous les complexes formés, nous allons effectuer une optimisation de Ia

géométrie et un calcul de dynamique moléculaire pour chercher la conformation la plus
stable.
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Complexe 1na0-substrat 01

Complexe 1na0-substrat 01

g
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Figure 7 : variation de 1’énergie potentielle du complexe 1na0-substrat 01 en fonction du

temps
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Complexe 1na0-substrat 02

Complexe 1na0-substrat 02

)
3
3
[
g
w

© s g0
temps de simulation (ps)

Figure 8: variation de Iénergie potentielle du complexe 1na0-substrat 02 en fonction du

temps
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VIL Energie

d'interaction :

Dans le but d'établir des corrélations entre les énergies d'interaction et les activités, et

pour envisager

par quel type de forces la nature des interactions CTPR3-substrat est

ouvernee, on fait souvent référence a une décom osition de I'énergie potentielle totale de la
g P

molécule en plusieurs termes (Energie ¢lectrostatique, Energie de VDW,..).

Les énergies d'i

nteraction entre les différents substrats étudiés et la CTPR3 sont obtenues a

l'aide de la relation suivante :

Einteractions= ( Epotentielle totale complexe CTPR 3-substrat) = (E potentielle totale CTPR3 seule +

E potentielle totale

Substrat)

Tableau 02 : Bilan des ¢énergies en (Kcal/mol) :

Etot ducompiexe | Evordusbstrmr | E Vdw du complexe | E Vow du substrat | Einter. vaw | E inter, totale]
Substratd] 236.05 21.01 -520.31 96.35 -227.36 122.13
Substrat)2 223.80 2491 -525.25 130.01 -373.02 105.97
Tableau 03 : Bilan des volumes molaires en (A% :
Volume molaire A
Substrat 01 1786.60
Substrat 02 1420.55
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A la lumiére des résultats obtenus au cours de notre travail de mémoire, il ressort que
les valeurs obtenues relatives aux ¢nergies d’interaction totale et aux énergies de Van der

Waals sont du méme ordre de grandeur pour les deux substrats,

I faut tenir compte de I’interaction de Van der Waals puisque c’est I’interaction entre

atomes non liés qui stabilisent le complexe enzyme substrat.

Dans le souci de faire une comparaison entre ces deux substrats (substrat 01 : tiré de la

littérature, substrat 02 : congus) nous avons effectué Ia méme démarche de calcul pour le
substrat 02,

Nous allons axer notre discussion, sur les énergies de Van der Walls responsable de
I’encombrement stérique, pour le substrat 1 (-227.37 keal/mol) et pour le substrat 02 (-273,02
kcal/mol).

Notons une particularité entre le substrat 01 et le substrat 02, au niveau de ce dernier la

présence d’une double liaison insérée dans le cycle 18 chainons,

z

Ce qui lui confére une conformation relativement stable d’énergie plus basse que le

substrat 1; donc une interaction avec CTPR 3 plus importante.

Les volumes molaires montrent que le substrat 02 (1420.56A°%), présente une
géométrie inférieure 4 celle du substrat 0] (1796 A%) ce qui laisse suggérer que la cavité du
site actif est de méme ordre de grandeur et que la complémentarité est relativement

importante pour le substrat 02 que le substrat 01.
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Conclusion générale
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L’objectif de notre travail consiste ep Pétude des interactions enzyme-substrat
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