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RESUME

Nouvelle approche basée sur la dynamique moléculaire et la RMN pour I'étude
et I'optimisation de nouveaux inhibiteurs de peroxyrédoxines humaines

impliquées dans les chocs ischémiques

La description des interactions protéine-ligand est d’une importance capitale pour la
compréhension de phénomenes biologiques de toutes sortes, et dans le procédé de conception de
nouvelles molécules bioactives. Avec I’avénement de nouveaux moyens de calculs numériques, la
modélisation des équilibres d’interaction utilisant la dynamique moléculaire est de plus en plus
utilisée pour I’étude au niveau microscopique permettant ainsi de guider la conception et

I’optimisation de nouveaux inhibiteurs biologiques.

Cette thése est centrée sur I'utilisation de la funnel-métadynamique pour la prédiction d’affinités
protéine-ligand et |a description des interactions, en corrélation avec des données expérimentales de
RMN et de cinétique enzymatique. Sur le modeéle biologique des peroxyrédoxines humaines
impliquées dans la cascade inflammatoire survenant apres un choc ischémique, I'interaction et
I'inhibition de composés catéchols ont été étudiées. Les données obtenues par dynamique sur
I'interaction de dérivés catéchols ont été utilisées pour guider I'optimisation de cette molécule
fragment pour une meilleure affinité et inhibition des peroxyrédoxines humaines. Nos résultats ont
montré que la funnel-métadynamique, en plus de permettre la prédiction des affinités protéine-
ligand, donnait une description réaliste de I'interaction pouvant mener a l’identification et
I’optimisation de nouvelles molécules bioactives dont le potentiel inhibiteur a pu étre examiné par
cinétique enzymatique. Cette recherche fournit un apergu des possibilités offertes par les nouvelles

méthodes numériques, et leur application en chimie médicinale par exemple.

Mots clés : Funnel-métadynamique, Interactions, RMN, Catéchol, Peroxyrédoxines humaines,

Inhibition






ABSTRACT

New approach based on molecular dynamics and NMR to study and optimize new

inhibitors of human peroxiredoxins involved in ischemic strokes

Description of protein-ligand interactions is crucial for the understanding of all
biological phenomena, and the drug design process. Thanks to new developments in
computational devices, simulation of interaction equilibria using molecular dynamics are
becoming state-of-the-art approach for the microscopic study of these molecular
interactions. These new methods guide the conception and the optimization of new

biological inhibitors.

This project is focused on the use of funnel metadynamics for the prediction of protein-
ligand affinities, and the description of interactions. Data obtained by metadynamics are
correlated with experimental data from NMR and enzymatic assays. On the biological model
of human peroxiredoxins, involved in the post ischemic inflammation cascade, interaction an
inhibition of catechols derivatives have been studied. Data obtained from simulations have
been used in the optimization process of the catechol fragment, to reach a better affinity

and inhibition of human peroxiredoxins.

Our results have shown that funnel-metadynamics allows the prediction of protein-ligand
affinities, and the realistic description of the interaction, that lead to identify and optimize
new bioactive molecules. Their inhibitory strengths and mechanisms have been examinated

using enzymatic assays.

Our research gives an overview of the possibilities brought by new numerical approaches,

and their application in medicinal chemistry for example.

Key words :  Funnel metadynamics, Interactions, NMR, Catechols, Human Peroxiredoxins,

Inhibition
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INTRODUCTION GENERALE ET
PRESENTATION DES OBJECTIFS

L'étude présentée dans ce manuscrit porte sur la compréhension de I'interaction protéine-
ligand (PL) et le calcul d’affinité par dynamique moléculaire pour la conception de nouvelles

molécules inhibitrices, appliqué au modeéle biologique de la peroxyrédoxine 5 humaine (hPRDXS5).

Cette protéine est impliquée dans diverses pathologies, et a récemment été montrée comme étant
une cible thérapeutique potentielle dans I'ischémie cérébrale. Nous avons donc centré notre travail
sur I’étude de cette protéine modele dans ce contexte pharmacologique particulier. Cependant, les
protocoles utilisés lors de ce projet restent applicables a de nombreux autres systémes. Aussi, nous
sommes convaincus qu’au-dela de la conception d’inhibiteurs de la peroxyrédoxine 5 humaine, ce
travail aura un impact méthodologique sur I'étude et la prédiction du phénomene d'assodiation

protéine-ligand, et ameénera de nouvelles perspectives dans le domaine de la chimie médicinale.
Ce projet de thése a été réalisé en trois temps.

Tout d’abord la dynamique moléculaire (MD) a été utilisée pour la compréhension de I'interaction PL
et I’étude de l'affinité de ces complexes grace a la statistique des conformations de liaison et Ia
cartographie possible de I'énergie en funnel-métadynamique (FM). Dans le cadre de cette premiére
partie théorique, la corrélation des énergies libres de liaison simulées avec les résultats

expérimentaux obtenus par RMN en solution est aussi réalisée.

Dans un deuxieme temps, les informations tirées des études par simulation ont été utilisées pour
I’amélioration de I’affinité PL. Cette partie du projet s'inscrit dans la conception et I'optimisation de
molécules bioactives dont je présenterai les notions fondamentales. Depuis quelques années la
conception de molécules bioactives s'appuie de plus en plus fortement sur les évolutions et les
progrés de la MD afin de gagner en efficacité et en productivité pour la mise sur le marché de

nouvelles molécules.

Enfin, nous avons étudié si I'affinité observée se vérifie en termes d’activité inhibitrice. Ainsi, nous
avons Vvérifié I'inhibition de la protéine cible : la peroxyrédoxine 5 humaine (hPRDX5). Cette enzyme
est impliquée dans la régulation du peroxyde d’hydrogéne dans la cellule, et montrée impliquée
dans l'inflammation post-ischémique cérébrale. Cette derniére partie du projet a été faite en
collaboration avec M.L. Chow dans le cadre de sa thése sur la compréhension des effets de

I'inhibition des peroxyrédoxines humaines."
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Dans le chapitre d’introduction, je présenterai les notions nécessaires a la compréhension de
I’étude et des résultats obtenus au cours de ma thése. Le chapitre d’introduction comportera trois
parties distinctes. La premiére partie sera consacrée a I'étude d’équilibres d’interactions réversibles
protéine-ligand, ainsi qu’aux différentes techniques physico-chimiques permettant la mesure des
grandeurs thermodynamiques et cinétiques, et leur estimation possible par MD. La seconde partie
traitera du processus de découverte de molécules bioactives par différentes approches possibles et
I’utilisation récente de la MD en rapport avec elles. Enfin, la troisieme et demiéere partie introductive
servira a présenter le modele biologique hPRDX5 sur lequel ont été menées les expériences

présentées dans ce manuscrit.

A la suite de ce chapitre introductif seront présentés les matériels et les méthodes utilisés au
cours de ce projet. Les parametres utilisés lors des simulations de MD et de FM seront détaillés, ainsi
qgue les analyses effectuées a la suite de ces simulations. Les protocoles de production et de
purification des différentes protéines utilisées ainsi que les synthéses organiques de deux inhibiteurs
seront décrits. Enfin, nous décrirons les méthodes expérimentales de spectroscopie et de cinétique

enzymatique utilisées.

Apres avoir abordé les notions et les méthodes utiles, je présenterai les résultats obtenus au
cours de ma thése. Ce chapitre sera aussi composé de trois parties distinctes correspondant aux
différents objectifs présentés précédemment. Ainsi, seront tout d'abord abordés les résultats
obtenus sur l'interaction du ligand catéchol et de son dérivé 4-méthylcatéchol avec hPRDX5 par FM,
ainsi que la corrélation des affinités PL obtenues lors de ces simulations avec celles déterminées
expérimentalement par RMN en solution. Les résultats de I’étude de l'interaction entre d’autres
dérivés du catéchol et hPRDX5 par FM seront ensuite présentés et discutés. Cette étude a mené a
I’optimisation du fragment catéchol initial pour en améliorer I’affinité PL. La derniere partie de ce
chapitre portera sur I’étude de I'inhibition de hPRDX5 par certains des dérivés étudiés, ainsi que les
mécanismes mis en jeu lors de cette inhibition enzymatique. Linhibition d’autres isoformes chez
I’homme sera présentée afin d'estimer la possible sélectivité d'action de ces inhibiteurs. Enfin,

I’utilisation de la FM comme outil pour I'estimation des mécanismes d’inhibition sera discutée.
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CHAPITRE |

INTRODUCTION

I. ETUDE D’EQUILIBRES D'INTERACTIONS PROTEINE-
LIGAND REVERSIBLES

Les protéines possédent de nombreux rdles biologiques: de la catalyse de réactions
chimiques jusqu’a la régulation d’autres protéines en passant par la détection de signaux au travers
de leur liaison avec d’autres entités biologiques. Le rdle central des protéines est donc d’interagir
avec d’autres molécules afin de former un complexe transitoire. C'est pourquoi la compréhension et
la description des interactions protéine-ligand d’un point de vue thermodynamique et cinétique est
d’une importance capitale pour la compréhension de phénoménes biologiques de toutes sortes.” >
Nous définirons dans cette partie introductive les caractéristiques générales thermodynamiques et
cinétiques d'un équilibre d'interaction réversible protéine-ligand, puis nous exposerons brievement
les différentes techniques macroscopiques pouvant étre utilisées dans I’'étude de ces équilibres
réversibles, et plus particulierement la RMN qui sera utilisée dans cette étude. Enfin, nous
terminerons par présenter la modélisation de ces équilibres d’interaction en utilisant la dynamique

moléculaire microscopique pourla prédiction de phénoménes dynamiques et macroscopiques.

I.1. Les caractéristiques générales d’un équilibre d’interaction
réversible

Pour étudier la complexation d’une protéine a un ligand, I"approche classique consiste a
assimiler I'interaction a un équilibre chimique. Comme tout équilibre chimique, celui-ci peut se

caractériser d’un point de vue thermodynamique, mais aussi d’'un point de vue cinétique.

I. 1.1 L’équilibre thermodynamique

Si on se restreint dans un premier temps a considérer 1 seul ligand par protéine, I’équilibre
d’interaction s'écrit :
ki

k1
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On définit alors la constante d’équilibre K., comme le rapport des concentrations des especes libres

et liées, a I’équilibre thermodynamique, pour une température donnée.

[P
Kg‘? IRl [z

[2]

Ou [PL] est la concentration du complexe PL, [P] la concentration en protéine libre, et [L] la
concentration du ligand libre. Comme I'équation 1 est en direction de la formation du complexe,
cette constante d’équilibre K., est aussi nommée constante d’association du complexe protéine-
ligand (K,). Cependant il est généralement plus commun de caractériser la stabilité d’'un complexe PL
par la valeur de sa constante de dissociation (Kjp), dont la formule est simplement I'inverse de Kj,

correspondant a la réaction de dissociation du complexe PL :

k1
PL = P+1

kq

[P][L] 1 1
K = —= — = — 3
DLl Ra Reg Bl

Ces constantes d’équilibre, bien que normalement sans unités sont le plus souvent exprimées en
unités molaires (mol.L™) du fait de leur expression par rapport aux fractions libres et liées de protéine
et de ligand en solution, exprimées en unités de concentration (Equation 3). Mais I'équation 3 n’est
pas compléte, car les concentrations devraient étre exprimées par rapport aux valeurs de

concentrations standard [P]°, [L]°et [PL]° comme exprimé dans I'équation 4 suivante :

NERANR, al

Cependant, les concentrations standards étant égales a 1 M, elles sont communément omises, et il
en résulte I'expression des constantes K, et K, telles gu'exprimées dans les équations 2 et 3,
impliquant l'unité molaire de la concentration. C’est donc 'unité qui sera adoptée pour le reste du
manuscrit. K, correspond a la concentration en ligand pour laquelle 50% de la protéine est
complexée avec le ligand. Cette valeur peut étre déterminée expérimentalement a partir de
I'isotherme de liaison du complexe (Figure 1) par de nombreuses techniques expérimentales que

nous expliciterons par la suite.

Typiquement, lorsqu’il s’agit d’'une molécule thérapeutique, il est classique d’atteindre au minimum
un K, de I"ordre du nano-molaire, soit K, < 10° M. En effet, une interaction de I'ordre du micro-

molaire nécessiterait des doses irréalistes pouvant donner lieu a des effets secondaires indésirables.
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Figure 1. Isotherme de liaison d’un complexe protéine-ligand.

Ce graphique représente la valeur de la concentration en complexe [PL] en fonction de la concentration en
ligand [L].

Figure reproduite et traduite de Kuriyan , Konforti & Wemmer. The Molecules of Life. Avec |'autorisation de
Garland Publishing. 2008."
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Il est donc préférable d’atteindre des valeurs de K; les plus basses possibles, afin de minimiser les
effets secondaires. Cependant nous verrons par la suite que la seule considération du K, ne permet

s . . ere . o ey . . s s 4
pas de caractériser significativement I'activité biologique d’une molécule donnée.

I. 1. 2 Notion d’énergie libre standard d’interaction

L"affinité d’une interaction moléculaire fait référence a la stabilité du complexe formé. Nous
avons vu que 'une des grandeurs thermodynamiques qui permettait d'estimer cette affinité est la
constante de dissociation du complexe protéine-ligand. Cette constante thermodynamique peut
aussi étre reliée a une autre grandeur : la différence d’énergie libre AG (appelée aussi énergie de
Gibbs) entre I'état libre et I'état lié des composants de I’équilibre. Si cette différence exprimée en J
(Joules) ou cal (1 cal = 4.18 J) est négative, elle démontre un processus d’association favorable qui
sera spontané, avec une dissociation défavorable et donc un complexe stabilisé. Au contraire, un AG
positif indiquera un processus défavorable dans le sens de la formation du complexe. Lorsque AG est
exprimée dans les conditions de concentration standard (1 M), on définit alors AG®,, la différence
d’énergie libre absolue d’association en J.mol™ ou cal.mol™. AG®, est lié a K, et K, par I'égalité

suivante :

AG, = — RTInK, = + RTInK, [5]

Avec AG®, I’énergie libre standard de formation du complexe PL, R la constante des gaz parfaits (R =

8.3J.K™".mol™), et Tla température en Kelvin.

Au vu de I'équation 5, nous pouvons entrevoir que de faibles modifications en termes d'énergie,
meneront a de grandes variations en termes de Kj, dues au terme logarithmique. Comme on peut se
rendre compte d’aprés le diagramme de variation d’énergie libre d'une réaction chimique
guelconque (Figure 2), un systéeme évolue spontanément vers les processus favorables pour lesquels
AG°< 0. Donc plus AG®, va étre négative, plus K,va étre grand (et K, faible), et plus la réaction va étre

favorable dans le sens de la formation du complexe PL *?

I. 1. 3 Cinétique de I'interaction

Comme nous venons de le définir, une réaction pourrait étre réalisée si elle est
thermodynamiquement favorable. Cependant, I'équilibre thermodynamique ne procure aucune
information sur la cinétique du processus. Dans le modele a un ligand défini ci-dessus, la vitesse
d’assodation et |a vitesse de dissodiation du complexe PL peuvent étre décrites par deux constantes

de vitesse, notées respectivement k;, et k.
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Etat de
transition

Energie libre

7
\‘_ /
Etat libre Etat lié
P+L PL

Profil énergétique de l'interaction PL

Figure 2 : Profil énergétique d’une réaction de liaison d’'un complexe PL.

Profil énergétique d’un ligand (L) se liant a une protéine (P) pour former un complexe (PL). La différence
d’énergie libre entre les états libres et liés AG, ne dépend que de ces 2 états, et détermine |’affinité du ligand
pour la protéine (Kp). Les constantes de vitesse d’association et de dissociation kg, et ko dépendent des
différences d’énergie libre entre les états libres et liés, et I’état de transition, respectivement AG’O,,et AG¢fo.
Avec R |la constante des gaz parfaits, T la température en Kelvin.

Schéma reproduit et modifié a partir de Pan et al. 2013. Drug DiscoveryToday 18(13-14): 667-673 avec
autorisation de Elsevier.’
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Elles sont reliées a K, qui est le rapport direct de ko /k,, :

k

K, =-24 6]
on

Donc,

Koff — gy (4%

o= e (2) 7

Soit a I'équilibre chimique, en reprenant I'équation 3 et en utilisant la loi empirique d’action de
6 . )z irs . . . Iy e . .
masse,” on obtient I'égalité suivante reliant les vitesses v de I'équilibre d'interaction aux

concentrations en protéine libre, en ligand libre, et en complexe PL :
v = [P][L] kon = [PL] kof (8]

Avec k,, exprimée en M™*.s™" et kogrexprimée en st

Ces constantes de vitesse k., et ko refletent la vitesse a laquelle se font I’association et la
dissociation du complexe PL. k. peut aussi étre relié a un autre facteur: le temps de résidence

moyen tz du ligand sur la protéine réceptrice, exprimé en secondes.

tp, = [9]

Ce temps de résidence reflete le temps pendant lequel une molécule est active, car selon le principe

. 7 . . .z 7
d’Ehrlich : « une molécule n’est active que le temps durantlequel celle-ci est liée ».

Si 'on considére qu’une enzyme catalyse une réaction de maniére efficace, la vitesse de cette
réaction est alors uniquement limitée par la vitesse de diffusion des substrats. Ces réactions
contrélées par la diffusion ont une constante de vitesse maximum k,, de I’'ordre de 10° M™.s™ selon
Alberty, Hammes & Eigen (1958) limitées par la rencontre d’un substrat avec le récepteur.®
Cependant, Chou et coll. ont proposé un second modeéle (1974) prenant en compte la capacité d’une
enzyme a orienter a sa surface les substrats vers le site récepteur. Par ce modéle, les k,, peuvent

atteindre une valeur maximale de I'ordre de 10*° M™*.s™*.°

L'affinité et les constantes de vitesses dépendent tous deux du profil énergétique du phénomene
d’interaction (Figure 2). A la différence de AG®,, qui est calculée entre les états libres et liés et qui ne
dépend que de ces deux états, les constantes de vitesses k,, et ko5 sont fonction des énergies
d’activation AG,,” et AGfoqt calculées par la différence des énergies des états libres et liés avec I'état
de transition (ET). Sur la Figure 2 on peut voir que si I'on déstabilise I'ET, seuls k,, et kg seront

diminués, sans altérer I'affinité (ligne rouge pleine) tandis que si I'on stabilise I’état li¢, I'affinité sera

Page | 10



augmentée et k,; diminué tandis que k,, ne sera pas affecté (ligne rouge pointillée). A I'inverse si on

altere I'énergie de I'état libre, k,, et K; seront affectés mais pas kog.

En pratique, il se trouve que pouvoir altérer deux de ces paramétres sans affecter le troisieme est
difficile. Cela montre qu’une optimisation basée uniquement sur la valeur du K, peut masquer les
variations des termes cinétiques, d’ou I'importance dans notre étude de pouvoir vérifier, non pas
uniquement la valeur de I’affinité des ligands pour la protéine d’'intérét, mais aussi leur capacité

d’inhibition.”

I. 1.4 La théorie de I’état de transition

Le concept d’état de transition est bien connu dans la description des réactions chimiques
générales. On postule I'existence d'un état défini comme ayant une énergie maximale (Figure 2), un
guasi- équilibre chimique entre les espéces réactives et le produit, sous forme d’'un complexe activé

dit de transition.

P+L <+ [PL]* —> PL [10]

Lors d’une réaction chimique, les especes réactives vont voir s’accroitre leur énergie au fur et a
mesure de I’avancement dans le chemin réactionnel jusqu’a atteindre ce maximum énergétique de
transition. Il permet la formation du complexe activé appelé état de transition. Cest par la formation
de ce complexe qu’est ensuite rendue possible la transformation en produit. La théorie de I'état de
transition utilise I'équation d’Eyring afin de prédire la vitesse des réactions a partir des princpes
sz . . 10 ;. s , ,

élémentaires de la thermodynamique.™ Cette théorie postule qu'a une température donnée, la
vitesse de réaction ne dépend que de la concentration du complexe activé, en équilibre avec les

réactifs.

Cet état de transition n’existe pas uniquement dans le cas d’interactions mettant en jeu des réactions
chimiques. Dans le cas d’interactions PL simples il existe aussi des barrieres de transitions
énergétiques (transconformations, désolvatation, etc). La désolvatation par exemple, qui est un
équilibre d’interaction simple sans réaction chimique, va posséder son état de transition (état libre

non solvaté), menant a I’état non solvaté du complexe lié.

L'équilibre 10, permet de définir la concentration en complexe activé a partir des concentrations en

réactifs a I’aide de la constante d’équilibre :

[PL]* = K* [P][L] [11]
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La vitesse de réaction v, dépendante de la concentration en réactif peut alors étre écrite sous forme

de dérivée, telle que:

v=— LBl pry [12]

Avec [PL]* la concentration en complexe activé, et k*la constante de vitesse du passage a I'état de

transition que I’on peut aussi développer a I’aide des termes de mécanique quantique :

z — kBT
k—h [13]

Avec kgzla constante de Boltzmann, T la température en Kelvin et h la constante de Planck.

En accord avec les lois de la thermodynamique classique, la constante d’équilibre peut aussi étre

reliée a la variation d’énergie pour la formation de I’état de transition a partir des réactifs, soit :
AGY = — RTInK*¥ [14]

Soit, par passage a I'exponentielle :

—acH
K¥ = ¢ rT [15]

Utilisant les équations 11 et 14, la concentration de I’état activé pour l'interaction devient:

_ac¥
[PL]* = e &T [P][L] [16]

Ce qui permet d’exprimer la vitesse de réaction a I’aide des équations 12 et 13, comme:

v = ﬁ—Te%[P][L] [17]

Enfin, en reprenant I'expression de la vitesse donnée par la loi d’action de masse (équation 8), on

obtient|’expression de la valeur de la constante de vitesse k selon Eyring:

_ac¥
kg T —=—
k= BTQ RT [18]
Cette équation démontre aussi que la valeur de I'énergie AG' influe sur la vitesse de la réaction. Ainsi
plus la valeur de AG est grande, et plus la réaction sera lente car I’énergie a apporter au systéme est
plus importante pour induire la formation des produits. Il en résulte que si I'on veut atteindre

I’équilibre chimique plus rapidement, il faut stabiliser cet état de transition en diminuant son énergie

afin de favoriserle passage de la barriere énergétique menant a laformation du complexe PL.
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I. 1. 5 Les différentes interactions mises en jeu

Les interactions mises en jeu dans le cas de l'interaction réversible entre une protéine et un
ligand sont des interactions dites « faibles » et non covalentes comme les interactions de van der
Waals (vdW), les interactions de charges coulombiennes ou les liaisons hydrogenes par exemple.
Dans le cas de protéines et d‘autres macromolécules biologiques ou assemblages supramoléculaires
(acides nudéiques, membranes, etc), ces interactions se font par complémentarité, de nature

chimique et structurale, au niveau d’un site particulier appelé le « site récepteur ».

- Complémentarité structurale

La complémentarité structurale entre une protéine et un ligand (ou un substrat pour une

enzyme) a été définie par plusieurs modeéles au cours du temps. **#*?

Le modele de base appelé « le modéle clé-serrure », fut décrit par E. Fisher en 1894.'* Ce modéle de
reconnaissance est basé sur I’hypothese d’'une complémentarité de forme pré-existante entre le
substrat et la cavité du site récepteur de la protéine. Il n‘implique donc aucune modification de
structure du récepteur ou du ligand (Figure 3). Dans ce modele le récepteur et le ligand sont

considérés comme des structures rigides.

ligand

ligand > e
= + protéine — protéine

Figure 3. Schéma représentatif du modeéle « clé-serrure ».
Modeéle proposé par E. Fisher, basé sur la complémentarité enzyme-substrat dans lequel la protéine est
assimilée a une structure fixe « serrure », et le ligand a une « clé » s’adaptant a cette serrure.

Suite a cette hypothése, un second modéle a été amené par F. Karush en 1950"* puis D. Koshland en
1958." Ce modéle est basé cette fois sur I’hypothése que la structure de la protéine est modulable,
et se déforme pour s’adapter a une petite molécule. Ce modeéle de « I'ajustement induit » est un
modele dynamique, dans lequel une partie de I'énergie récupérée grace aux interactions faibles
formées entre les deux entités permet d’induire une déformation de la structure tridimensionnelle
de la protéine, permettant la liaison du ligand dans le site récepteur (Figure 4). Cette déformation de
la protéine peut conduire a une modification de son activitt comme par exemple mener a une

inhibition non compétitive, ou une régulation de I’allostérie.

Page | 13



ligand

ligand

* *
ligand 4 — Syt I * oy ¥
gan - %
protéine : protéine LI protéine

Figure 4. Schéma représentatif du modeéle de « I’ajustement induit ».

Modeéle dans lequel les interactions faibles (vdW , coulombiennes, liaisons H, électrostatiques) entre la
protéine et le ligand (représentées par un *) induisent une déformation du site récepteur de la protéine,
permettant alors la fixation duligand.

Enfin, le demier modéle est celui de la sélection conformationnelle, ou allostérie (Figure 5). Ce
modele postule I'existence d’un équilibre entre différentes conformations structurales de la
protéine, avec la liaison préférentielle du ligand a I'une de ses formes. Ce modeéle dynamique induit
un déplacement de I'équilibre protéine-ligand vers la forme active de la protéine, et contrairement
au modele de I'ajustement induit, cest I'interaction entre la protéine et le ligand qui va guider cet

équilibre conformationnel vers la conformation active.™.

ligand
ligand = Arerdine ——> | ligand <+ protéine = protéine

Figure 5. Schéma représentatif du modeéle de la sélection conformationnelle.
Modeéle dans lequel la protéine possede plusieurs conformations en équilibre, dont seulement I'une d’elles est
favorable a la liaison duligand dans lesite récepteur.

- Complémentarité chimique

Les interactions pouvant exister au cceur du site récepteur, entre la protéine et son ligand
sont des interactions de faible énergie (< 10 kcal.mol™), non covalentes. Ces interactions sont &
I’origine de la flexibilité et de la spécificité existant dans la plupart des procédés biologiques. Parmi
ces interactions, on peut distinguer les liaisons hydrogene, les interactions coulombiennes, et les

interactions de vdw.*®"’

Une liaison hydrogéne est formée par lI'interaction d’'un atome d’hydrogéne attaché a un atome
électronégatif, avec un autre atome électronégatif (O, N ou S). Les liaisons hydrogenes sont les
interactions les plus fréquemment observées entre deux biomolécules, car les protéines contiennent
de nombreux groupes oxygenes et azotes, permettant leur formation. Les liaisons hydrogenes ont un

grand réle dans la stabilité structurale des macromolécules, car les acides aminés peuvent former
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des liaisons hydrogénesintramoléculaires entre le groupement NH d’un résidu et le groupement C=0

d’un autre résidu, formant la structure secondaire.

Lorsqu’un atome chargé positivement est mis en contact avec un atome chargé négativement, il est
possible d’avoir une interaction de Coulomb (ou ionique). Cette interaction ionique est due a la force
d’attraction électrostatique existante entre ces deux charges formant un dipdle électrique. Ces
interactions coulombiennes coexistent avec les interactions apolaires et les liaisons hydrogenes et

impliquent classiquement les acides aminés Arg, His, Lys (cations), et Asp ou Glu (anions).

D’autres acides aminés sont neutres et plutot hydrophobes (Leu, Val, Ala, lle, Phe, Trp, Tyr, Pro et
Met) par la nature de leurs chaines latérales. Deux groupements non polaires peuvent entrer en
contact pour exdure le solvant (polaire). Il y a alors formation d'une interaction dite « hydrophobe »,
qui est en fait une combinaison d'interactions de vdW et d’un phénomeéne d’exclusion de solvant
(H,0). Dans ces interactions « hydrophobes » on retrouve aussi I'interaction m-m attractive pouvant
étre formée entre deux cycles aromatiques, appelé le « rt-stacking », que I'on retrouve souvent dans

la structure des protéines entre les acides aminés Phe, Tyret Trp.” "’

I.2. Méthodes physico-chimiques pour I'étude des équilibres
d’interactions

L'interaction d’un ligand avec une protéine va modifier la moyenne des environnements
chimiques de chacun des partenaires. Lorsque le ligand est libre, cette moyenne est principalement
due aux interactions fluctuantes avec le solvant, et éventuellement les sels dissous présents. Si la
concentration en ligand devient plus importante, alors des interactions entre ligands pourront aussi
avoir lieu et devenir significatives (solution non-idéale). Lorsque le ligand interagit avec la protéine,
on peut distinguer des interactions dites non spécifiques souvent a la surface de celle-ci, combinées a
des interactions plus spécifiques au sein du site d’interaction. Dans ce site d'interaction, le temps de
résidence sera d’autant plus long que I'affinité sera grande. Nous allons passer brievement en revue
les différentes méthodes princdpalement utilisées pour définir les interactions entre ligand et

protéines avant d’aborder les principaux avantages de la RMN en solution.’

I. 2. 1 Principales méthodes d’étude de I'interaction protéine-ligand

De nombreuses méthodes permettent la caractérisation de I'interaction protéine-ligand d'un
point de vue structural (principalement la cristallographie aux rayons X ou la RMN), ou d'un point de
vue dnétique et thermodynamique avec la résonance plasmonique de surface (SPR),” les méthodes
calorimétriques (ITC ou calorimétrie différentielle),’” * ** les méthodes séparatives (dialyse,
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ultrafiltration, ultracentrifugation, chromatographie, électrophorése),’” ** le dichroisme circulaire
2% ou bien encore la spectrométrie de masse (ionisation nano-electrospray). Lensemble de ces
techniques possedent des caractéristiques qui peuvent étre parfois complémentaires dans I’étude de
I"affinité.

La cristallographie aux rayons X est par exemple une méthode de choix quand il s’agit d’obtenir des
informations structurales en général. Cependant elle requiert I'obtention de mono-cristaux de bonne
qualité et des complexes PL définis.” Les cristaux de complexes peuvent étre obtenus par trempage
des cristaux de la protéine dans des solutions contenant le ligand. Celui-d diffuse au travers du
réseau cristallin via les canaux de solvant. Si la méthode par trempage n’est pas efficace, alors il est
possible de réaliser des expériences de co-cristallisation d'une solution de protéine et de ligand.
L'analyse des cartes de densité électronique permet ensuite I'identification des conformations liées
du ligand, et la résolution de la structure compléte du complexe PL.*’ La cristallographie est une
méthode qui demande une concentration importante en protéine, et qui ne renseigne que
gualitativement sur la dynamique des molécules au sein du réseau cristallin. L'ordre du cristal
organise les molécules en son sein, et aucune information quant a I'affinité réelle ne peut étre

obtenue.

La SPR et I'ITC sont deux techniques qui ont été largement utilisées dans la littérature récente pour la

détermination de I’affinité PL viala détermination des constantes thermodynamiques et cinétiques.

- Résonance plasmonique de surface (SPR)

La technique SPR permet d’observer la cinétique d’assodation (k,,)/dissociation (k.. Cette
technique est applicable aux couples protéine/ADN, protéine/protéine mais aussi protéine/ligand.

Elle donne ainsi acces a la constante d’équilibre d’affinité du complexe (relation 6).

La SPR est basée sur la détection optique des variations de masse sur une surface d'or placée sur une
puce de détection en verre. La protéine doit étre immobilisée par un greffage chimique sur cette
surface par une couche de Dextran (polymére ramifié de glucose), et le ligand est injecté par un
systeme micro fluidique dans un flux continu a la surface du capteur (Figure 6). Le systeme de
détection consiste a mesurer la variation de I'indice de réfraction au voisinage de l'interface, lorsque
le ligand est en liaison avec son récepteur.’® La SPR a un inconvénient majeur : 'immobilisation de la

protéine d’intérét pouvant mener a des artefacts.
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Figure 6. Schéma du principe de détection par la technique SPR.

La méthode SPR, ou le récepteur correspond a la protéine greffée sur une matrice (dextran). Détection de la
variation de I’indice de réfraction entre |la phase contenant |a protéine et celle contenant la molécule ligand. La
variation de I’angle de résonance est suivie en temps réel et peut étre tracé comme signal de résonance en
fonction du temps.

- Titration calorimétrique isotherme (ITC)

L'ITC repose surla mesure directe de la chaleur libérée ou absorbée durant I'interaction (Figure 7) et
permet la mesure des grandeurs thermodynamiques d’enthalpie AH, de I’énergie libre AG (par

détermination du KD), et donc de I’'entropie AS.

Seringue Temps (min)
— 1 0 20 40 6
d’injection Ny : : P&
(ligand)
&
_:1 1.0 4 ]
Bain Données brutes
adiabatique — -22 T T : . —
Cellule de E 1/Kd
référence 5 1 3] 4
Echantillon <
(protéine) |/ -10- i
0 05 10 15 20
y Ratio molaire
_ Alimentation | Enthalpie de réaction

Figure 7. Schéma du principe de détection par la technique ITC.

La méthode de I'ITC est basée sur la mesure de la chaleur libérée lors dela fixation d’un ligand surla protéine
cible. Lors d’une titration le thermogramme obtenu représente la chaleur libérée aprés chaque injection, en
fonction du temps. Il est ensuite possible de représenter la chaleur libérée aprés chaque ajout, en fonction du
ratio molaire [L]/[P] pour obtenir la courbe expérimentale (points bleus) a laquelle on fait correspondre la
courbe théorique du modele considéré (selon le nombre de sites de liaison) pour déterminer Kp.
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De plus, elle ne nécessite aucune modification des partenaires impliqués dans la liaison et permet la
mesure de leur affinité dans leur état natif."® C’est a ce jour la seule méthode permettant la mesure
de la variation d’enthalpie AH. Cependant, c’est une technique macroscopique globale qui n"apporte

. . . . 19;21
aucune information structurale sur I'interaction.*®

Nous allons voir que la RMN, en permettant une analyse a la fois structurale et thermodynamique,

est une méthode trés riche pourl’étude d’équilibres d’interaction PL.

I. 2. 2 Utilisation de la résonance magnétique nucléaire (RMN) en solution

La RMN permet de détecter des interactions protéine-ligand pour un large domaine d’affinité
et de taille de protéines et rend aussi possible la détermination qualitative et quantitative de
I’affinité PL avec des informations a la fois structurales et dynamiques. En effet les modifications
subies par chacun des deux partenaires de I'interaction auront un effet direct sur les observables
RMN. L'étude de ces différents observable, rendue possible grace a une palette trés large
d’expériences, va permettre d'apporter des informations diverses. Le déplacement chimique
isotrope &, par exemple, va donner des informations sur l'interaction PL. Il en est de méme des
expériences de NOE transférés et de STD qui sont basées sur un transfert d’aimantation intra ou inter
moléculaire entre la protéine et le ligand, ou encore les expériences de WaterLogsy basées sur la
différence de relaxation entre les molécules d’eau libres et liées en solution.?® Les expériences basées
sur la différence des vitesses de relaxations transversales (R,) et longitudinales (R;) ainsi que les
expériences NOESY et I’étude des couplages dipolaires résiduels (RDC) seront, elles, utilisées pour
observer des modifications structurales et dynamiques au niveau du récepteur. De par sa résolution,

la RMN est considérée comme la méthode la plus polyvalente pour I’étude de I'affinité. %% *°

- Le déplacement chimiqgue en RMN

La spectroscopie RMN est une technique qui permet l'observation de signaux de
radiofréquence provenant de noyaux atomiques de spin non nul. Lorsqu’ils sont placés dans un
champ magnétique uniforme, la radiofréquence a laquelle sont observés les signaux, est définie

comme la fréquence de Larmor v,:

Vg = — 19
0 - [19]
Ou B, représente la valeur du champ magnétique de I’appareil exprimé en Tesla, et y le rapport
gyromagnétique du noyau observé exprimé en rad.s™.T". Cependant, cette fréquence de résonance
est modulée par I’environnement chimique. La différence de fréquence induite par ces

environnements, est appelé le déplacement chimique &, qui est de I’ordre de la partie par million
Page | 18



(ppm) de v,. En solution ou les molécules diffusent librement, le déplacement chimique représente
une valeur moyenne de toutes les orientations possibles en solution. Cet observable RMN intégrant
I’ensemble des orientations possibles peut étre plus particulierement mis en paralléle des

simulations de dynamique moléculaire qui seront déployées dans la suite de notre étude.

En fonction de la cinétique de I'’échange, les spectres seront différemment affectés. Dans le cas d’un
échange rapide, seul un § moyen sera observé sous forme d’une raie fine, tandis que dans le cas d’un
échange lententre deux formes libres et liées, deux & seront observés : un é pour laforme libre et un
6 pour la forme liée (Figure 8). Enfin, si I’échange se fait a vitesse intermédiaire les raies observées
seront élargies sous |'effet de l'interaction, et avec I’augmentation de la vitesse on atteindra un

régime de coalescence ou I’'on ne distinguera qu’une seule raie trés large.

Nous avons dans ce projet essentiellement utilisé I'observable déplacement chimique, ainsi que le

transfert de saturation.

f
v
1

8libre 8 libre

8 libre 8lie 8 libre 5 5 lie Ligand A

5

/\ ; :
8 libre & libre 5 lie
! = v
6 li¢ [
Echange lent Echange rapide

Figure 8. Influence de la vitesse de I’échange sur les signaux RMN.
Le déplacement chimique étant sensible a I’environnement chimique de |’atome considéré, il y aura
modification de sa valeur lors del’interaction avec unligand. Ona donc 6 libre (bleu) différent de 6 lié (orange).
Selon la cinétique de I’échange, le spectre RMN va étre modifié. Dans le cas d’un échange lent, deux 6 seront
observés :un & pour la forme libre et un 6 pour la forme liée. Dans le cas d’un équilibre rapide, seul le 6 moyen
(noir) sera observé.
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I. 2. 3 Observation des signaux RMN provenant de la protéine : I'’expérience

HSQC

L'une des méthodes les plus utilisées pour I'étude de I'affinité protéine-ligand en RMN est
I’observation des signaux de la protéine réceptrice par I'expérience 2D HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Coherence).”* Dans cette expérience les & 'H sont corrélés par les couplages spin-spin Jyux

avec N ou 6 C.

Au travers des & 'H et N on peut aisément détecter des variations de déplacement chimique (CSP)
induites par I'interaction avec la molécule ligand en fonction de sa concentration par rapport a une
concentration en protéine fixe. L'HSQC implique un transfert de cohérence du proton vers
I’hétéroatome considéré, via une séquence d’impulsion INEPT (I/nsensitive Nuclei Enhanced by
Polarization Transfer).?> Trés sensible et rapide a acquérir, elle permet d’obtenir une signature
caractéristique de la protéine dans des conditions expérimentales données (Figure 9). Cette
expérience va non seulement rendre possible I'identification des molécules qui pourraient se lier ala
protéine cible (présence de signaux perturbés par la liaison), mais aussi de localiser un supposé site
d’interaction en identifiant les pics de corrélation des acides aminés perturbés par la présence du
ligand sur le spectre 2D, grace a I’attribution préalable des résonances (*H et ®N dans notre cas) de
la protéine. Cependant, des modifications distantes du site de liaison sont aussi possibles en cas de
changements de conformation de la protéine (modéle de I’ajustement induit de Koshland). De plus,
en titrant la protéine par des ajouts croissants de ligand il sera possible de déterminer des valeurs de

Ky apparents (voir partie 1V.2 du chapitre ).

Pour ce type d’expérience, il existe néanmoins certaines contraintes et limitations. Tout d’abord,
I’abondance naturelle de I’azote *°N est telle (0.4 %) qu'’il est nécessaire de marquer isotopiquement
la protéine d’intérét afin de pouvoir I’étudier. En effet 'azote *N a un spin entier et un moment
guadripolaire ce qui rend la détection en général impossible, on cherche donc a observer le noyau
N qui posséde un spin %. De plus, il est difficile de pouvoir analyser des protéines de haut poids
moléculaires (MW), on limitera donc son utilisation a des systemes de MW inférieur a 50 kDa, et le

temps d’expérience peut atteindre plusieurs heures selon la concentration de la protéine disponible.

I. 2. 4 Observation des signaux RMN provenant du ligand :1'expérience STD

La détection de l'affinité en RMN peut aussi étre réalisée indirectement par I’'étude des
spectres de ligands libres. Cette détection indirecte est intéressante pour détecter I'affinité en
présence d’édifices macromoléculaires dont les caractéristiques de relaxation rendent inefficaces les

expériences HSQC ou TROSY.
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Le principe général de I'expérience STD est I'irradiation sélective d'un signal spédifique de la protéine
dont la saturation sera transférée a I’ensemble de la protéine puis au ligand (Figure 10). Elle ne
nécessite qu’une faible concentration en protéine (entre 1 uM et 20 uM selon la taille), et un excés
de ligand (rapport de concentration protéine:ligand entre 1:100 et 1:1000).>* Le STD peut aussi étre
utilisé sur un ligand particulier dont on fait varier progressivement la concentration. A chaque valeur
de concentration enligand, pour une concentration en protéine constante, on effectue un spectre de
référence 1D 'H et un spectre de différence STD. En mesurant ensuite l'intégrale des signaux du
ligand sur chacun des spectres, on peut calculer un facteur d’amplification STD (fs7p) :

—rp Ul
fSTD Lip [P] [20]

Avec Is;p et I, I’aire sous les pics surles spectres STD et de référence respectivement.

Spectre 1D 'H de référence

—> lp
Irradiation sélective
delaprotéine

molécule

ligand & ‘
i Spectre 1D 'H de saturation
molecule non
- Ilgand |sa[
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Spectre 1D H STD
—> lgp=lip-

Figure 10. Principe de I'expérience RMN 1D 'H de transfert de saturation (STD).

Visualisation des signaux RMN d’une molécule ligand (vert) et d’'une molécule non ligand (bleu) pour les
différents spectres acquis : le spectre 1D de référence, le spectre acquis apres irradiation sélective d’un des
signaux de la protéine, et le spectre obtenu par différence. Cartographie d’épitopes : Visualisation de la
différence d’intensité entre deux signaux du ligand sur le spectre de saturation, permettant de définir une
conformation prédominante dans laquelle le ligand est lié au récepteur. Le proton le plus impliqué dans
I'interaction verra son signal plus fortement diminué par l'irradiation sélective de |a protéine.
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Lorsque l'on représente fsp en fonction de la concentration en ligand, on peut ajuster non
linéairement des données expérimentales avec une hyperbole. Cet ajustement permet d’obtenir une
estimation du K, apparent du complexe, mais aussi I'implication des différents protons du ligand
dans l'interaction PL. Ainsi, le proton ayant le plus fort facteur d’amplification STD sera considé ré
comme le proton le plus en contact avec la protéine. Cette analyse qu’on appelle la « cartographie

d’épitopes » (ou epitope mapping) permet de supposer des conformations liées préférentielles.>

I. 3. Modélisation utilisant la dynamique moléculaire

En regard de la RMN en particulier, il existe aussi des moyens théoriques pour la
modélisation des équilibres d’interactions, la modélisation pouvant devenir dans certains cas
prédictive et quantitative. L'évolution de la puissance de calcul des ordinateurs au cours des
dernieres décennies a permis I’émergence de nouveaux domaines de modélisation, en étendant en
particulier les échelles de temps de la simulation de phénomenes dynamiques tels que la dynamique

moléculaire.

I. 3.1 Les bases de la modélisation moléculaire

La modélisation moléculaire permet, grace a des méthodes numériques, de mieux
comprendre les interactions entre biomolécules en simulant leur comportement a différentes
échelles de temps. Il serait ainsi ultimement possible de relier I'observation expérimentale

. \ . . 35
macroscopigque a son aspect microscopique.

- Lameécanique quantique

Afin de pouvoir relier les propriétés d’'un systtme microscopique a celles de la phase
macroscopique, il est avant tout nécessaire de restreindre le nombre de particules simulées, car en
toute rigueur I'étude d’un systeme complexe moléculaire nécessiterait la résolution de I’équation de

Schrédinger :

Hy .Yy = Ey Wy [21]

Avec H, I’opérateur hamiltonien du systéme, E, son énergie, et y; (ry,..., ry) une fonction d’onde

décrivant I'état du systéme, avec N le nombre de particules.*
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Or, dans le cas général d'un ensemble polyatomique et électronique, cette équation n"admet aucune
solution analytique exacte. Cest pour cette raison que des approximations ont été faites, afin
d’obtenir des énergies E et fonctions d’onde i qui s'approchent le plus possible de E, et . La plus
importante d’entre elles a été définie par Born et Oppenheimer en 1927.* Elle est fondée sur
I’"hypothése que I’on peut découpler le mouvement des électrons et des noyaux, qui ont une masse
plus importante. Le mouvement des noyaux est ainsi négligé, ce qui revient a considérer que les
électrons se déplacent dans un champ de noyaux fixes dans I'espace. Ainsi, I’énergie du systeme
moléculaire considéré ne dépend plus que de la position des noyaux, pour lesquels il est possible
d’utiliser une description newtonienne du mouvement. La restriction du nombre de particules
simulées est effectuée en ayant recours aux conditions de limites périodiques, qui consistent a
répliquer un ensemble fini de particules dans une boite (cellule de simulation), selon les 3 directions

de I'espace (Figure 11).%*

T e T I

Figure 11. Vue bidimensionnelle d’une cellule de simulation répliquée dans les trois dimensions de I’espace.

Avec les conditions aux limites périodiques, lorsque la particule i quitte la boite centrale A, ses images situées
dans les cellules voisines vont se déplacer de maniéere similaire.

Le systeme généré posseéde alors un caractere pseudo-infini, ce qui induit l'utilisation d'autres

approximations. En effet chaque particule interagit alors avec les autres particules de la boite, mais
. . . 38 ’ . , ,

aussi avec ses images virtuelles.™ L'emploi de méthodes de type somme de réseau, telle que la

sommation d’Ewald, permet de calculer le potentiel électrostatique total en répartissant le calcul

entre un espace réel et un espace récproque (par transformée de Fourier). Dans notre cas, la

méthode utilisée est une version simplifiée de la sommation d’Ewald, appelée « Particle Mesh

Ewald » (PME).*
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- Les champs de forces de la mécanique moléculaire classique

Toutes les taches intervenant en modélisation moléculaire nécessitent le choix et la

définition des champs de forces a utiliser.

Un champ de forces est la somme des termes caractérisant les interactions entre les différents
atomes d’une molécule. Il régit donc I’énergie globale d’un systtme moléculaire. Celui-ci est défini
par un ensemble de fonctions empiriques et paramétriques décrivant I’énergie potentielle du
systtme de particules considéré.*® Le champ de force comprend les termes liés a deux types
essentiels d’interactions : les interactions covalentes dépendantes de la gé¢ométrie de la molécule, et

. . . . 7 36
les interactions non-covalentes qui ne concement que les atomes non liés entre eux.

Les termes représentant les interactions covalentes sont principalement divisés en 2 catégories : les
déformations de longueur de liaison, les distorsions des angles de valence, et les termes diédraux
(torsions). Dans le terme exprimant les interactions non-liantes, on trouve la contribution
coulombienne représentant les interactions électrostatiques, et les termes de van der Waals (Figure
12). Les champs de forces classiguement utilisés dans le cas de systémes biologiques sont AMBER
(Assisted Model Building with Energy Refinement), CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular
Mechanics), ou GROMOS (GROningen MOlecular Simulation Package). lls sont développés de facon

40;41;42

communautaire depuis plusieurs dizaines d’années.

Angle
diedre
(torsion)

Longueur
de liaison

Interactions
non covalentes

(van der Waals + électrostatique)

Figure 12. Visualisation des différentes composantes des termes énergétiques prises en compte dans le
potentiel d’'une molécule en mécanique moléculaire pour la définition des champs de force.
Encadré vert : interactions covalentes comportant les longueurs de liaison, les valeurs d’angles et de torsions.

En orange, les interactions non liantes comprenant les interactions de faible énergie de type van der Waals et
interactions coulombiennes pouvant exister entre une protéine et un ligand.
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I. 3.2 La dynamique moléculaire

Les protéines sont des entités qui possedent une dynamique intrinséque de par la flexibilité
des acides aminés qui les composent. Leur dynamique concerne aussi leur diffusion au sein de leur
milieu. De méme, les ligands possédent eux aussi leur propre dynamique, ainsi que le solvant.”® La
dynamique moléculaire (MD) permet de simuler le comportement d’un systéeme moléculaire au
cours du temps, par intégration des équations du mouvement de Newton, grace a I'approximation de

Born-Oppenheimer(voir 1.3.1).

- Les équations du mouvement

La dynamique moléculaire consiste donc a résoudre les équations du mouvement définies

par Newton :
m;.a;,(t) = F,(t) [22]

N , . . dvj Ly . .
Ou F; est laforce exercée sur la particule i, m;sa masse, et a; = d—t' son accélération.

La force sur un atome est alors obtenue a partir des dérivées de I'énergie potentielle V par rapport

aux coordonnées de I’atome r;

2 ... r
- 2 [23]

mn.
Loag 27;

Les équations différentielles 23 du mouvement sont ensuite résolues numériquement par des
méthodes itératives. A partir des coordonnées et des vitesses initiales d’'un atome au temps t, les
positions et vitesses de cet atome sont calculées pour le temps t + At. Le pas At de I'intégration défini
I'intervalle de temps durant lequel les forces exercées surles atomes restent constantes. C'est pour
cette raison que plus un systéme est grand, plus I’évaluation de I’énergie de I'ensemble des atomes
est coliteuse en temps de calcul et en mémoire. Ce pas d'intégration est a définir en fonction du
systeme et donc des types de mouvements que I’on cherche a modéliser. Pour des molécules rigides,
un pas assez grand de 5 fs sera approprié, mais ne le sera pas pour une molécule plus flexible dont
les mouvements seront plus importants. Dans ce cas il faut diminuer le pas dintégration,

typiquement de I'ordre de 1 fs.

- Thermostat et barostat

En dynamique moléculaire classique, le nombre de particules N, le volume V et I’énergie
totale du systeme E sont conservés ce qui permet de définir en mécanique statistique un ensemble

micro-canonique. Cependant, les approximations faites peuvent mener a des instabilités et donc a
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des variations d’énergie ou de température.** Afin de modéliser I’environnement du systéme de
maniére efficace, il est important de pouvoir réaliser des simulations de dynamique moléculaire avec
controle de la température (thermostat) et/ou de la pression (barostat) comme grandeurs
indépendantes. Cela permet d’effectuer des simulations dans des ensembles thermodynamiques
spédifiques différents : micro-canonique (NVE), canoniques (NVT) ou isotherme-isobare (NPT) par
exemple, dans lesquels I'ensemble des atomes possédent le méme état macroscopique dépendant
des parametres thermodynamiques classiques. Dans ces ensembles, le nombre de particules est

toujours gardé constant.*®

La température étant reliée a I'énergie cinétique du systeme, il est possible de la contrdler en
ajustant les vitesses des atomes du systéme soit pas a pas (thermostat d’Andersen), soit avec un
algorithme qui régule I’énergie cinétique des molécules en fonction de la différence de température
(thermostat de Berendsen). Une derniere technique est d’introduire un degré de liberté
supplémentaire directement dansles équations du mouvement (thermostat de Langevin ou de Nosé-

Hoover).

La pression du systeme quant a elle, est reliée a son volume. Il est donc possible de controler la
pression en faisant varier le volume de la boite de simulation, soit en ajustant la position des
particules les unes par rapport aux autres, soit en utilisant un algorithme qui relie les fluctuations de
pression au volume et maintient la pression constante par ajustement des coordonnées atomiques
de la boite de simulation (barostat de Berendsen). Enfin, de la méme maniere que dans le cas de la
régulation de température, il est possible d’ajouter une variable externe caractérisant le volume de la

boite de simulation dans les équations du mouvement (barostat d’Andersen).

I. 3. 3 Prédiction del’affinité protéine-ligand par MD

Il est possible, en utilisant la dynamique moléculaire, d’avoir une estimation qualitative et
théorique de I'énergie libre d’interaction. Or il est nécessaire de pouvoir connaitre les modifications
d’énergie induites par un phénomene biologique pour le comprendre de manieére compléte. La
simulation de ces changements énergétiques donne accés aux affinités simulées de complexes PL, ce
qui permet de modéliser et de visualiser de maniere microscopique et statistique les mécanismes

d’interaction ayant lieu entre les deux partenaires biologiques au niveau de la molécule.**'*®

De plus,
cela pourrait avoir un impact sur la maniére de concevoir des nouvelles molécules inhibitrices, et
apporter de nouveaux outils théoriques pour la conception de médicaments dans le domaine

médicinal. C’est donc un défi auquel de nombreux chimistes théoridens se sont confrontés.*” *®

L’énergie libre peut étre exprimée de maniére absolue, ou de maniere relative par rapport a un état

de référence. Comme décrit par I'éguation 5, nous avons choisi d’exprimer cette énergie dans ses

Page | 27



conditions standards (par mole), de maniére absolue : AG®,. Plusieurs stratégies ont émergées pour
le calcul des énergies libres de liaison que I'on peut séparer en deux catégories : les méthodes dites

« end-points » et les méthodes « free-energy pathway ».*’

- Méthode « end-points » : différence calculée entre 2 points

Pour cette méthode, un échantillonnage séparé des conformations libres et liées du
complexe est réalisé. Les principales contributions physiques entrant dans le calcul de I'énergie libre
sont déterminées pour chacune de ces conformations distinctes (I’énergie interne, I'entropie,
I’énergie de solvatation). Puis, I'énergie libre de liaison est ensuite calculée par différence des
composantes dans |'état libre et I'état lié du complexe. Cette maniere de calculer I'énergie est
utilisée dans de nombreuses méthodologies de MD telles que la méthode d’énergie d’interaction
linéaire (LIE), 'approximation de réponse linéaire (LRA) ou la mécanique moléculaire d’aire de
surface de Poisson-Boltzmann (MM-PBSA) par exemple. Mais elle ne permet pas de mettre en

évidence les possibles états de transition par lesquels le systéeme passe.*®°%>*

- Méthode « free-energy pathway » : somme des contributions le long du chemin

Au contraire de la méthode précédente, cette méthode permet un échantillonnage des
conformations existantes entre les formes libres et liées du complexe. Le ligand est graduellement
séparé de la protéine, et I'énergie libre de liaison est obtenue par sommation de toutes les
contributions énergétiques existantes entre I'état initial et I'état final. C'est I'approche de calcul
utilisée dans la méthode d’intégration thermodynamique (Tl) et la méthode de perturbation

d’énergie libre (FEP pour Free Energy Perturbation).**">>

Ce type de détermination estime de maniére
plus précise la valeur de AG®,, car elle décompose le terme énergétique en plusieurs contributions
(répulsion des noyaux, dispersion de van der Waals, interactions électrostatiques) mais elle demande
une puissance de calcul plus importante.”® Nous verrons par la suite qu’avec les progrés de ces
dernieres années en matiére de processeurs de calcul, ces techniques ont été de plus en plus

utilisées dans un contexte de conception de molécules bioactives.

- Détermination des constantes cinétiques

Comme nous |I'avons vu précédemment, la valeur de |’affinité est aussi reliée aux valeurs des
constantes cinétiques d’association et de dissociation. Une troisieme méthode est donc de

déterminer par MD les valeurs de k., et kg, afin d’en déduire une affinité théorique.

Pour cela, il faut d’abord simuler I’étape de dissociation en partant du complexe lié et observer le

ligand se dissocier afin de déterminer k.. Il faut ensuite partir des especes libres et observer |’étape
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de liaison pour la détermination de k,,. Dans les deux cas un grand nombre de simulations sont
nécessaires afin d’obtenir une valeur moyenne de la constante de vitesse d’assodation ou de

. . . . N , . 46;53
dissociation, du fait du caractére aléatoire de la MD.™

- Effet du solvant

Certains parametres sont a adapter en fonction du systeme et ce quelque soit la méthode
utilisée comme la contribution du solvant. Le réle de I'eau est crucial dans de nhombreux procédés
biologiques, et I’estimation de I'énergie d’interaction dans notre cas va fortement dépendre de la

bonne description des contributions du solvant.>

Des approximations ont été faites pour considérer les molécules d’eau comme un milieu continu
homogeéne du fait du faible temps nécessaire a ces molécules pour réagir a une perturbation et
revenir a leur état d’équilibre. Ces méthodes dites en « solvant implicite » induisent un effet
moyenné du solvant, pour des temps de calcul fortement diminués. Cependant, I'inconvénient
majeur réside dans la diffusion lente des molécules d’eau présentes dans des cavités peu accessibles,
I’effet des molécules d’eau de maniere indépendante sur les liaisons hydrogenes formées, et les

effets d’hydrophobicité en général.”

Les études en « solvantexplicite » considérent les molécules de solvant par leurs coordonnées réelles
et certains degrés de liberté. On distingue ces modeles (type TIPXP) de par le nombre de sites X
employés pour définir les atomes de solvant (Figure 13). Le modéele TIP3P par exemple, tres
couramment utilisé, considére une molécule d’eau comme ayant 3 sites d’interactions,
correspondants aux 3 atomes de la molécule d’eau, a qui sont attribués chacun une charge
ponctuelle.” Mais des modeles plus complexes a 5 ou 6 sites existent au prix d’un temps de calcul

prolongé.*®

I. 3.4 Dela dynamique moléculaire a la funnel-métadynamique

Les développements récents de la MD avaient pour motivation d’obtenir des résultats plus
précis par rapport a I'expérience. De méme il a été recherché une optimisation du temps de
simulation et un acces a des échelles de temps plus longues afin de pouvoir étudier des événements

ayant lieu sur des échelles de temps plus grandes que la centaine de nanosecondes.

De cette volonté, et grace a I'’émergence de meilleures performances numériques (dont les
processeurs graphiques GPU)(Figure 14) ou de processeurs dédiés (ANTON),”” sont apparues de
58; 59

nouvelles méthodologies comme la dynamique moléculaire a haut débit (HTMD) ou la

dynamique moléculaire accélérée (aMD)* par exemple, mais aussi la métadynamique.®™ ®* Le
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concept de métadynamique est dérivé de la dynamique moléculaire classique, a la différence qu’un

biais va étre appliqué au systeme modélisé, sousforme de contraintes.

La métadynamique a été particulierement étudiée dans I'équipe du Pr. Parrinello (ETH Zurich et
Université de Lugano). Ce type de MD permet d’accéder a des échelles de temps plus importantes, et
donc 'observation de phénomenes « rares » tels que la liaison d’un ligand a son récepteur ou la

dissociation d’'un ligand a haute affinité.®*

- 0 - ___.-'D e
___-"'-'l-' R‘“‘m - .
-~ H“‘m .-""'--' M HH"‘
H- H H “H

3-sites 4-sites

: /L 5 /
-~ D S D -

-___.-f--' H"'\-,_\_‘ -f___.-'"-'f "L‘ HH\\-\.H
a4 TH o W “H
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Figure 13. Représentation graphique des différents modéles de solvant explicite définis selon leur géométrie
et le nombre de sites utilisés.

TIP3P : 3 sites d’interaction correspondant aux 3 atomes de la molécule d’eau ;

TIP4P : 4 sites, les 3 atomes de la molécule plus un pseudo-atome M (représentant la charge négative de
I’oxygene) ;

TIP5P : 5 sites, les 3 atomes de la molécule plus 2 atomes fictifs L (doublets non-liants de I’oxygéne);

TIP6P : modele le plus complexe a 6 sites combinant 2 atomes fictifs et un pseudo-atome en plus des 3 atomes
de la molécule d’eau.

- Le principe de la métadynamique

La métadynamique est une technique de dynamique moléculaire qui permet d’améliorer
I’échantillonnage des simulations, et de pouvoir cartographier I’énergie du systeme en fonction de
certains degrés de liberté du systtme qui sont appelés les variables collectives (CV). Ce sont ces
variables collectives qui vont étre biaisées afin d’accélérer I’échantillonnage.® Le biais introduit est
un potentiel externe dépendant du chemin déja parcourulors de la simulation, qui est fonction d'une

ou plusieurs CV.
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Ce potentiel est construit comme une somme de gaussiennes (appelé potentiel de Hills), et déposé le
long de la trajectoire dans I'espace suivi par les CVs, afin de décourager le systéme de revisiter les

conformations qui ont déja été échantillonnées (Figure 15).%*

| I | I
100 200 300
Number of Gaussians

10 Gaussians
9 Gaussians
180 Gaussians

B) 5

C) 0

Figure 15. Principe de la métadynamique.

A) Visualisation de la trajectoire d’'un systéme biaisé par un potentiel V évoluant a travers les 3 minima
énergétiques (bleu, rouge et jaune) visibles sur le profil énergétique du systéeme en C, en fonction du nombre
de gaussiennes déposées. Avec s la valeur prise par la CV considérée, a I'instant t. B) Evolution au cours du
temps du potentiel de biais V. La ligne bleue représente V lorsque le premier minimum est rempli, et que le
systeme transite vers le second minimum. La ligne rouge représente V lorsque le second minimum est rempli.
La ligne jaune représente V quand le profil énergétique est entiérement rempli et que le systeme devient
diffusif. C) Evolution de la somme des potentiels V (lighes simples) et du potentiel externe (ligne épaisse), au
cours du temps. Figure reproduite et modifiée de Laio et Gervasio 2008, avec |'autorisation de WIREs
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Le choix des CVs est donc d’une importance capitale pour avoir une simulation fiable. Les CVs
choisies dépendent du type de phénomeénes que I'on veut étudier, du systeme dans lequel on se
trouve, et elles peuvent étre définies parmi tous les parametres possibles du systeme. Le choix des

CVs doit cependant satisfaire plusieurs criteres : *
- elles doivent permettre de distinguer nettement les états initiaux, finaux et intermédiaires
- elles doivent permettre de décrire les événements lents que I'on cherche a caractériser

- elles ne doivent pas étre trop nombreuses, au risque de ralentir de maniére importante la

simulation, et de ne pas atteindre la convergence vers une moyenne stable

Dans le cas de phénomenes de reconnaissance moléculaire tel que la liaison d’un ligand dans le site
actif d’'une protéine, il est courant d'utiliser des CVs reliées a la géométrie du systeme : des distances,

des angles, ou bien des angles diedres.

Plus précisément, il est possible de choisir les CVs utilisées par les programmes de docking dans le cas
de simulations de métadynamique : la distance entre le ligand et le site actif, et un ou plusieurs
angles permettant de définir les orientations possibles du ligand a I'intérieur du site actif.®® Si I’on
cherche par contre a étudier des phénoménes plus complexes, dans des systemes différents tels que
des membranes, les CVs seront définies de maniére complétement différente.®?

66; 67
**"ou la steered

Plusieurs autres méthodologies ont été décrites telles que I' umbrella sampling,
MD (SMD)®. Dans le cas de la SMD, le ligand est trainé en dehors du site actif par I’action d’un
potentiel de contrainte, alors que pour la méthode de I'umbrella sampling le chemin entre I’état libre
et I'état lié est divisé en un nombre fini de plans qui sont échantillonnés indépendamment les uns
des autres afin de reconstituer le chemin complet (Figure 16). Existe aussi la méthode de
perturbation d’énergie libre qui a récemment montré des résultats probants pour l'identification

d’imidazotriazines comme inhibiteurs de la SYK (Spleen Tyrosine Kinase) et I’optimisation de 17 de

ces composés menant a des activités cellulaires de I'ordre du nanomolaire.”

Le biais appliqué au systéme au cours de la simulation va aussi étre utilisé afin de construire les
cartes représentant I'énergie du systéeme en fonction des différentes variables collectives chaisies.
Selon la précision recherchée, la valeur du biais peut alors étre modifiée : une grande valeur pour
obtenir des cartes énergétiques rapidement mais peu précises, et au contraire une faible valeur pour
avoir une meilleure précision des états stables. De ce constat a émergé le protocole de « well-
tempered metadynamics » dans lequel la valeur du biais est adaptée au cours de la simulation en
fonction du chemin déja parcouru.”®

La funnel-métadynamique, qui est un protocole récent de « well-tempered metadynamics », permet

P . P12 P N ° . . . 71,72
outre un échantillonnage accéléré, d’accéder a la valeur de AG°, de maniere quantitative.
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Fenétre

Figure 16. Représentation schématique de la dynamique moléculaire par Umbrella Sampling.

Séparation des coordonnées réactionnelles (ligne pointillée) entre deux états (minima A et B), par un nombre
fini de « fenétres ». Le systéme est échantillonné perpendiculairement aux coordonnées de la réaction.
Figure reproduite de Johannes et al. avec |’autorisation de WIREs Comput Mol Sci f°

Elle nous est apparue particulierement adaptée pour simuler les phénomeéenes étudiables grace aux
observables RMN. De plus, elle permet d’obtenir la statistique des conformations de liaison et la
cartographie de I’énergie au cours de la simulation. Je me concentrerai donc sur la présentation de

cette méthode.

- Lafunnel-métadynamique

Grace a la métadynamique, I'échantillonnage a pu étre accéléré et il a été possible de
cartographier I’énergie libre du systéme au cours de la simulation a partir du potentiel externe.”
Cependant, seule une estimation qualitative de cette énergie a pu étre obtenue car une fois le ligand
dissocié, il explore le solvant et ne revient pas explorer le site d’interaction avant longtemps. Or si
I’on souhaite obtenir une estimation quantitative de I'énergie libre de liaison d’'un complexe PL, il est
nécessaire d'échantillonner plusieurs évenements d’association-dissociation afin dobtenir une

convergence de la moyenne de I'estimation des énergies libres.

Afin d’outrepasser cette limitation, V. Limongelli et ses collaborateurs ont présenté il y a 3 ans une
nouvelle approche basée surle concept de la métadynamique, appelée funnel-métadynamique (FM).
Dans cette méthode, un potentiel extérieur appliqué au systéme se présente sous la forme d’un
entonnoir, permettant de réduire I'espace a explorer lorsque le ligand se trouve sous sa forme non
liée. Le potentiel est la combinaison d’une partie conique localisée au niveau du site actif de la
protéine, et d’une partie cylindrique dirigée vers le solvant (Figure 17).”” Lorsque le ligand se situe

dans l'intérieur de I'entonnoir le systeme n’est soumis a aucune contrainte, mais lorsque celui-ci
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atteint les limites de I'entonnoir (les murs), alors un potentiel répulsif est appliqué au systeme,
I’empéchant d’aller visiter les régions hors de I’entonnoir. Afin que le potentiel exteme n’ait aucune
influence surle phénomene de liaison, il faut qu’il soit correctement dimensionné et positionné par
rapport au site d’interaction. De plus, la diffusion de la protéine doit étre inhibée (dans notre cas en

fixant 3 atomes dans I'espace).

P -
a ..
\p \/ =F 4 — P

A 4 \'\_/’

Figure 17. Représentation schématique du potentiel externe fixe utilisé en FM, adapté au phénomeéne de
liaison protéine-ligand.

La forme du potentiel en entonnoir peut étre adaptée en fonction du site récepteur étudié, selon les
parametres suivants : I’axe Z qui détermine I'orientation du potentiel, Z. la distance a laquelle le potentiel
restreint passe d’'une forme conique a une forme cylindrique, I'angle a définissant|’amplitude du cone, et Ry, le

rayon de la partie cylindrique. Figure reproduite depuis Limongelli et al. (2013) “Funnel metadynamics as accurate
binding free-energy method." Proc. Natl Acad. Sci. U.S.A., 110 (16):6358-6363.”

Le potentiel permet d’assurer un nombre suffisamment important d’événements entre les différents
états visités au cours de la simulation, conduisant a un profil énergétique quantitatif et bien

caractérisé qui permet alors une estimation convergente de I’énergie libre de liaison AG®,.

En FM, I’énergie libre absolue de liaison protéine-ligand est calculée de la maniére suivante :
-1
AG) = ?ln(CDKb) [24]

Ou K, est la constante d’équilibre d’association du complexe, C°= 1/1,660 A~ est la concentration

standard correspondant a une concentration de 1 M, et 8 = (k;7) " avec k; la constante de Boltzmann.
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K, peut aussi étre exprimé en fonction du potentiel de force moyen (PMF), ici noté W(z), de la

maniére suivante :

J dz Hyype(z) e PV
K, = —= Z't_%rfv(;) [25]

Ou 2’ est la position de référence du ligand dans le solvant, H;;. (z) vaut 1 dans le site récepteur et 0
sinon. Pour ensuite exprimer K, en fonction du PMF W(z) a une dimension, il faut intégrer cette
équation dans le plan xy comme décrit par Limongelli et al., menant & I’équation suivante :”

[Zme% g, g=BW(2) [26]

— 2
Kb mR eyl ' Zmin

Avec nchy,Ia surface du cylindre utilisé comme potentiel, qui tient compte du fait que dans le cas des
simulations de métadynamique, I'utilisation du potentiel exteme influe sur les paramétres liés a

I'interaction protéine-ligand, proportionnellement a sa forme.

En termes d’énergie libre de liaison AG®,, on obtient I'équation finale 27 :
1
AG? = AG —Ezn(nngch) [27]

Avec AG la différence d’énergie libre entre les états libre et lié, 8 et C° étant toujours des

constantes.”? Il est donc a présent possible de calculer AG®,.

Nous avons vu précédemment (p.20) que les expériences de RMN utilisant les CSP en fonction de la
concentration totale en ligand permettaient de localiser les sites d’interaction au sein de la protéine.
La FM apparait donc ici particulierement adaptée pour modéliser les interactions, les données RMN

servant a positionner le potentiel externe fixe de la FM.
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II. COMMENT DECOUVRE-T-ON DES MEDICAMENTS ?

Un objectif sous-jacent a notre étude est I'optimisation potentielle de I'affinité dans un
contexte de conception et d’optimisation de petites molécules actives sur une protéine ou
I'interprétation de I’affinité vis-a-vis de celle-ci. Comme la modélisation de I’affinité par MD est
beaucoup plus réaliste que toutes les autres méthodes (docking rigide indus), on peut espérer en
tirer des connaissances prédictives pertinentes pour baser une stratégie d’optimisation de ligand.

Nos méthodes pourraient donc avoir un impact sur la chimie médicinale par exemple.

II. 1. Conception de molécules bioactives

Le développement complet d’un médicament depuis la source initiale est actuelleme nt
compris entre 12 et 15 ans et le colt approximatif serait de 'ordre de 1 milliard de dollars.” C’est
donc un processus considéré comme long et risqué si I'on considére les taux d’échec méme apres les
autorisations de mise sur le marché par les agences publiques. Nous allons définir ci-dessous les
différentes approches possibles, ainsi que les étapes du procédé de conception de molécules a visée

thérapeutique.

II.1. 1 Les différentes approches existantes

Pour la découverte initialle de molécules actives, deux stratégies essentielles ont été
adoptées.”® Des criblages d’activité sont réalisés a partir de diverses prospectives dans des collections
pouvant comprendre des extraits naturels (plantes, microorganismes, especes marines) ou des
chimiotheques de composés de synthése obtenus diversement (par chimie combinatoire par

exemple).

Un test d’activité peut comprendre des tests cellulaires in cellulo ou in vivo chez des organismes
vivants (bactéries, plantes, insectes). L'expérimentation in vivo est la plus complexe a mettre en
ceuvre. Si les cellules ou les organismes présentent un phénotype particulier ou une pathologie
spédifique, on parlera alors souvent de criblage phénotypique. Ces derniers ne renseignent pas
nécessairement sur le ou les récepteurs moléculaires sur lesquels les molécules agissent.”
Cependant, aux Etats-Unis par exemple, la connaissance des récepteurs moléculaires n’est
indispensable auprés de la FDA (Food and Drugs Administration) que dans le cas des molécules qui

agissent sur le systéme nerveux central.
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Si par contre le ou les récepteurs ainsi que leur activité sont connus, on peut imaginer des tests
d’activité in vitro. Ces tests permettent de détecter et éventuellement mesurer cette activité, en
mettant en ceuvre tout moyen physico-chimique. Les tests colorimétriques UV-Visible, la pH-métrie,
ainsi que bien d’autres moyens analytiques peuvent étre utilisés. Si celles-ci sont miniaturalisables en
microplaques a puits, elles peuvent étre multipliées, automatisées et accélérées pour atteindre un

trés haut débit analytique.”

II.1. 2 Les étapes du processus de conception

La conception de molécules bioactives inclut actuellement différentes disciplines allant de la
chimie a la pharmacologie en passant par la biologie structurale, la chimie de synthese et la
modélisation moléculaire. La conception d’'un médicament basée sur la connaissance structurale du

récepteur biologique peut étre décomposée en plusieurs étapes clés (Figure 18).”

> 1-2ans »> 4—6ans >

Figure 18. Schéma des étapes principales du procédé de conception d’'une molé cule bioactive.

Etapes de conception d’'un médicament depuis sa source jusqu’a sa mise sur le marché dans le cas d’un criblage
basé sur la structure du récepteur biologique. Dans le cas du criblage phénotypique, I'identification du hitse
fait directement en observant ou non le phénotype responsable de la maladie, et cela sans nécéssité
d’identifier la cible.

Les molécules affines (hits) identifiées dont I'activité a été validée, doivent étre optimisées afin
d’obtenir la meilleure activité pour des doses minimales. Pour cela, différents analogues sont
souvent testés pour comparer leurs activités dans un processus de type essai-erreur. Des compromis
doivent a ce moment étre anticipés pour s’adapter aux contraintes qui viendront des étapes
précliniques. Lors de ces étapes, les meilleures molécules trouvées sont testées sur les modéles
animaux pour déterminer leur efficacité et leur potentielle toxicité. Les essais diniques effectués sur
des modeles humains volontaires diront enfin si la molécule candidate est adéquate en terme de
sécurité, d’effets secondaires, et le dosage optimal. Ce n’est qu’aprés validation de ces essais que les

démarches pour I’obtention d’une autorisation de mise surle marché peuvent commencer.”
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Sur I’ensemble de ces différentes étapes, nous nous intéresserons plus particulierement aux étapes
concernant l'identification et I'optimisation de molécules hits possédant un potentiel biologique pour

. . s o~ 73,77
lacible d'intérét.””

II. 2. Identification et optimisation de molécules affines (hits)

De maniére générale, on distingue deux types de criblage: le criblage a haut débit de
chimiotheques de type « drug-like » (HTS) et le criblage de chimiotheques de petites molécules

appelées fragments (FBDD).

II.2.1 Le criblage haut débit

Le criblage HTS de grandes chimiothéques (de 250000 jusqu’a 10° molécules) est encore
aujourd’hui largement utilisé pour I'obtention de hits dont il faut par la suite confirmer I'activité
réelle. En effet, les tests d’activité peuvent présenter des artefacts menant a de nombreux faux-
positifs. Les molécules drug-like qui sont identifiées pour avoir une activité significative par criblage
HTS sont donc par la suite étudiées de fagon plus approfondie lors d’un criblage secondaire et leur
action est caractérisée.’® Statistiquement les molécules candidates sont souvent conformes a une
régle connue sous le nom de « Régle des 5».”® Cette régle établit que les molécules ayant un poids
moléculaire < 500 Da, un coefficient de partage octanol-eau (logP) inférieur a 5 et autres propriétés
physico-chimiques résumées dans le Tableau 1, possederaient des propriétés de solubilité et de

biodisponibilité adaptées a un potentiel médicament.

II. 2. 2 La méthode des fragments (FBDD)

La méthode des fragments (FBDD pour Fragment-Based Drug Design), a été présentée
comme une nouvelle alterative au criblage HTS. Elle repose sur le méme principe de criblage, mais
utilise des chimiotheques de molécules fragments (de 1 000 a 20 000 molécules) de plus faible poids
moléculaire et structuralement moins complexes que les molécules drug-like présentes dans les
chimiothéques utilisées pour le HTS.” En effet, la taille d’une molécule fragment ne dépasse pas 300
Da.*® Par analogie avec la régle de Lipinski dans le cas du criblage HTS, une régle a été établie pour la
méthode fragments, appelée « Regle des 3 », et qui suit les mémes descripteurs chimiques réduits a

3 (Tableau 1).*

Cette méthode a I'avantage de donner un taux plus important de molécules hits (3 %) puisque les

fragments sont des molécules plus simples avec peu de groupes fonctionnels, qui vont donc avoir
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plus de chance de se lier mais probablement avec une plus faible affinité (Tableau 1).%* En effet si le
criblage HTS permet l'identification a tres faible fréquence de candidats ayant une affinité de I’ordre
du nano ou micromolaire, le criblage de fragments permet l'identification de hits ayant une affinité

comprise entre le micro etle millimolaire mais avec bien plus de possibilités de développement.

78;8180

Tableau 1. Comparaison des méthodes HTS et FBDD.

Méthode HTS FBDD
Taille maximale base de données 10° 2.10°
Taux de hits =0.1% =3%
Affinité de liaison 10nm< Kp<1uM 10uM< Kp<10mM
Propriétés physico-chimique MW < 500 g.mol™ MW < 300 g.mol™
Donneur H<5 Donneur H< 3
Accepteur H< 10 AccepteurH<3
logP <5 logP <3
torsions< 5 torsions< 3

Avec logP le coefficient de partage octanol-eau, et P = Coctanol/Ceau

Page & Jencks ont formulé en 1971 I’hypothese que lors de la formation d’un complexe, un fragment
perd une quantité importante de son entropie (due aux rotations et translations), impliquant alors

8384 par la suite,

qu'’il doit surmonter une barriere énergétique plus importante pour pouvoir se lier.
Jencks a pu démontrer que I'affinité d'un ligand peut étre supérieure a la somme de I'affinité des
fragments qui le composent.”’ Cette propriété de I’affinité a donné lieu aux premiéres expériences

de structure-activité (SAR), décrites dans les années 90.%

II. 2. 3 Les différentes méthodes analytiques pour le criblage de molécules

Nous avons vu en partie 1.2.1 (p.15) qu’il existait de nombreuses techniques expérimentales
permettant I'analyse de I'interaction PL. Ces techniques peuvent étre utilisées dans le cas de criblage

de molécules, selonles informations que I’on souhaite obtenir.

La RMN, est la méthode historique dans le FBDD. C’est par criblage RMN que les premiers résultats
d’identification de fragments ont été obtenus dans le cas de la protéine FK506.% Par la suite, de
nombreux résultats ont ensuite démontré son efficacité dans le cas de la méthode des fragments sur
diverses protéines, mais aussi de maniere plus générale dans le cas de la conception de médicaments
basée sur la structure. L'équipe de S. W. Fesik, qui a majoritairement travaillé sur I'utilisation de la

RMN pour la conception de médicaments et I’étude de complexe PL, a grandement contribué a son
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développement par le biais de nombreuses publications dans ce domaine depuis les premiers

86; 87; 88

résultats publiés en 1996. De plus, la RMN est une technique permettant de cribler des
composés sur un large domaine d’affinité et, comme présenté précédemment, elle peut analyser les
complexes PL en observant soit les signaux de la protéine, soit ceux du ligand. *° Enfin, elle permet

d’obtenir des informations sur le mode de liaison des composés criblés (partie 1.1.2.2).%*

II. 2. 4 Optimisation des molécules hits

Le développement et I'optimisation des molécules hits passe notamment par |’adaptation de
la stabilité du complexe PL, c’est-a-dire I’amélioration du temps de résidence moyen £z du ligand sur
son récepteur.”® Nous avons vu précédemment que ce £ est proportionnel a I’affinité d’un ligand
(relations 6 p.9 et 9 p. 10). Cela passe aussi par I'amélioration des propriétés ADMET (Absorption
Distribution Métabolisme Elimination Toxicité). La solubilité et la perméabilité (membranes, barriére
intestinale, barriere hémato-encéphalique, etc) sont deux propriétés particulierement cruciales dans
le développement d’'un médicament. La méthode utilisée pour I’optimisation des molécules
identifiées par le criblage est basée sur les relations structure activité (SAR pour Structure Activity
Relationship).”” Les SAR consistent en général & déterminer une relation entre des motifs structuraux
et des propriétés physico-chimiques ou une activité biologique significative. Des groupes de
molécules possédant les mémes propriétés sont définis afin de trouver le motif commun supposé
responsable de cette propriété. De ces recherches s'initie souvent I'étape de développement de

petites molécules fragments en molécules de type « drug-like ».

Pour développer une molécule hit, on peut ajouter des groupements fonctionnels afin de chercher a
améliorer les propriétés ADMET citées précédemment, l'efficacité d’action et de liaison au
récepteur.”* On parlera dans ce cas d’évolution de fragment. Si plusieurs sites récepteurs ont été
identifiés, il est aussi possible de lier plusieurs fragments qui ont été identifiés pour avoir deux sites
proches I'un de |'autre sur le récepteur afin de gagner en affinité par I’ajout d’un « linker » entre ces
molécules fragments comme utilisé dans le cas de la protéine FK506 (Figure 19).2> On parlera alors

plutdt de fusion de fragment.*

- L’évolution de fragments

A la suite de I'identification d’un fragment se liant au site récepteur (hit), son développement
par la stratégie d’évolution de fragments consiste a tester différentes substitutions sur ce hit (Figure
19) jusgu’a obtenir une affinité optimale. Le criblage associé au développement de ce hit se fera donc

™ . s 7
autour d’une méme famille de molécules.”®
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De cette méthode de développement de fragment, s'est dégagée la notion « d’efficacité ligand »
(LE).””®* La LE est un descripteur défini comme le rapport de I'affinité rapportée au nombre d’atomes
lourds du ligand:

AGp

LE = [28]

N

Avec AG®, I’énergie libre d’association du ligand pour la protéine et N le nombre d’atomes lourds du
ligand. La taille des candidats médicaments est un descripteur important pour la biodisponibilité in
vivo.”? En effet, les petites molécules diffusent en général mieux dans les organismes et les cellules

que les grandes.

Affinité légerement
améliorée

Affinité améliorée

Affinité grandement
améliorée

\

Fragment initial
identifié par
criblage

|
Stratégie d'évolution du fragment initial

Figure 19. Stratégie d’évolution de fragment pour la conception d’une molécule drug-like.
Le fragment identifié affin pour le site récepteur est optimisé pas a pas par ajout de différents substituants afin
d’améliorer son affinité pour le site récepteur, jusqu’a atteindre une molécule de type drug-like

- Liaison de fragments

Si plusieurs sites récepteurs ont pu é&tre identifiés sur la cible, par RMN N-HSQC grace a la
mesure des CSPs, et que des fragments ont été identifiés comme interagissant dans ces sites
adjacents, alors |a stratégie de développement sera plutdt la liaison de fragments (Figure 20).2° C'est-

a-dire I’ajout d’un linker entre deux fragments identifiés affins pour 2 sites récepteurs adjacents de la
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cible, afin de former une molécule de type drug-like possédant une affinitt améliorée pour le
récepteur. Cette technique est utilisée dés que possible afin de combiner les propriétés des
différents fragments, ou leurs affinités sur différents (sous) sites de liaisons et pour augmenter
I’affinité globale de la molécule grace au principe de non-additivité de I’affinité.”> Comme les
fragments sont de faible poids moléculaire et ne possédent qu’un nombre trés restreint de
groupement fonctionnels, il est plus aisé de trouver une relation entre un motif structural ou un

groupe fonctionnel, et une propriété ADMET ou un degré élevé d’activité.”

Fragments d’affinité Candidat
moyenne médicament

P

Liaison des
fragments

100 uM< Ky <1 mM .

O

Kp<1uM

100uM < Kp < 1 mM

Figure 20. Schéma de la stratégie de liaison de fragments permettant la conception d’une molécule drug-like.

Deux fragments d’affinité moyenne pour deux sites de liaison différents sont liés grace a un linker pour la
conception d’'une molécule drug-like ayant une haute affinité pour la cible biologique.

Les techniques analytiques utilisées en SAR sont principalement la RMN et la cristallographie aux

88; 93 . . .
' Mais plus récemment, la dynamique

rayons X afin de caractériser les analogues étudiés.
moléculaire s’est révélée tres utile dans ces étapes d’identification et d’optimisation de molécules
affines, permettant une estimation théorique moins longue et moins colteuse avec I'évolution des

77
moyens de calcul.

II. 3. La dynamique moléculaire pour la conception de molécules
affines

L"amélioration de la production et des co(its de développement est un des principaux défis

industriels en général et aussi dans l'industrie pharmaceutique. En effet avec plus de 50 milliards de
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dollars dépensés par an par I'industrie pharmaceutique, uniguement une vingtaine de médicaments
voient le jour.”® Les principales raisons de cette faible productivité sont diverses : connaissance trop
limitée de la dble, manque d’activité ou de sélectivité de la molécule médicamenteuse, des

propriétés inadaptées ou encore une toxicité imprévue.”

L’utilisation de la dynamique moléculaire peut avoir de nombreux avantages dans la conception de
molécules bioactives. Au-dela du criblage virtuel dassique, les méthodes dynamiques permettent de
prendre en compte le mouvement constant et |a flexibilité de la protéine pour la prédiction directe
des énergies d'association de petites molécules, mais aussi I'identification de possibles sites
allostériques. La dynamique moléculaire permet de plus d’atteindre des détails sur la statistique et le
mécanisme d’interaction a I'échelle microscopique qu’il ne serait possible d’atteindre avec des

. ;. 42
méthodes expérimentales.

Il est donc considéré que les méthodes numériques, en comblant le manque de données offertes par
certaines techniques expérimentales macroscopiques, pourront probablement permettre
d’améliorer la productivité dans la conception de molécules bioactives, surtout dans les étapes

d’identification et d’optimisation en offrant une base beaucoup moins e mpirique.”

II. 3.1 Le criblage virtuel

L’association d’une molécule fragment a la surface de la protéine cible est gouvernée par des
interactions non liantes (liaisons H, interactions électrostatiques et de van der Waals). Ces
interactions doivent compenser les pénalités énergétiques dues a la désolvatation dans la zone
d’interaction directe ligand-récepteur, ou a la perte de degrés de liberté pour que I'assodation soit
possible. Nous avons vu en partie 1.1.3 que certains concepts développés en bio-informatique
permettent de modéliser les contraintes thermodynamiques et stériques pour une protéine cible de
structure 3D connue. Grace au docking, I'une des méthodes numériques les plus connues de criblage
virtuel, les liaisons relatives de différents fragments pour une cible peuvent étre prédites, permettant
de classer les ligands par la valeur de leur énergie de liaison.”” Cet outil est aussi utilisé comme outil
de filtre pour les chimiotheques afin de réduire le nombre de molécules criblées en utilisant des

. s . JoR T «sr4 7 s . s 77
descripteurs moléculaires pour prédire les propriétés ADMET des molécules criblées.

Actuellement, de nombreuses techniques de conception assistée par ordinateur sont utilisées dans le
milieu industriel comme académique afin de réduire les colts de production. Ces techniques de
criblage virtuel peuvent étre a la fois utiles dans les méthodes « Structure-Based Drug Design»

(SBDD) et dans les méthodes « Ligand-Based Drug Design» (LBDD) (Figure 21).”
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- Lecriblage virtuel en SBDD

L'approche SBDD est basée sur la connaissance de la structure tridimensionnelle de la
macromolécule étudiée. Les ligands sont ainsi concus et testés sur la base de leurs possibles
interactions avec des sites récepteurs. La structure de base peutétre déterminée par cristallographie
aux rayons X ou RMN par exemple, ou bien prédite par des méthodes numériques (méthode

d’homologie).

Cette approche comporte les méthodes numériques de criblage virtuel, et la conception de ligand
« de novo» (Figure 21). Les méthodes de criblage virtuel dassique, tel que le docking, sont trés
utilisées dans I'étape d’identification de molécules hits ayant une activité biologique significative.
Une chimiotheque est criblée virtuellement contre la structure de la macromolécule d'intérét, et les
molécules sont ensuite classées selon 'estimation de leur énergie de liaison calculée par une

fonction de scoring empirique, qualitative.

Conception de molécules bioactives
assistée par ordinateur

SBDD LBDD
| | | |
Criblage virtuel Conception "de QSAR } Modelisation de
) novo" ) pharmacophore

L

bt

Figure 21. Représentation schématique des différentes approches numériques pour la conception de
molécules bioactives.

2 approches principales basées soit sur la connaissance de la structure du récepteur biologique, soit sur les
ligands seliant a la protéine d’intérét. En Structure-Based Drug Design (SBDD) deux méthodes sont possibles :
le criblage virtuel de chimiothéques de molécules, ou la conception de ligand « de novo ». En Ligand-Based
Drug Design (LBDD) il est soit possible d’étudier les pharmacophores pour orienter la conception, soit la
méthode Quantitative Structure-Activity Relationship (QSAR) pour trouver une relation empirique entre des
motifs structuraux et des propriétés pharmacologiques spécifiques.
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Cette fonction de scoring prend généralement en compte les termes d’interactions de vdW et les
potentiels de Coulomb qui sont pondérés de maniére empirique.’® Cette méthode permet aussi
I’estimation des conformations de liaison a l'intérieur du site actif du récepteur. Cependant la
dynamique du squelette de la protéine n’est pas prise en compte en dehors des chaines latérales des
acides aminés, et les ligands sont « dockés » sur une protéine au squelette rigide.”” Cest une

méthode largement utilisée, de maniére complémentaire au criblage HTS expérimental.®’

Pour I'optimisation des fragments ou la conception de ligands spécifiques, sont plutét utilisées les
méthodes de conception « de novo ». Ces méthodes s’appuient sur la connaissance des acides
aminés et de leur orientation a l'intérieur du site actif pour concevoir ou optimiser un fragment qui
corresponde au mieux a ce site actif en fonction des interactions pouvant étre mise s en place entre
les deux partenaires biologiques. Les outils numériques sont utilisés pour I’analyse détaillée du site
récepteur, ou bien I'évaluation des affinités de ligands spécifiques selon des critéres particuliers

(forme, complémentarité électrostatique, etc).** "%’

- Les méthodes numériques en LBDD

A l'inverse, le LBDD est une approche utilisée lorsque la structure tridimensionnelle du
récepteurestinconnue et qui se base sur la connaissance des molécules connues comme se liantala
cible d’intérét.” Le but est de définir un modele de criblage fiable en étudiant un panel large de
composés possédant des motifs structuraux similaires liés a leur activité biologique. Dans cette
approche, il est donc admis que des composés de structure proche, aurait une activité biologique et
une interaction similaire avec la cible.” Lorsque I'on se référe a ce type d’approche, les techniques
numériques les plus largement utilisées sont les méthodes basées sur les pharmacophores (portion
de la molécule active responsable de I’action physiologique), et la méthode QSAR (Quantitative
Structure-Activity Relationship) dérivée de la SAR ol une série de molécules de différentes structures
sont étudiées afin de chercher une relation empirique entre des descripteurs structuraux et des

e s s . 77,97
propriétés spécifiques.’”

Au cours des derniéres décennies les approches SBDD et LBDD ont évolué séparément. Cependant
leur utilisation combinée pourrait sans doute permettre d’avoir un criblage plus efficace menant a de

. . ez . 95
meilleures affinités pour la cible.

II. 3. 2 Nouvelles méthodes basées sur la dynamique moléculaire

L'utilisation de la MD pour la prédiction des meilleurs ligands est une nouvelle forme de
criblage virtuel. Les principales limitations des méthodes basées sur la MD sont dues a la puissance

de calcul nécessaire pour effectuer des simulations de I’ordre de 1 ps ou plus.” Avec I’émergence de
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nouveaux systémes de calcul comme Anton,”” ARCHER,® ou SunwayTaihuLight (le supercalculateur le
plus puissant au monde en juin 2016)°, ainsi que 'usage de nouveaux processeurs graphiques (GPU),
les méthodes de MD ont évolué afin de pouvoir simuler et visualiser des évéenements sur une plus
grande échelle de temps. Actuellement, les méthodes de dynamique moléculaire présentées en
premier partie d’introduction, telles que la dynamique moléculaire accélérée ou la métadynamique
permettent d’accéder a des mécanismes biologiques dits « longs » de I'ordre de la milliseconde et
plus. De tels phénoménes incluent le repliement d’une chaine protéique par exemple, ou bien les
échanges conformationnels ayant lieu lors de I’association avec une petite molécule. Des contraintes

(ou biais) permettent d’accélérer I’évolution du systeme.>’

De nplus, la MD permet d’obtenir des informations viables sur le(s) chemin(s)

d’assodation/dissociation des ligands puisque dans ce cas les atomes de |a protéine sont mobiles, et

100

non pas fixes dans l'espace comme en docking.”~ La dynamique interne de la protéine étant

conservée il est possible de déterminer les différentes conformations d’association possibles a
I'intérieur du site récepteur en mouvement, et de visualiser les possibles modifications de

100

conformation induites par la liaison d’une molécule ligand.™ Il est aussi possible didentifier

d’éventuels états de transition ainsi que leurs énergies, et ainsi reconstruire de maniere réaliste le

. . . 101
chemin d’association.

La MD peut-étre utilisée comme méthode de criblage, mais peut aussi venir
en complément d’un criblage primaire effectué par docking pour la validation des hits identifiés, ou

P . 100
leur optimisation.
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III. MODELE DE L’ETUDE : LAPEROXYREDOXINE5 HUMAINE

Notre projet va étre plus particulierement focalisé sur I’étude d’interactions avec I'isoforme 5
de la peroxyrédoxine humaine, hPRDX5. Les peroxyrédoxines ont été décrites comme ayant un réle
médiateur dans I'inflammation post-ischémique cérébrale. Au sein du laboratoire, son protocole de
production était bien maitrisé ainsi que son marquage isotopique “N et/ou *C. Un criblage par RMN
d’une collection de fragments avait été effectué au laboratoire en 2010. Ce criblage a donné 9
fragments hits dont 6 ont été capables d’induire des perturbations de déplacement chimique sur les
protons amides de la protéine.’” De cette étude s’est dégagé un ligand particulier: le o-pyrocatéchol
(CAT), qui induisait les plus grandes CSPs visibles en RMN, et qui nous servira de base pour I'étude

proposée ainsi que la recherche et I’optimisation de nouveaux ligands.

III. 1. Les peroxyrédoxines

Les peroxyrédoxines (PRDX) sont des enzymes (peroxydases) antioxydantes qui permettent la
décomposition du peroxyde d’hydrogene (H,0,) en eau, ainsi que différents hydroperoxydes

organiques (ROOH) et peroxynitrites (RNOQ’) selon la réaction suivante :
R-OOH + 2R’-SH &——— R-OH+H,0+R’-S-S-R’ [29]

Elles ont pour role de protéger les cellules contre les especes réactives oxygénées (ROS) et les

192193 Elles réduisent plus de 90% des

espéces réactives azotées (RNS) créées par le stress oxydant.
H H ’ 7nn-1 -1 104; 105; 106
peroxydes cellulaires, avec des constantes catalytiques de I'ordre de 10°'M~.s™". Les PRDX
peuvent avoir d’autres réles biologiques : chaperones, partenaires de liaison, activateurs d’enzyme
ou régulateurs redox, du fait de leurs différents états d’oligomérisation que nous évoquerons par la

. 107;1
suite. 107108

III. 1. 1 Classification des peroxyrédoxines

- Les 6 familles de peroxyrédoxines humaines

Les PRDX ont été identifiées dans des cellules de levures, de plantes, de bactéries et
d’archées, ainsi que chez I’animal et ’'Homme. Certains de ces organismes possedent plusieurs
isoformes de ces protéines, et chez les mammiferes, on trouve 6 sous familles de PRDX de génes

199 |es 6 isoformes de peroxyrédoxines humaines (hPRDX) sont présentes dans de nombreux

distincts.
compartiments cellulaires. Les peroxyrédoxines hPRDX1, hPRDX2 et hPRDX6 sont majoritairement
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localisées dans le cytosol. hPRX5, que I'on retrouve aussi dans le cytosol, va aussi étre présente dans
les mitochondries et le peroxysome. hPRDX3, elle, est localisée uniquement dans la mitochondrie, et
hPRDX4 dans le réticulum endoplasmique.”®® Les formes les plus exprimées dans les tissus

biologiques de tout type sont hPRDX1 et hPRDX3.

Séquences

Le site actif des PRDX est hautement conservé.'® En termes de séquence, on retrouve un

motif d’acides aminés particulier au niveau du site actif qui est conservé : PXXXTXXCp (Figure 22)."%

" Ce motif contient un résidu Pro et un résidu Thr. La conservation de ce motif permet la
conservation du réseau d’interactions de vdW impliqué dans le site actif, mettant en jeu la cystéine
peroxydatique (Cp) avec les acides aminés Pro40, Thr44, Cys47 et Argl27 (numérotation de la
hPRDXS5) (Figure 23)."** Thr44 et Pro40 sont toutes deux présentes dans la derniére boude de I’hélice
a dans laquelle est localisée la Cp. Chacun de ces acides aminés a un role bien particulier. Pro40 par

exemple, de par son caractere hydrophobe venant de son cycle pyrrolidine, permet de limiter

I’accessibilité de la Cp au solvant, dont seul le thiolate est accessible, comme visible en Figure 23.

Le résidu Argl127 quant a lui, va permettre d’abaisser le pKa de la Cp du fait du caractere hydrophile
et basique de son groupe guanidinium, et donc stabiliser la charge négative de I'atome de soufre de

19 Thra4 et Arg127, de par leur proximité avec I’atome d’oxygene de H,0;, lors

la cystéine catalytique.
de saliaison avec hPRDX5, peuvent interagir avec cet oxygéne et ainsi aider a la stabilisation de I’état
de transition du complexe protéine-ligand.'” D’autres résidus localisés en dehors du site actif sont
aussi conservés tels que Glu60, Ser74 et Trp84. Ser74 et Trp84 sont localisés au niveau de lI'interface
dimérique, et ont été proposés comme participant au réseau de liaisons H formé entre la Cp et les
résidus conservés a l'intérieur du site actif (Figure 23). lls sont donc indirectement impliqués dans

Iinteraction PL.*"

Structures

Les membres de la famille des hPRDX partagent une base structurale commune de type
thioredoxine (Trx) ou encore dit « repliement de Rossmann » avec un résidu cystéine dite
peroxydatique (Cp) invariable."** Cette Cp est la cystéine portant le groupement thiol (ou thiolate en
I’occurence) réagissant directement avec le peroxyde. leur structure tertiaire est largement
conservée, mais peut différer au niveau de boudes et des extrémités N-terminale (N-term) et C-
terminale (C-term). En effet, la structure centrale des hPRDX comprend 7 brins B et 5 hélices a qui
sont agencés de maniére similaire. En repliement Rossmann, un feuillet B antiparalléle est formé de 5
brins (B5-B4-B3-B6-B7), dont une face est recouverte par B1-B2-alet a4 et I'autre face par a2, a3 et

o5 (Figure 24.A).
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Figure 22. Alignement de séquence des 6 isoformes de hPRDX et visualisation des acides aminés conservés.
Séquences données avec leur fragment d’adressage mitochondrial, prises sur UniProt (codes donnés en début
de séquence). Début de la séquence de hPRDXS5 utilisée notifée d’un *. Visualisation des éléments de structure
secondaire des 6 isoformes de hPRDX : les feuillets 3 en bleu et les hélices o en rouge. En vert sont représentés
les acides aminés conservés dans les isoformes de hPRDX. Dans la région du site actif on trouve les acides
aminés Pro40, Thr44, Cys47 et Argl27, et dans lereste de la séquence, Ser74 et Trp84 (numérotés par rapport
aleur place dans la séquence de hPRDX5) qui participent au réseau deliaisons H intervenant dans le site actif.
L'alignement de séquences a été effectué a I’aide du site PRALINE en utilisant la méthode PSI-BLAST.
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Figure 23. Représentations des résidus conservés dans les hPRDX sur le modeéle structural de hPRDX5 et
visualisation de I’accessibilité de la Cp.

Visualisation du site actif de hPRDX5 sous forme cartoon (gauche) et surface (droite). Les acides aminés
conservés sont représentés en batons (gauche) et sphéres de vdW (droite). Les deux chaines de I’homodimeére
sont colorées en blanc (A) et vert (B).

Etant donné que les brins B5 et B1 interagissent ensemble, on parle plus communément d’un feillet
a 7-brins. Lorsque les PRDX sont natives, leur cystéine peroxydatique estlocalisée au niveau du début
de I'hélice a2 (Figure 24.A)."” De maniére plus spédifique, c’est toute la géométrie du site actif

centré autour de cette Cp qui est conservé (Figure 23).'%

Sil'on s’intéresse a présent a leur structure quaternaire, on peut mettre en évidence de plus grandes
différences.’®” Depuis prés de 20 ans, prés de 40 structures cristallographiques de PRDX ont été
publiées, dans différents états d’oxydation allant du thiol libre (Cp-S’) al’adde sulfonique (Cp-SOsH),
et dont les états d’oligomérisation varient du monomére au décamere, voire méme au

dodécamere. > 1*°

L'oligomérisation des PRDX peut se faire selon deux interfaces différentes que nous nommerons de
type A et de type B (Figure 24)."°"*% ™ !’interface dimérique de type A se caractérise par la mise en
contact de I'hélice a3 de I’'un des monomeres avec I'hélice a5 de I'autre monomere, ce qui va aussi
impliquer les résidus appartenant aux boucdles B3-a2 et f5-a4. Ce type d’interface est observé dans le
cas de hPRDX5 et dans les cas d’oligomérisation mettant en jeu les deux types d’interfaces. Dans
I'interface dimérique de type B, il y a assodiation antiparalléle des brins B7 des deux monomeres en
C-term conduisant a la formation d’un feuillet B a 10 brins. Ce type d’oligomérisation est observé
pour les peroxyrédoxines hPRDX1, hPRDX2, hPRDX3, hPRDX4 et hPRDX6, mais n’a jamais été observé
pour hPRDX5 qui possede en C-term une boucle qui empéche la mise en contact des deux brins B. Le
degré d’oligomérisation dépend de plusieurs facteurs physico-chimique in vitro comme |'état redox,

la force ionique, la concentration, le pH,...
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Interface A

Interface B

Figure 24. Structures des hPRDX et de leurs interfaces dans les structures quaternaires.

Les cystéines catalytiques (Cp) sont représentées sous forme de sphéres rouge et les cystéines de régénération
(Cr) en jaune. A) Représentation de l'une des deux chaines de I’homodimére symétrique de hPRDX5
(3MNG.pdb) avec légende des structures secondaires. B) Représentation de hPRDX2 sous forme dimérique,
avec visualisation de son interface de type B. C) Homodimere symétrique de hPRDX5 avec visualisation de son
interface dimérique de type A. D) hPRDX2 décamérique avec visualisation des deux types d’interfaces A (bleu)
et B (vert) présentes dans |’oligomere.
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Par exemple, dans le cas des peroxyrédoxines 1 a 4, leur oligomérisation en décameres ou
dodécaméres peuvent mener a des assemblages de haut poids moléculaire comme le dodécaedre
par exemple (assemblage de 12 décameres) observé dans le cas de la hPRDX2 dans les érythrocytes

humains en présence d’ATP et d’ions Mg”* par microscopie électronique.®’**®

- Les 3 classes de peroxyrédoxines

On peut classer ces 6 familles de hPRDX selon 3 classes qui partagent le méme mécanisme

catalytique de base, dans lequel la Cp du site actif est oxydée par le substrat pour former un acide

119

sulfénique Cp—SOH.""” Les 3 dasses vont se distinguer par la maniére dont va étre réduit I'acide

sulfénique Cp—SOH en thiol Cp—SH pour régénérer le résidu cystéine initial, et donc le nombre et la

position des résidus cystéine qui participent au mécanisme catalytique (Figure 25).7%% 12912

A
—C,S0,H HSCq~
Srx =CLSH HOS,Cs
H:O:%Hzo
~C,S HSCp= | W0 ~C,SOH HSCq~ ~CpS—SCr—
—C.SH ‘SCsz HiO | ~CaSH HOSCF Ho | TCeS—SCr
Trx/TrxR/NADPH
B
~C,S HSCy= | H,0, ~C,SOH HSCg— -C/PS SCp 3
—CqSH SCs H,0 | ~CaSH HOSC Hz;O —c.s’ <cx
Trx/TrxR/INADPH
C
—C,5 4.0, ~C,SOH
SCp— HOSCs
GSH/m-GST

Figure 25. Mécanisme catalytique des PRDX en fonction de leur classe.’

2-Cys PRDX (A), 2-Cys atypiques (B) et 1-Cys (C). La Trx agit a travers la TrxR et le NADPH.

Trx : Thioredoxine; TrxR: Thiredoxine réductase; GSH : Glutathion ; m-GST: isoforme Pi de la glutathione S
transferase ; NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate réduit

! This research was originally publishedin the Joumal of Biological Chemistry by Rhee etal. Peroxiredoxin Functionsasa
Peroxidase and a Regulatorand Sensor of Local Peroxides Joumal of Biological Chemistry. 287, 4403-4410, 2012 © the
American Sodety for Biochemistryand Molecular Biology
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Dans la classe des PRDX a 2 cystéines (dites typiques) on retrouve les hPRDX 1 a 4 (Figure 25.A), qui
possedent 2 résidus cystéines conservés : une cystéine peroxydatique (Cp) localisée en N-term une
cystéine de régénération (Cr) localisée en C-term de I'autre sous unité. Ces deux résidus cystéine vont
tous deux participer a I'activité catalytique de I'enzyme. Cp-SH est tout d’abord sélectivement oxydée
par H,0, en acide sulfénique Cp-SOH, puis Cr-SH va venir former un pont disulfure intermoléculaire
avec Cp-SOH afin d’'étre réduit par la thiorédoxine (Trx) associée a la thiorédoxine réductase (TrxR) et
le NADPH dans un mécanisme que I’on définira par la suite. On peut noter que pour cette classe de
PRDX, il leur est possible de réagir avec une autre molécule de H,0, et ainsi étre sur-oxydée sous
forme d’acide sulfiniqgue Cp-SO,H. Dans ce cas, I'enzyme se trouve inactive et nécessite I’action de la
sulfirédoxine (Srx) pour se régénérer et retrouver son activité peroxydase.'”

122,

hPRDX5 appartient a la classe des PRDX a 2 cystéines dites atypiques (Figure 25.B) "": ici, seule la
cystéine conservée en N-term (Cp) est présente, mais I'enzyme aura besoin de la Cr située dans la
méme chaine polypeptidique afin de pouvoir activer sa fonction catalytique. Au contraire des PRDX
de la premiere dasse, les deux cystéines Cp et Cr sont localisées dans la méme sous-unité et ne vont
pas former des ponts disulfures intermoléculaires, mais des ponts intramoléculaires. De la méme
maniére que pour les PRDX a 2 cystéines, le systéeme Trx/TrxR/NADPH va ensuite permettre sa

réduction.

Enfin, dans la derniere classe, dite des PRDX a 1 cystéine, on retrouve hPRDX6 (Figure 25.C). Dans
cette classe de PRDX, seule la cystéine peroxydatique est conservée en N-term, et ne nécessite pas
I'intervention de cystéine régénérative pour son activité catalytique. Dans son cas, la Cp oxydée ne
formera pas de pont disulfure, et sera réduite directement par une molécule donneuse d’électrons

possédant un groupement thiol, de type glutathion GSH.'*’

III. 1. 2 Activité des peroxyrédoxines

- Lesdifférentes fonctions biologiques des peroxyrédoxines

Comme évoqué précédemment, les PRDX sont une famille de protéines qui éliminent et donc
détoxifient le milieu de H,0,, des peroxynitrites,””* et des hydroperoxides de nature organique. Ces
enzymes qui peuvent étre qualifiées d’antioxydantes protégent donc les cellules du stress dit oxydant
d0 a la production de ROS et RNS en réduisant plus de 90% des peroxydes cellulaires.* De plus leur
large distribution, leur haut niveau d’expression chez Escherichia coli et leurs faibles valeurs de

constantes de Michaelis rend leur réle dans la défense antioxydante et la signalisation redox

124;125; 106

d’autant plus important. Elles vont donc avoir un fort potentiel thérapeutique dans les cas

126 En effet, en inhibant les PRDX on

de maladies cardiovasculaires ou de cancers impliquant des ROS.
devrait pouvoir restaurer la fonction apoptotique des cellules en les sensibilisant aux ROS. Mais les
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PRDX n’ont pas seulement des fonctions biologiques liées a leur activité de peroxydase, et en réalité,
diverses fonctions biologiques ont été publiées concernant les PRDX en fonction de leur localisation,

108; 121 N
"7 Elles ont par exemple un réle dans la

de leur état redox et de leur degré d'oligomérisation.
modulation de I’expression de cytokines et dans la transduction du signal intracellulaire.’*® En
régulant le taux de peroxydes dans la cellule elles vont avoir une action sur la cascade de

signalisation conduisant a la prolifération cellulaire, la différenciation des cellules et leur apoptose.*®

- Dépendance des peroxyrédoxines aux thiorédoxines

Les PRDX ne sont pas catalytiquement actives sous leur forme oxydée disulfure. Elles doivent
alors étre régénérées par un réducteur adéquat comme une Trx aprés réaction avec le peroxyde

d’hydrogene H,0, selon les deux réactions suivantes: 108
PRDX\eq + H,0, -_— PRDX.x +2 H,0
PRDXox + TrX eq PRDXeq + TrXox
—_—

La Trx est une protéine ubiquitaire de 12 kDa qui va réduire les PRDX par réduction des ponts
disulfures. Elle possede un site actif caractérisé par la présence de 2 résidus cystéine qui se font face
et qui peuvent alors s’oxyder et former un pont disulfure par oxydation des deux groupes

fonctionnels thiols (Figure 26). Au cours de cette réaction, un autre pont disulfure est réduit.

«———* 2H'+2e+

Trx réduite Trx oxydée

Figure 26. Structures oxydée et réduite de la Trx humaine, en équilibre d’oxydoréduction.
Structures de la thiorédoxine humaine réduite Trx,eq (3TRX.pdb) et oxydée Trx,x (1TRS.pdb). Visualisation du
motif catalytique Cp-X-X-Cp entouré et la formation du pont disulfure lors del’oxydation.

La Trx,, est ensuite régénérée en Trx,q par I'action de la TrxR qui fonctionne en deux temps avec le

128,

NADPH (+H") via un coenzyme (le FAD), comme suit (Figure 27)
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Trx R ox + NADPH + H” ———  Trx R +NADP”

TrXox + TrX R (eq _ TrXreq + TrX R ox
H,0, hPRDX5,q Ty TrxRreq x FAD* x NADPH + H*
2H,0 hPRDX5,, TrX req TrxRy FADH, NADP*

Figure 27. Schéma récapitulatif du cycle catalytique de régénération des hPRDX 1 a 5 par la Trx et la TrxR au
travers du NADPH.

- Cycle catalytique

Le cycle catalytique complet des PRDX comprend de 3a 5 étapes, selon que I’on considere ou
non une suroxydation, et 2 états conformationnels distincts des PRDX. Ces deux états sont |I’état dit

FF (Fully-Folded) et I'état LU (Locally Unfolded) (Figure 28).

Les 3 étapes de base du mécanisme catalytique des PRDX sont les étapes de peroxydation, de
résolution et de recydage. Lorsqu’une PRDX est suroxydée (cest a dire que I'acide sulfénique R-SOH
est oxydé en adde sulfinique R-SO,H), une étape dite de « résurrection » est nécessaire impliquant
une enzyme supplémentaire, la sulfiredoxine (Srx), avant de pouvoir reprendre part au cycle

catalytique classique.™”’

La premiere étape du cycle catalytique, appelée peroxydation, correspond a |’attaque nucléophile de
la Cp sous forme Cp-S, sur le substrat (H,0,). Cp est alors oxydée en Cp-SOH et il y a formation d’eau
H,O (alcool dans les cas des peroxydes organiques). Cette étape est uniquement possible lorsque la
protéine est complétement repliée, induisant alors un abaissement du pKa de la Cp (normalement de

8.3) qui se trouve essentiellement sous forme thiolate a pH 7.

Durant I'étape de résolution, la protéine se trouve dans une conformation localement dépliée au
niveau de la fin de I’hélice portant Cp. La Cp est ensuite attaquée par un deuxieme groupement thiol,
créant ainsi un pont disulfure (intra ou intermoléculaire). L'eau (ou I’alcool) formée a I'étape
précédente est alors éliminée. Dans le cas des PRDX a 2 cystéines, ce groupement thiol est celui de la
Cr, tandis que pour les PRDX a 1 cystéine (PRDX 6), il provient d'une petite molécule soufrée de type

glutathion.
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Enfin, I’étape de recyclage va avoir pour but de réduire le pont disulfure et de reformer Cp-SOH afin
de commencer un nouveau cyde, ce qui se fait in vivo par le systéme Trx/TrxR. Cette réduction peut
étre effectuée directement in vitro par différents réducteurs tels des mercaptans (thiols) comme le
dithiothréitol (DTT) ou des phosphines comme le tris(2-carboxyéthyl)phosphine (TCEP). La protéine

dans son état LU peut alors retrouver I’état FF afin de redémarrer un nouveau cycle catalytique. **°

Lorsque I’'enzyme se trouve sous forme oxydée Cp-SOH |'étape de résolution n’est pas la seule
réaction qui peut avoir lieu. En effet, une seconde molécule de peroxyde peut réagir avec Cp-SOH. I
y a alors une nouvelle étape d’oxydation de la cystéine qui se transforme en sulfinate Cp-SO, . Cette
étape de suroxydation ne permet plus de participer au cycle catalytique. Pour les isoformes des PRDX
a 2 cystéines, I'étape de « résurrection » est catalysée par la Srx et met en jeu le résidu cystéine

conservé de la Srx, en présence d’ATP, d’ions Mg** et d’un donneur d’électron (thiol).

III. 1. 3 Modele: la peroxyrédoxine 5 humaine

Parmi les 6 isoformes humaines, la hPRDX5 a été bien caractérisée par RMN au laboratoire.
C’est un homodimére symétrique de 2x19 kDa, formé par une interface de type A (Figure 29). Dans
chague monomere qui compose le dimere, hPRDX5 posséde 3 cystéines : une Cys conservée en

91; 121 .
' Plusieurs

position 47, et deux cystéines additionnelles localisées aux positions 72 et 151.
structures cristallographiques de hPRDX5 sont disponibles a partir de la PDB sous sa forme oxydée
(PDB : 2VL2,2VL3)"" ou réduite (2VL9)"*", ainsi que des structures dans lesquelles des ligands ont été

115;131;132

caractérisés dans le site actif, notamment I’acide benzoique (PDB : 1HD2, 10C3, 2VL2) oule

DTT oxydé (PDB : 3MNG) *°® avec de bonnes résolutions (de I’ordre de 1.54).

Son expression et ses étapes de production et de purification ont d’ores et déja été décrites et
publiées par I'’équipe de B. Knoops a |’Université Catholique de Louvain (Belgique), et bien maitrisées
au laboratoire de méme que son marquage isotopique uniforme en >N ou ®C.***** l'environnement
immédiat et accessible au solvant autour de Cp est majoritairement hydrophobe (Figure 29) avec les
acides aminés Leul116, Phe120 et Phe240, Pro45 et 180 ou lle119, formant une paroi d’interactions
plutoét hydrophobes (vdW) comme discuté précédemment pour les hPRDX. On trouve aussi Arg127
mentionnée précédemment, orientée vers la cystéine afin de stabiliser la forme thiolate. Enfin ce site
actif se situe a l'interface entre les deux chaines de I’lhomodimére, et on notera la présence de
Glu179, appartenant al’autre chaine de I’homodimeére, et qui aura un réle important dans la suite de

|’étude.
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Figure 29. Visualisation de 'homodimeére hPRDX5 et de son site actif.

Homodimere symétrique de hPRDX5 (3MNG.pdb) et sa surface col orée selon les chaines A (orange) et B (vert).
Structure du site actif centré autour de la cystéine catalytique Cys47 sous forme thiolate (Cp-S) Cym47.
Visualisation agrandie des acides aminés constituant le site actif.
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III. 2. Une implication biologique récemment proposée : I'ischémie

Les PRDX ont de nombreux réles biologiques qui vont dépendre de leur localisation et de leur
structure (comme vu en [ll.1.2). Leur quasi omniprésence dans les différents compartiments
cellulaires et leur implication dans les phénomenes de stress oxydant vont en faire des cibles
thérapeutiques potentielles dans le cas de diverses pathologies.'®® Par exemple, la modification de
I’expression des hPRDXs a été reliée au développement de certains cancers méme si leur réle reste

3 epL s . sz .
Selon leur classe, les différentes isoformes de hPRDX ont été montrées comme

controversé.*
induisant l'inhibition ou au contraire la promotion de cellules cancéreuses, dépendant de la
localisation et du type de cancer. Si la surexpression des PRDX a tout d’abord été supposée comme
cause de la résistance des cellules cancéreuses aux ROS via une augmentation de Iactivité
antioxydante, il est a présent proposé qu’elle puisse aussi agir comme un dispositif préventif de

, . , ope . 133
tumeurs cancéreuses via la détoxification de ces ROS.

Dans notre cas, nous allons voir qu’elles ont été plus particulierement montrées il y a quelques
années comme ayant un réle médiateur dans I'inflammation post-ischémique cérébrale pouvant se
produire a la suite d'un choc ischémique. En dehors de leur implication dans la promotion de cette
inflammation, il a été par exemple observé que hPRDX2 subit une nitration d’'un résidu tyrosine
(formation de 3-nitrotyrosine) chez les patients se trouvant au stade précoce d’'une maladie

s s g . . . 127
dégénérative : la maladie d’Alzheimer.

III. 2. 1 Les attaques vasculaires cérébrales

Un accident vasculaire cérébral (AVC) est lié a une perturbation de l'irrigation d’'une zone du
cerveau soit par obstruction d’un vaisseau sanguin (thrombose) soit par une rupture vasculaire
hémorragique, conduisant a un déficit neurologique localisé. Les cellules nerveuses de cette zone

- A . - 134
sont endommagées et meurent, pouvant entrainer de nombreuses complications. "™ Dans le monde,

on dénombre environ 15 millions de cas d‘AVC par an sans aucune distinction de race ou d’ethnie. ™’

Sur ces 15 millions de personnes un tiers décédent, ce qui fait des AVC une source majeure de

mortalité, mais aussi de handicap avec un autre tiers de personnes qui gardent des séquelles sur le

136

long terme.”™ Plus précisément, en France les AVC touchent 130000 personnes chague année, ce

ere

qui en faitla 3° cause de mortalité apreés les cancers et les cardiopathies, etla 17° cause de handicap

physique.”*’ C’est donc un sujet de santé publique primordial.

- Définition, facteurs de risques et complications

On distingue deux types d’AVC : ceux de nature ischémique et ceux de nature hémorragique

(Figure 30).">**® Les AVC ischémiques ou infarctus cérébral sont les plus courants (> 85 % des AVC).
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IIs sont dus a un arrét du flux sanguin dans une artere provoqué par la présence d'un caillot de sang,
qui peut provenir :

- d’un rétrédssement d’une artére (arthérothrombose) dd a une lésion intere, provoguant un caillot
dans une artere prindpale, on parle de thrombose

- d’un caillot issu du coeur (embolie cardiagque)

- d’un caillot qui se serait formé directement dans une artére de petite taille a I'intérieur du cerveau
Les AVC hémorragiques sont eux liés a la rupture d’un vaisseau sanguin qui peut étre favorisé par de
nombreux facteurs tels que I'hypertension artérielle, le diabéte, I'alcoolisme ou bien des troubles de
la coagulation, mais ils peuvent aussi provenir d’une malformation d’un vaisseau ou une anomalie de
coagulation sanguine. Ils sont beaucoup moins fréquents que les AVC ischémiques, a hauteur

d’environ 15% des attaques.*****

Accident ischémique

Accident hémorragique

Vaisseaux

bouchés, Rupture des
interruption vaisseaux,
du flux sanguin fuites de
dans la zone sang
affectée [____

Figure 30. Représentation schématique des deux types d’accidents vasculaires cérébraux.

Différence entre I’accident vasculaire ischémique et hémorragique. Visualisation de la cause du choc au niveau
des vaisseaux sanguins provenant des artéres. L'accident ischémique est causé par un arrét du flux sanguin
conduisant a un manque d’irrigation de la zone du cerveau concernée, tandis que I’accident hémorragique est
causé par la rupture d’un vaisseau menant a des fuites de sang. Image reproduite avec l'accord de Formation
RCR PRO-VIE.

Une étude statistique mondiale, INTERSTROKE, effectuée en 2010 par des chercheurs de I'Université
de Toronto a permis de mettre en évidence les principaux facteurs de risque rencontrés dans 80%
des cas d’AVC. On retrouve les 5 principaux facteurs de risque suivants : I’hypertension artérielle, le

tabagisme, 'obésité abdominale, une mauvaise alimentation et un manque d’activité physique. **°

Les AVC provoquent des dommages cérébraux qui peuvent se révéler parfois irréversibles. En effet,
les cellules nerveuses ne se renouvelent plus et finissent par mourir a cause de la privation
d’oxygéne, ce qui va entrainer des pertes fonctionnelles plus ou moins importantes selon la région

touchée. Les complications neurologiques et médicales observées suite a un AVC peuvent étre
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diverses et dans la totalité des déces survenus par AVC, 20 a 50 % des décés sont dus a des
complications post-AVC. Les cedemes cérébraux et les transformations hémorragiques sont les deux
principales sources de complications neurologiques qui surviennent rapidement aprés le choc
ischémique et qui peuvent entrainer des conséquences lourdes a la fois sur le court et le long terme,

' Enfin, les

tout comme les crises d’épilepsie ou bien la récurrence de chocs ischémiques. ™
complications dues aux traitements administrés aux patients a la suite d’'un AVC ne sont pas a

négliger, tout comme l'intervention chirurgicale.'*

- Traitements

A la suite d’un AVC bénin, la prise de certains médicaments permet de pouvoir diminuer la
possibilité de récidive en agissant directement sur le facteur de risque responsable. Ainsi les
antiagrégants plaquettaires tels que I'aspirine, le clopidogrel (Plavix®) ou le flurbiproféne (Froben®)
et les anticoagulants comme la warfarine ou les héparines de faible poids moléculaire vont diminuer
la possibilité de formation de caillots et donc diminuer le risque de thrombose au niveau du coeur et

du cerveau.

Dans les cas d’hypertension artérielle, les antihypertenseurs antagonistes de I’angiotensine |
(eprosartan (Teveten®)), losartan (Cozaar®)) ont été étudiés de maniére clinique (essai MOSES) dans
le cadre de la prévention des AVC et montré comme réduisant de 25 % le risque de récurrence.® De
plus, de nombreuses enzymes nommées activateurs de plasminogéne (PAs) ont été étudiées comme
potentiels agents thérapeutiques dans le traitement des chocs ischémiques, comme |’activateur
tissulaire du plasminogéne recombinant (rt-PA) ainsi que I'urokinase (u-PA), la streptokinase (SK), la

143

reteplase (r-PA), la tenecteplase (TNK) et lastaphylokinase (STK).

Il existe a ce jour un traitement de base des chocs ischémiques tiré de ces études qui consiste a
administrer par intraveineuse le rt-PA qui va avoir pour action de dissoudre le caillot sanguin qui
obstrue I’artére. Seulement les traitements utilisant un PAs ne sont efficaces que s’il est administré
dans les 4h30 suivant I’AVC. De plus, si ce traitement permet de réduire les déficits neurologiques, il

7 . . s . s s 134; 144
comporte néanmoins un risque d’hémorragie cérébrale.’*

Enfin, ce traitement appelé
thrombolyse n’est actif que sur environ 35 % des patients, et se révele completement inefficace pour
ceux présentant un thrombus riche en plaquettes liées entre elles via des récepteurs Gplb alpha
(glycoprotéines) qui rend les thrombus résistants au tr-PA. Cette observation peut mener a de

nouvelles stratégies thérapeutiques visant a rétablirla perméabilité artérielle.*®

Au lieu de chercher a restaurer la drculation sanguine pour oxygéner rapidement le cerveau, une
autre solution vise plutot a protéger les tissus encore viables jusqu’a ce qu'il puisse étre de nouveau

irrigué et donc ré-oxygéné. Pour cela, des chercheurs ont montré que la délivrance d’oxygene par un
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masque facdal permettait de prévenir quasi-completement la perte neuronale ainsi que
I'inflammation tissulaire dans le cas de modeles murins. Ce traitement pourrait étre facilement

N . N . 146
transposable a I’homme et mis en ceuvre dans la premiére heure suivant I'AVC.

Il en résulte que malgré de nombreux tests effectués au cours des dernieres années, aucun
traitement n’a réellement prouvé son efficacité et la recherche d'un traitement des chocs
ischémiques reste une préoccupation majeure dans le milieu de la recherche médicale. Pour cela il
est important de mieux comprendre les phénomenes qui ont lieu au cours de |la cascade de réactions

biologiques provoquées lors d’un choc ischémique, et au cours des heures suivant son apparition."*’

III. 2. 2 Le role des peroxyrédoxines dans I'inflammation post-ischémique

- L'inflammation post-ischémique cérébrale

L'accident vasculaire cérébral de nature ischémique s’accompagne d'une cascade
d’événements biologiques qui évoluent au cours du temps, et qui ont pour conséquence la
destruction des parois cellulaires ainsi que la mort des cellules nerveuses localisées dans la zone de
I’AVC. Ces processus destructeurs débutent immédiatement au cours de l'ischémie, tels que I’'excito-
toxicité, ou encore le stress oxydant, et peuvent se prolonger parfois plusieurs jours comme le
phénomeéne de mort cellulaire : la nécrose, ou un phénomene inflammatoire qu’on appelle

I'inflammation post-ischémique cérébrale.>* %% 3

L'une des conséquences immédiate de I'ischémie est |'augmentation de la concentration
intracellulaire en calcium, et la production d’espéces réactives oxygénées (ROS). Ces especes sont
générées par le stress oxydant créé par les réactions radicalaires en chaine de I’'oxyde nitrique (NO)
dont sa synthése par I’oxyde nitrique synthase (NOS) augmente fortement entre 12 et 48h aprés
I'ischémie.™*® augmentation de la production en NO associée & la forte concentration de calcium et
la production d'un stress oxydant vont conduire a I’activation de facteurs de transcription (tel que
NFkB) qui vont avoir pour conséquence l'expression de nombreuses cytokines pro-inflammatoires
(inter leukine IL, facteur de nécrose tumorale TNF) et autres médiateurs de I'inflammation tels les

134;,144;1 A ir 3 i 0
A48 Ces médiateurs vont avoir & la fois un rdle

chimiokines et les metalloprotéases.
neuroprotecteur en participant a la restructuration des tissus endommagés, mais aussi un role

. ;. . . 14
neurotoxique en aggravant les lésions ischémiques.™*®

- Implication des peroxyrédoxines

De nombreuses protéines sont relachées hors du compartiment cellulaire lors de la nécrose

des cellules, gu’on appelle communément les DAMPs (motifs moléculaires associés aux dégats
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cellulaires) et qui vont aller interagir avec des récepteurs de type Toll (TLR) des macrophages. Ces
DAMPs comprennent entre autres les protéines a haute mobilité de groupe 1 (HMGB1), les protéines

de choc thermique (HSPs) et I’amyloide B (AB)."****’

Plus récemment, les PRDX ont été découvertes par Shichita et al. comme ayant aussi un réle de
DAMPs. En effet, les PRDX dans les cellules du cerveau sont surexprimées durant le stress
ischémique, et libérées dans le compartiment extracellulaire lors de la nécrose de la cellule
endommagée. Elles vont alors perdre leur caractere neuroprotecteur et aller se lier aux récepteurs
TLR2 et TLR4 des macrophages qui vont initier la production de cytokines pro-inflammatoires (TNFa,
IL-1 et IL-6) et autres médiateurs de I'inflammation, et ainsi dédencher la réponse inflammatoire
(Figure 32).1% 138 14419 Dans ce travail, des tests biologiques ont montré que hPRDX5 aurait la plus
grande activité dans la production de cytokines inflammatoires. L utilisation d’anticorps spécifiques a
cette isoforme a donné lieu a la décroissance de I'expression de ces cytokines et |’atténuation des
séquelles cérébrales pour des injections ayant lieu jusque 12h aprés le choc cérébral. De plus, la
création d’anticorps spédifiques a différents motifs de I'isoforme 5 des peroxyrédoxines humaines a
permis de mettre en évidence le motif 68 - 90 comme induisant |la plus forte activité, et donc comme
étant un cible thérapeutique potentielle (Figure 31). Ce motif comprend une hélice a exposée au
solvant ainsi qu’un brin B enfoui dans la structure. Le site récepteur formé autour de la Cp étant
entouré par ce motif, un inhibiteur affin pour le site récepteur pourrait empécher I'accés a ce motif

68-90 et donc affecter la production de cytokines inflammatoires.

Cp
\’

Y
Sy

Figure 31. Visualisation du motif 68-90 de hPRDX5 im pliqué dans la production de cytokines inflammatoires.

Structure de hPRDX5 sous forme réduite avec le motif 68-90 montré comme ayant la plus grande implication,
coloréen cyan, et le résidu Cp (Cys47) coloré selonla nature des atomes.
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III. 3. Inhibition des peroxyrédoxines

Les inhibiteurs sont des composés capables de ralentir la réaction catalysée par I'enzyme
lorsqu’ils sont mis en présence de celle-ci. Linhibition des enzymes joue un réle capital dans le
controle des mécanismes biologiques puisqu’un inhibiteur peut affecter la fixation de substrats sur le
site actif et/ou modifier les stabilisations des états de transition. Nombre de médicaments ont des
propriétés inhibitrices pour des enzymes, c’est pourquoi leur découverte et leur amélioration est un

domaine de recherche actif en biochimie et pharmacologie.

En premiére approche, un inhibiteur est défini a travers la détermination de sa concentration
inhibitrice médiane (1Cso) soit la concentration de cet inhibiteur nécessaire pour inhiber la moitié de
I’activité de I’enzyme, que l'on peut classiquement déduire d'expériences de cinétique
enzymatique.”™® La protéine d'intérét de cette étude, hPRDX5, possede 2 sites d'interaction, un sur
chaque chaine de I'homodimere. Les enzymes possédant plusieurs sites de fixation peuvent
présenter un comportement coopératif (allostérie), c'est-a-dire que la liaison d’un ligand dans I’'un
des sites peut entrainer la modification de I’affinité pour le second site, via un changement
conformationnel. Le comportement michaelien de hPRDX5 ayant été préalablement démontré par
une autre doctorante de I'équipe, nous allons plus particulierement voir ci-dessous les enzymes

présentant un modéle hyperbolique de Michaelis-Menten.

III. 3. 1 Cinétique enzymatique

Nous définirons tout d’abord la cinétique dite michaelienne et I'équation de Michaelis-
Menten pour ces enzymes, nous présenterons ensuite les différentes expériences de cinétique
enzymatique pour la mesure de l'inhibition, et présenterons les différents mécanismes d’inhibition

réversible existants.'*1>%1>3

- Michaelis-Menten

Comme présenté en premiere partie d'introduction (1.1.1.4), la formation d’un complexe PL
ou dans ce cas particulier d’'une enzyme (E) avec un substrat (S) donnant un complexe enzyme-
substrat (ES), passe par un état de complexation réversible (état de transition). Plus précisément,
toutes les réactions enzymatiques michaeliennes démarrent par la formation d’un complexe binaire
mettant en jeu I'enzyme et son substrat complexé de maniere non covalente, avant transformation
en produit. Ce complexe est appelé communément le complexe de Michaelis. Sa formation se fait de

maniére réversible ce qui permet d’écrire I’équation de réaction suivante :

Page | 67



kl
kca
E+S5S — ES -5 E+ P [30]
k_y

Avec P le produit de la réaction, k; et k_; les constantes de vitesse de I'équilibre réversible, et k. la
constante catalytique de la réaction qui caractérise l'efficacité catalytique de I'enzyme. En
considérant un état stationnaire correspondant a I'équilibre entre la formation et |la disparition du
complexe ES dans lequel la quantité de produit P est négligeable, et la vitesse de la réaction reste
constante, I'équation de Michaelis-Menten 30 donne la forme générale de I'équation de vitesse

d’une réaction enzymatique (dans le cas d’un état stationnaire, cette vitesse estla vitesse initiale v;) :

_ ReaelElolS] _ T 8]

L Ry +s] Ky + L8] [31]
K.M = .k—l-:lkfat [32]

Avec Ky la constante de Michaelis, k,: la constante de vitesse du premier ordre définissant la
capacité du complexe enzyme-substrat a former le produit de la réaction, et V. = ket [E]o 12 vitesse

. . . . P . « ey 152
limite, ou vitesse maximum, dépendante de la concentration initiale en enzyme. *

Ky est donc une mesure relative d’affinité de I'enzyme pour son substrat. Elle représente la
concentration en substrat pour laquelle |a vitesse est égale a la moitié de la vitesse limite. D'apres
I’équation 31 de Michaelis, v= % V,. lorsque [S] = Ky. Il est alors possible de déterminer
graphiquement V,,,, et d'en déduire la valeur de K,, par tracé d'un graphique représentant les
vitesses de réaction en fonction de la concentration en substrat v; = f([S]) (Figure 32.A). Une autre
représentation consiste a tracer ce graphique de maniére linéaire en tracant 1/v; = f(1/[S]), les
intersections de la droite avec les axes permettant de remonter aux valeurs de K, et V.., (Figure

33.)."*°

L’équilibre 30 est quantifiable par la valeur de la constante de dissociation du complexe ES, appelée

K5 (ou dans le cas spécifique du complexe ES, Ks) exprimée en unité molaire:

k3

K. = ‘*k;l [33]
1

De plus la réversibilité de cet équilibre met en jeu les constantes de vitesse d'association et de
dissociation du complexe : k; (kon) et k.5 (kog). Ainsi, si la réaction chimique est lente en comparaison
de la dissodation du complexe ES, alors k..; est négligeable vis-a-vis de k;, ce qui implique dans ce
cas que Ky, = Ks. C'est ce que nous considérerons dans le reste du manuscrit puisque dans le cas de

notre étude, il a été préalablement vérifié que K << k.;.™>>
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Figure 33. Représentations graphiques des v; en fonction de la concentration en substrat pour des enzymes
michaeliennes, et détermination graphique de Ky, et Vp,ax-

A) Représentation classique hyperbolique: vy = f([S), avec [S] = Ky @ Vme/2. B) Représentation linéaire de
Lineweaver-Burk (1934) : 1/vy =f(1/[S]) ol I’'ordonnée a 'origine correspond a 1/Vmax, et K,, est déterminé par
-1/Ky, la valeur ou la droite coupe |I’axe des abscisses.
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III. 3. 2 Mesure de l’activité enzymatique

Afin de mesurer l'activité inhibitrice d’un ligand sur une enzyme, des expériences de
cinétique enzymatique in vitro peuvent étre effectuées. Ces expériences sont mises en place en
utilisant des techniques telles que des mesures d’absorbance ou de fluorescence. Lactivité
enzymatique est déterminée par calcul de la vitesse initiale de réaction, en présence et en absence
d’inhibiteur. Pour cela il faut tout d’abord déterminer les conditions optimales de la réaction
catalytique (concentration des différentes enzymes du systéme) et pour une observation aisée et
précise des v,. Il est alors possible d’identifier le potentiel inhibiteur de différents ligands a travers la
mesure de la concentration inhibitrice moyenne (ICs,). Cette concentration est mesurée par des
expériences de cinétique enzymatique dans lesquelles la protéine est mise en présence d’une
guantité de substrat équivalente au K,,, et des concentrations croissantes de ligand. Ainsi en gardant
les mémes conditions d’expérience, il est possible de discriminer les différents ligands non pas
uniquement sur leur affinité, mais sur leur capacité d’inhibition. Ces mesures de cinétique
enzymatique permettent la mesure de I’activité inhibitrice de potentiels inhibiteurs, mais aussi de
pouvoir déterminer le mécanisme d’inhibition de ces inhibiteurs envers I'enzyme, ce que nous allons

. . gz . 150; 153
maintenant considérer rapidement. =

III. 3. 3 Le mécanisme d’inhibition enzymatique

- Les différents mécanismes d’inhibition enzymatique

L'inhibition enzymatique peut se faire de maniére réversible ou irréversible. Elle est dite
Soitlesinhibiteurs se lient a I’enzyme par desliaisons chimiques, soit I'enzyme est dénaturée. Dans le
cas d’une inhibition réversible, il est possible de lever I'inhibition en éliminant l'inhibiteur du milieu
réactionnel par dialyse ou dilution, tandis que dans le cas d’une inhibition irréversible, il y a
modification covalente d’une fonction de I’enzyme qui ne peut pas étre levée. Cette réversibilité peut

150; 151 . , ey s
' Une fois la réversibilité de

étre étudiée par le biais de I'étude des constantes de vitesses.
I'inhibition déterminée, on peut déterminer le mécanisme avec lequel I'inhibiteur se lie a I'enzyme. Il

existe de nombreux modeéles associés a l'inhibition réversible.

Les inhibitions auxquelles nous allons plus spécifiquement nous intéresser sont les inhibitions dites
linéaires, qui regroupent les 3 principaux mécanismes d'inhibitions de base : I'inhibition compétitive,
I'inhibition non-compétitive, et I'inhibition incompétitive. Ces mécanismes définis dans la Figure 34

ont des effets spécifiques surlesvaleurs de Ky et de Vg, > >
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L’inhibition compétitive

L'inhibition compétitive est caractérisée par la compétition du substrat et de I'inhibiteur pour
I’enzyme libre. Ainsi, si le substrat est lié a son enzyme, l'inhibiteur ne peut s’y lier, et vice -versa.
Dans ce type de mécanisme, la liaison de l'inhibiteur au site de I'enzyme ne permet aucune
conversion en produit (Figure 34). On peut noter que I'inhibiteur compétitif posséde souvent une
ressemblance structurale avec le substrat originel de 'enzyme. Dans ce type de mécanisme, le V.

n’est pas affecté par la concentration en inhibiteur [/], contrairement au K, qui augmente avec [/].

L’inhibition incompétitive

Dans un mécanisme d’inhibition incompétitive, au contraire de I'inhibition compétitive,
I'inhibiteur ne se fixe jamais a I’'enzyme libre mais uniquement au complexe enzyme-substrat ES afin
d’inhiber la formation des produits (Figure 34). Il y ale plus souvent modification de la conformation
de I'enzyme grace a la liaison du substrat, permettant ainsi a I'inhibiteur de venir se lier. On reconnait

ce type de mécanisme lorsque I'on observe une décroissance du V., et du K,, pour [/] qui augmente.

L’inhibition non-compétitive

Dans un mécanisme d’inhibition dite non-compétitive, I'inhibiteur n’induit aucun effet sur la
liaison du substrat. Il y a liaison du substrat et de I'inhibiteur de maniéere réversible et indépendante,
sur des sites de I’enzyme pouvant étre différents. Ainsi, I'inhibiteur peut se lier a l'enzyme libre pour
former un complexe binaire E/, comme au complexe ES formant alors un complexe ternaire ES/ avec
des constantes d’inhibitions distinctes, respectivement K; pour le complexe El, et K/ (aK;) pour le
complexe ES/ (Figure 34). Il en résulte que selon les valeurs relatives de K;et K/, plusieurs mécanismes

peuvent étre définis.

Le modeéle classique d’inhibition non-compétitive est le modele dans lequel K;= K, et pour lequel on
observe une diminution du V., lorsque [/] augmente, sans impacter la valeur du K. Il existe ensuite
un modele mixte dans lequel on distingue 2 cas possibles. Soit l'inhibiteur tend a se lier
préférentiellement a I'enzyme libre (K;> K/) soit au complexe ES (K;< K/). Lorsque K;> K/, Ky, et V ax
vont diminuer avec I’augmentation de [/], tandis que lorsque K; < K/, V,..x augmente avec [/] mais Ky,
diminue. Enfin, un modele partiel-mixte non compétitif, non linéaire, existe lorsqu’il y a une

conversion possible a partir du complexe ES/ avec une constante catalytique k... (Figure 34).

- Ladétermination du mécanisme d’inhibition

La détermination expérimentale du mécanisme d’inhibition peut se faire par des études

cinétiques, tout comme pour la mesure de I'/Cs.
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Mécanisme Compétitif
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ESI

Mécanismes Non-compétitif

|<M kcat
E + S — ES—>F + P
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El + S =— ESI —% F + P

Figure 34. Schéma des différents mécanismes d’inhibition réversible présentés.

Le mécanisme compétitif dans lequel I'inhibiteur | se liera préférentiellement a I’enzyme libre E, au contraire
du mécanisme incompétitif pour lequel I se lie préférentiellement au complexe enzyme-substrat ES. Les
mécanismes non-compétitifs pourlesquels /se liea la fois a E et au complexe ES. Différents mécanismes non-
compétitifs existent selon la valeur des constantes d’inhibitions K;et K;’ (aK;), un mécanisme classique pour K; =
K/, deux mécanismes mixtes pour K;> K/ et K; < K/, et un mécanisme partiel-mixte pour k.; non nulle, c’est a
direlorsqu’il ya conversion del’enyme a partir du complexe ternaire ES/ avec une constante différente de k.
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Seulement, afin de déterminer le mécanisme d’inhibition, il faut effectuer la mesure de la vitesse
initiale de réaction a concentration constante en inhibiteur et par des concentrations croissantes de
substrat. Il faut ensuite répéter I’'opération pour différentes concentrations en inhibiteur, choisies
inférieures, égale et supérieures a la valeur de I'IC5;, de l'inhibiteur considéré. Le mécanisme
d’inhibition est ensuite déterminé par tracé des vitesses initiales en fonction de la concentration en
substrat, pour les différentes concentrations en inhibiteur [/], en fonction de l'effet causé par

I’”augmentation de [/] sur les valeurs de V., et Ky, 2% 01

III. 3. 4 La réaction enzymatique des hPRDXs

Nous avons vu que la famille des hPRDX est connue pour catalyser la réaction de réduction
de divers peroxydes, tels que le peroxyde d’hydrogene dont la régulation a I’intérieur de la cellule est

e N N 103; 106
effectuée grace a cesenzymes.” '

La réaction 34 catalysée par hPRDX, conduit a la réduction des peroxydes via la Cp, et la formation
d’un pont disulfure et de molécule d’eau. Le thiolate, nucléophile, va attaquer I'un des deux atomes

d’oxygéne de H,0,.

= e
ral H
R-S + Orq-H — = R—Swwwé e R—S—/C)’H + HO [34]
" ~
|
H
| _ R'-SH
—

Etat de transition

: e
R-S—S-R' + HO + H,0 <«—— R-S—S-R" + H + 2HO

Cette réaction va mener a la formation d’un acide sulfénique et d'un ion hydroxyde, en passant par
un état de transition (ET) dans lequel la liaison O-O commence a se dissocier, et la liaison S-O

commence a se former. l'attaque d’un second groupement thiol sur la PRDX oxydée amene la

formation d’un pont disulfure, et |a libération d’une molécule d’eau. **°°

L’état de transition de la réaction catalysée parles hPRDX a déja été modélisé en 2014 par QM/ MM

154

sur un jeu réduit d’atomes (Figure 35).”" Hall et al. en 2010 avaient interprété qualitativement I’ET

comme un réseau d’'interactions non covalentes entre Cp-Set H,0, mettant en jeu les acides aminés

présents dans I'entourage de la Cp, conservés, tels que Arg127, Thrd4, Pro40 ou His51.'%

Page | 73



Les calculs de mécanique quantique publiés en 2014 par Portillo-Ledesma et al. viennent confirmer le

réle central de certains de ces résidus (Thrd4, Arg127) dans la catalyse de cette réaction.

Complexe initial Etat de transition

Thra4d
Thrd4

Prio 45

Pro 45

Figure 35. Structure du complexe réactionnel initial, et de I'état de transition dans la réaction enzymatique
de réduction de H,0, catalysée par hPRDX.

Structures calculées par mécanique quantique/mécanique moléculaire (QM/MM) du complexe initial et de
I’état de transition de la réaction de réduction de H,0, catalysée par hPRDX5. Entre le complexe initial et |’état
de transition, on observe un allongement de la liaison O-0, parallelement a une diminution de la liaison S-O. La
région de la protéine utilisée pour les calculs de QM est représentée en batons. Le reste de |a protéine ayant
été modélisés en MM. Le réseau de liaisons H formées entre Cp-S, H,0, et les résidus de hPRDX5 est
représenté en lignes pointillées. Figure reproduite depuis Portillo-Ledesma et al. 2014 avec l'autorisation de
American Chemical Society.

La connaissance de I’ET est importante car il est bien connu que les analogues de I’ET sont en général

de trés bons inhibiteurs.'®

De ces structures, il ressort que toute molécule ayant deux groupements
OH proches comme dans I'ET, pourrait posséder une analogie structurale avec I'ET. De maniére
générale les molécules de type diol-1,2 pourraient donc étre considérées comme ayant une
ressemblance structurale avec I'ET du fait de la présence des deux groupements —OH adjacents.
Cette hypothése pourrait corréler le fait que le DTT a été trouvé par Hall et al. comme ligand dans le

site actif de hPRDX5 lors des expériences de cristallisation.'*®

II1. 3. 5 Inhibiteurs connus de peroxyrédoxines humaines

Dans la littérature, plusieurs inhibiteurs irréversibles de hPRDX ont déja été publiés. La
plupart d’entre eux ont été démontrés comme inhibant hPRDX1 comme AMRI-59, et H7"*% *’
puisque hPRDX1 est particulierement étudiée du fait de sa surexpression dans le cas de cancers. %
2 DYautres composés issus de produits naturels comme des terpénes : le célastrol et le triptolide, ou

encore une lactone : la withaférine A, ont aussi été montrés comme étant des inhibiteurs de cette
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isoforme. Comme énoncé précédemment, les hPRDX possedent des structures quaternaires

différentes, et des roles cellulaires différents. Il en résulte aussi une possible sélectivité di aux

différences structurales. Ainsi H7 a été montré comme se liant directement au site actif de hPRDX1,

157

mais aucune interaction n’a été observée pour les isoformes 2 a 5.7 Au contraire, dautres

inhibiteurs ont été démontré comme ayant action sur plusieurs isoformes de hPRDX comme la

160; 161

conoidine A qui a été prouvée comme inhibant hPRDX1 mais aussi hPRDX2 et hPRDX4, de
méme que l'adénanthine, qui posséde elle aussi une action inhibitrice a la fois sur hPRDX1 et

hPRDX2.'®

- Les catéchols comme inhibiteurs de hPRDX5

Nous avons vu en début de cette partie que le criblage RMN effectué dans notre laboratoire
en 2010, avait permis d’identifier par STD I’affinité de 9 fragments hits pour hPRDX5. Puis, des
expériences HSQC ont permis de prouver que ces fragments induisaient effectivement des
perturbations de déplacement chimique (CSP) significatives, princpalement localisées au niveau du
site récepteur de hPRDX5. Cette étude a permis de mettre en évidence le o-pyrocatéchol (plus
simplement appelé catéchol) et son dérivé 4-méthylcatéchol parmi ces fragments, inhibant hPRDX5

avec des /Cs respectifs de 105+ 9 pMet 26 + 2 pM.”*

Le catéchol (CAT) ou 1,2-dihydroxybenzene de formule brute GHsO, est un noyau aromatique a 6
carbones portant deux fonctions hydroxyles —OH en ortho I'une de I'autre (Figure 36). Le catéchol est
un des isomeres du benzénediol (dihydroxybenzéne), présent dans le squelette de nombreuses
molécules naturelles. Tout d’abord dans certains neurotransmetteurs comme [|’adrénaline, la
noradrénaline ou bien la dopamine par exemple, appelés catécholamines, qui jouent aussi le role

%3 On trouve aussi le catéchol dans la structure

d’hormone dans la drculation sanguine (Figure 36).
de certains polyphénols naturels comme la quercétine, ou la catéchine dont il fut isolé pour la
premiere fois en 1839 (Figure 36). Leur toxicité est cependant controversée. Les catéchols étant
présents a la fois dans notre corps, et dans de nombreux aliments, leur possible toxicité ne semble
pas avoir d’impact sur la santé. De plus, des études ont montrées que les catéchols pouvaient avoir
des effets anti-inflammatoires et neuro-protecteurs en jouant un role dans la surpression des
cytokines inflammatoires.™™ Nous avons centré notre étude sur I’étude de ce motif catéchol, et de
ces dérivés. Nous nous sommes fixés comme but de comprendre les détails de I’affinité des catéchols

pour les hPRDX. Puis, sur ces bases, de vérifier et d’'en améliorer l'inhibition, et d’en déterminer le

mécanisme d’inhibition.
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HO NH\
HO
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Figure 36. Structures du noyau o-pyrocatéchol et de molécules naturelles possédant son motif.

Structure du catechol, et structures de neurotransmetteurs catécholamines

noradrénaline, et de polyphénols : quercétine, catéchine, acide caféique.

: adrénaline, dopamine,
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CHAPITRE 11

MATERIEL ET METHODES

I. PROTOCOLES DE MODELISATION

Toutes les simulations ont été effectuées grace au logiciel ACEMD de la société Acellera ®°, en
utilisant le champ de force AMBER99SB-ILDN,* et ont été visualisées a I’aide du programme VMD
(Visual Molecular Dynamics).”® Les représentations graphiques des résultats de I’analyse des
simulations ont été effectuées avec Gnuplot 4.4." Toutes les simulations de dynamique moléculaire
ont été réalisées a 300K sur un systeme (Metrocubo® Acellera) équipé de 4 GPU GTX 780 TI
(NVIDIA®).

I.1. Modélisation d’un systeme protéine-ligand

Tous les systémes protéine-ligand ont été préparés a partir de la structure cristallographique
3MNG.pdb de hPRDX5 disponible sur la PDB,** et dont le dimére a été extrait des symétries
cristallographiques a I'aide du logiciel PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.4.1
Schrodinger, LLC) et la cystéine catalytique modélisée sous forme de thiolate. Les ligands ont été
construits avec le logiciel Avogadro™ et leurs structures minimisées en énergie. La suite d’outils
Antechamber'® a ensuite été utilisée afin de générer les fichiers associés au ligand, nécessaires a la
réalisation de la dynamique dans le champ de force généralisé d’AMBER (GAFF)™ : un fichier de
charge (.prepi) et un fichier comprenant les éventuels parametres de champ de force manquants
associés a GAFF (utilitaire « parmchk »). Les fichiers .pdb du(des) ligand(s) et de la protéine ont été
mis en commun afin de créer un fichier unique structure.pdb du systeme. Toujours en utilisant
Antechamber, le systtme a ensuite été solvaté et ionisé grace au programme « Leap». Le
programme solvate le systéme par I’addition de molécules d’eau formant une boite autour de cette
structure dont la taille varie selon la taille du systeme modélisé et le ionise ensuite par I'ajout d’ions
Na' et Cl en fonction de la salinité, du pH et de la force ionique choisie en amont. Les molécules de
solvant ont été modélisées de maniere explicite selon le modéle TIP3P (voir 1.3.2 du chapitre

d’introduction) pour tous les systemes.>

Les acides aminés ont été modélisés a pH = 7.4 pour mimer au mieux les conditions expérimentales

et physiologiques. leur état d’ionisation a été défini a ce pH sans tenir compte de leur
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environnement individuel excepté pour la cystéine catalytique (Cys47) qui a été modélisée sous

forme thiolate S- (Cym47) due a la présence de Argl127 qui abaisse son pKa.

Avant tout lancement de dynamique moléculaire, les systemes ont subi une phase d’équilibration-
relaxation durant laquelle tous les atomes lourds du systéeme (protéine et ligand) sont contraints
localement a I'aide d’un potentiel harmonique afin d’éviter la réorientation du systeme. Ce processus

se fait en 3 étapes:

- une courte période NVT (500 étapes de 4 fs) durant laquelle les contraintes locales appliquées sur

les atomes lourds du squelette sont brutalement diminuées de 10a 1 kcal.mol ™A~

- une premiere période NPT (nommée NPT1) de 1 ns a pression constante de 1 atm (101325 Pa),

durant laquelle les contraintes sont graduellement diminuées de 14 0.1 kcal.mol™*.A™.

- une seconde période NPT (nommée NPT2) de 4 ns a pression constante de 1atm durant laquelle les

contraintesinitiales sont réappliquées, le volume de la boite d’eau est laissé a relaxer.

Le systeme ainsi équilibré et relaxé en énergie est ensuite enregistré sous un nouveau fichier

structure.pdb, qui sera utilisé dansle lancement de dynamiques moléculaires.

I. 2. Simulation de dynamique non biaisée

Les systemes simulés en dynamique non biaisée NVT ont été construits comme expliqué au
paragraphe précédent, en présence d’un exces de ligand. Pour ces systemes, 6 molécules de ligand
ont été modélisées autour de |a protéine, a une distance < 30 A des sites actifs de ’homodimére. Une
molécule ligand connue peut aussi étre modélisée a I'intérieur du site actif, telle que la molécule de
DTT oxydée modélisée comme nous le verrons en partie 1.1.2 du chapitre de résultats (p.105). Une
fois le systeme construit et relaxé, la dynamique sans contrainte est lancée sur une durée initiale de
500 ns. Cette durée a été définie afin de visualiser au minimum un événement de liaison pour des
affinités comprises en le micromolaire et le millimolaire. Cette haute concentration en ligands

permet d’augmenter la probabilité d’observer un événement d’association.

I.3. Simulation de FM

Pour les simulations de FM, le systéme obtenu apres relaxation a été contraint localement
par 3 atomes lourds de la protéine choisis en amont a la base de la protéine (20 kcal.mol™.A?). Le
potentiel externe en forme d’entonnoir a ensuite été défini a I'aide d’un script qui nous a été fourni
par notre collaborateur V. Limongelli, et visualisé dans VMD. Ce potentiel dépend des coordonnées

des atomes de la protéine, et est a redéfinir avant chaque simulation.
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Les coordonnées du potentiel externe, et les CV choisies pour le lancement de la FM ont ensuite été
définies comme décrit en partie 1.1.3 du chapitre de résultats (p.105-107) dans le logiciel Plumed 1.0
qui a été utilisé pour toutes les simulations de FM.®* La simulation de FM a ensuite été réalisée sur
une durée initiale de 500 ns afin de permettre une comparaison directe des résultats obtenus pour
différents ligands. Cette durée peut étre modulée et prolongée si nécessaire afin d’atteindre la

convergence de I’énergie déposée.

I.4. Modélisation d’'un complexe PL en présence de substrat (Hz02)

Pour simuler un complexe Protéine-Substrat-Ligand par dynamique moléculaire, les
coordonnées du substrat sont ajoutées au fichier de structure du systteme PL, qui est ensuite
modélisé et équilibré comme expliqué précédemment. Le substrat est ensuite contraint localement
dans Plumed par un mur de potentiel (2 A), permettant de limiter la distance interatomique entre le
site actif de la protéine et I'un des atomes lourds du substrat. Aucune contrainte supplémentaire n’a
été appliquée au systeme afin de permettre au substrat de s’adapter continuellement au site actif de

la protéine et a la dynamique du solvant.

I.5. Estimation de la sélectivité

hPRDX2 a été modélisée a partir de la structure cristallographique résolue a 1.7 A (PDB:
1QMV)."”° ’homodimére a été construit a partir des chaines A et B avec la modification du résidu N-
carboxyalanine (résidu NCB) en alanine, et de la cystéine catalytique Cys50 suroxydée Cys-SO, en
cystéine classique Cys-S. De plus une grande partie des atomes en dehors du site actif ont été
contraints (100 kcal.mol™.A?): les Ca de la chaine B (résidus 198 & 363) ainsi que ceux occupant
I’'extrémité N-term de la chaine A (résidus 167 a 194), afin d’éviter une déstructuration du dimeére au

cours de la simulation (Figure 37).

I. 6. Clustering géométrique

Pour identifier les différentes conformations géométriques de liaison existantes lors d’une
simulation, nous avons utilis¢ un module du logiciel de visualisation : VMD Clustering V 2.0 (Luis
Garcia, Cornell Medical College, USA). La trajectoire est dans un premier temps chargée dans le
logiciel VMD. Les « clusters » sont ensuite déterminés avec un cutoff de 2 A en termes de RMSD, sur

I’ensemble des cadres chargés.

Page | 79



C50 SG (chain A)

Figure 37. Structure de ’lhomodimeére de hPRDX2 utilisé en FM.

Chaines de I’homodimeére colorées en gris (chaine A) et vert (chaine B).Visualisation des contraintes spatiales
appliquées aux atomes lourds du systeme (sphéres rouges), ainsi que de la position et de 'orientation du
potentiel en forme d’entonnoir défini par I’axe Z, I'angle a, Rcyl le rayon de la partie cylindrique et Zcc la
distance entre I’origine de |’axe Z et le passage du cOne au cylindre. L'axe Z a pour origine SG C50 et passe par
un des atomes lourds duligand (a définir a chaquesimulation)

I.7. Docking

Le docking a été effectué avec AutoDockVina 2.1.1 via le logiciel PyMol.”®

Ce programme de
docking utilise les outils AutoDock Tools, Autogrid 4 et AutoDock 4."”* La grille utilisée (40x40x40 A®)
a été centrée sur la cystéine catalytique de hPRDX5, et englobe le site actif ainsi que le ligand
considéré. Les fichiers de structure de la protéine et du ligand sont utilisés aprés suppression des
hydrogenes, et la protéine est modélisée avec ses chaines latérales flexibles (excepté pour les acides
aminés Pro, Ala et Gly). Les 10 meilleures poses obtenues sont visualisées via PyMol, et leur énergie

libre de liaison est obtenue via la fonction de scoring empirique d’AutoDock qui repose surla somme

des contributions des interactions inter- et intramoléculaires du ligand.*®
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II. PROTOCOLES DE PRODUCTION ET DE PURIFICATION DES
PROTEINES

Les réactifs utilisés pour la réalisation des solutions tampons et des milieux de culture ont été
obtenus commercialement par le biais des compagnies suivantes : Thermo Fisher Scientific (Fair
Lawn, USA), Carl Roth GMBH + Co. KG (Karlsruhe, Germany), et Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Les
colonnes utilisées en chromatographie viennent des compagnies Qiagen (Hilden, Germany) et GE
Healthcare Life Sciences (Buckinghamshire, United Kingdom). La centrifugeuse utilisée pour la
production et la purification des protéines est une Thermo Fisher Scientific possédant des rotors F15-
8 x 50 cy et TX-750. Le sonicateur provient de la compagnie Sartorius (Sartorius Stedim Biotech,

Aubagne, France) et le spectrométre UV-Visible de chez Jasco (Jasco France SAS, France).

II. 1. Expression des isoformes 1, 2 et 5 des peroxyrédoxines
humaines recombinantes

Les protéines hPRDX1, hPRDX2 et hPRDX5 ont été exprimées sans leur séquence dble
mitochondriale avec une étiquette hexahistidine (6xHis) en N-term, selon le protocole publié par
Declercq et al."™ Des cellules M15 (pRep4) de E.coli ont été transformées en utilisant un plasmide
pQE-30 (Qiagen) codant pour les protéines d'intérét et conférant aux cellules transformées une
résistance a deux antibiotiques : I’ampicilline et la kanamycdine. Les cellules et le plasmide nous sont
été généreusement fournies par le Pr. Knoops (Université de Louvain, Belgique). Les cellules
transformées ont tout d'abord été déposées sur une gélose nutritive sur boite de Pétri (milieu LB
(Tableau 2) + agar) puis mise a incubées sur la nuit a 37°C en présence des deux antibiotiques pré-
cités.

Une colonie est ensuite prélevée et inoculée dans une pré-culture en milieu riche LB (Tableau 2) a
37°C contenant les 2 antibiotiques a 50 pug/mL chacun, sur la nuit. 25 a 30 mL de cette pré-culture
sont ensuite prélevés et ajoutés pour 1 L de milieu de culture riche LB, et mis aincuber a 37°C a 150
rom durant 2-3 h. L'expression de la protéine est ensuite induite par ajout d’isopropyl-thio-
galactopyranoside (IPTG) (1 mM) a une DOgponm = 0,6 - 0,7, pendant 4 heures a 37°C. Enfin, les

cellules sont collectées par centrifugation (3000 rpm, rotor TX-750, 20min, 4°C) et stockées a -80°C.

II. 2. Expression de protéines marquées

Afin de produire des protéines marquées uniformément a I’azote “N, les cellules
bactériennes ont été incubées a 37°C a 150 rpm dans une pré-culture en milieu riche, puis dans une

pré-culture en milieu minimum M9 (Tableau 2) contenant 1 g/L de **NH,Cl comme source de N, a
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laguelle on a ajouté 1% en volume du milieu de pré-culture riche. Elles ont ensuite été cultivées dans
ce méme milieu minimum M9 contenant du “NH,C, et 'expression a été induite de la méme
maniéere que pour la production de protéines non marquées. De la méme maniéere, pour produire des
protéines doublement marquées a I'azote N et au carbone °C, les cellules ont été cultivées en
milieu minimum M9 contenant cette fois 1 g/L de *NH,Cl et 4 g/L de [®C¢]-D-glucose pour un

marquage uniforme en “N/**C.

Tableau 2.Composition des milieux de culture

Milieux Composition pour 1L de solution
Milieu riche LB (Luria Bertani) 25 g de LB (Extrait de levure, tryptone et NaCl)
1L dd H,0
Milieu minimum M9'7? 7.5 g de Na,HPO4 ; 2H,0
3 g de KH,PO4
0.5 g de Nacl
1LddH,0
Suppléments au milieu M9 1 mMde MgSO,

6 pug/L de thiamine
1 mMde CaCl,
10 mL de solution traces de métaux*

20 mL de glucose filtré 20% (m/V)

Suppléments au milieu M9 pour 1g de "NH,Cl pour une culture marquée N

marquage sélectif 4 g de [*C¢]-D-glucose pour une culture marquée °C

* Solution de métaux traces composée de 5g d'EDTA, 0.5g de FeCl;, 0.005g de ZnO, 0.001g de CuCl,,
0.001g de CO(NOs3),.6H,0 et 0.001g de (NH4)sMo,0,4.4H,0 par litre de solution.

II. 3. Purification des isoformes 1, 2 et 5 des peroxyrédoxines
humaines

Avant purification, les culots de cellules obtenus par centrifugation a 3000 rpm en fin de
culture ont été resuspendus dans un tampon nommé tampon de lyse (Tableau 3) auquel est ajouté
du lysozyme permettant de favoriser la lyse des cellules bactériennes. Ces cellules sont ensuite lysées
par ultrasons durant 4 cycles de 3 min. Le surnageant de I’extrait cellulaire est ensuite récupéré par
centrifugation (12000 rpm, rotor F15-8 x 50 cy, 45 min, 4°C). La purification des protéines a ensuite

été réalisée sur une colonne d’affinité au nickel Ni**-NTA (acide nitrilotriacétique) tirant partie de la
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présence de I’étiquette histidine ajoutée en N-term de la protéine. La colonne est tout d’abord
équilibrée avec le tampon de lyse avant d’y injecter le sumageant. La colonne est ensuite lavée avec
le tampon de lyse pour éliminer toutes les especes non retenues, puis la protéine est éluée en
effectuant un gradient en imidazole grace au tampon d’élution concentré en imidazole (Tableau 3).

Les fractions correspondant au pic de la protéine sont récupérées et regroupées.

La protéine ainsi récupérée est dialysée a 4°C durant 4 h contre du tampon phosphate salin (PBS) pH
7.4. La protéine purifiée est ensuite concentrée par centrifugation (6000 rpm, rotor F15-8 x 50 cy,
4°C) a I’aide de tubes Vivaspin (Sartorius) ayant un seuil de 10 kDa, et sa concentration déterminée
par mesure d’absorbance a 280 nm connaissant le coefficient d’extinction molaire de hPRDX5 sous
forme réduite déterminé a partir de la séquence en acides aminés de la protéine suivante :
MRGSHHHHHH GSAPIKVGDA IPAVEVFEGE PGNKVNLAEL FKGKKGVLFG VPGAFTPGCS KTHLPGFVEQ
AEALKAKGVQ VVACLSVNDA FVTGEWGRAH KAEGKVRLLA DPTGAFGKETD LLLDDSLVSI FGNRRLKRFS

MVVQDGIVKA LNVEPDGTGL TCSLAPNIIS QL, € =5 500 L.mol™.cm™ (expasy.org/protparam).

Tableau 3. Composition des solutions tampons utilisées

Tampons Composition
Tampon PBS 10 mM Na,HPO,
pH=7.4 137 mM NaCl
(Tampon de dialyse) 3 mMKCI

50 mM NaH,PO,
300 mM NacCl

Tampon de lyse

pH=8
10 mM Imidazole

50 mM NaH,PO,
300 mM NaCl
250 mM Imidazole

Tampon d’élution

pH=8

II. 4. Electrophorese sur gel SDS

Afin de Vérifier la pureté des protéines, des électrophoréses sur gel de polyacrylamide ont
été effectués en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS). Cette technique permet la séparation
des protéines selon leur poids moléculaire (Figure 38), dans une cuve de tampon de migration

(Tableau 4) traversée par un courant électrique. Les échantillons sont dans un premier temps
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focalisés sur un gel de concentration par un courant de 90 V, puis séparées a 120 V sur un gel de

séparation (compositions des gels données dans le Tableau 4).

Une fois la séparation terminée, le gel est coloré al’aide de bleu de Coomassie, puis décoloré a lI’aide
d’un mélange acide acétique/éthanol/ eau (10% - 40% - 50%). Les bandes observées sont alors
comparées avec celles obtenues pour le marqueur de poids moléculaire afin d’avoir la taille des
protéines analysées (kDa). Si I’échantillon protéique purifié ne présente qu'une seule bande, la

purification est optimale.

Les échantillons protéiques déposés sur gel ont été préparés selon le protocole suivant : 10 uL de
solution colorée au bleu de bromophénol concentrée x2 (Tableau 4) sont ajoutés a 10 pL de solution

de protéine. Le mélange est ensuite chauffé durant 5 min au bain marie a 95°C.

MW
116
66

35

25

- - - hPRDX5 19kDa

14

Figure 38. Exemple de gel SDS obtenu par électrophorése en conditions dénaturantes pour la production de
hPRDX5 non marquée.

A: marqueur de poids moléculaire, B : surnageant de |’extrait cellulaire, C: sortie de colonne lors du passage
du surnageant, D : sortie de colonne lors du lavage, E : protéine récupérée aprés élution et concentration
L'échantillon protéique purifié ne présente qu’une bande intense correspondant a la protéine d’intéret. La
protéine obtenue est donc pure, et aucune perte n’est observée lors de la purification (aucune trace en sortie
de colonne).
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Tableau 4. Composition des gels et tampons utilisés en électrophorése

e Composition des gels

Produit
Pourcentage

Gel de concentration
5%

Gel de séparation
15%

Polyacrylamide 30%

Tris 1M

H,0

SDS 10% (m/V)

TEMED

Ammonium persulfate 10%

Volume total

850 uL

625 ul (pH = 6.8)
3.4mL

50 pL

5uL

50 pL

=5mL

7.5mL

3.75mL (pH =8.8)
3.5mL

150 pL

6 uL

150 pL

=15mL

e Composition du tampon de migration

Produit Quantité Concentration
Tris base 3g 0.025 M —pH8.3
Glycine 144¢g 0.19 M

SDS 10% (m/V) 10 mL 0.1%

H,0 990 mL -

e Composition du tampon au bleu de bromophénol (V = 10 mL) concentré deux fois

Produit Volume Concentration
Tris - HCI 0.5M - pH 6.8 2.5mL 62.5mM

SDS 10% 2.0mL 1%

Glycérol 100 % 3.0mL 5%
B-mercapto-ethanol 14.4 M 0.2mL 150 mM

Bleu de bromophénol

H,O

Pointe de spatule

2.3mL
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II. 5. Expression et purification de la thioredoxine (Trx) et de la
thioredoxine réductase (TrxR)

Afin de pouvoir étudier la cinétique de réaction de hPRDX5, les autres protéines participant a
son cycle catalytique: la thiorédoxine (yTrx) et la thiorédoxine réductase (yTrxR) toutes deux de
levure, ont été produites en absence de marquage isotopique a partir de plasmides pQE-30 codant
pour ces deux protéines et fournis par le Pr. Knoops. L'expression de ces deux protéines a été
effectuée de maniere identique a celle de hPRDX5. Ces deux protéines disposant également d'une

étiquette histidine, elles ont été purifiées identiquement a hPRDXS5 (voir 11.3 p.88).
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III. SYNTHESES D’'INHIBITEURS

Les molécules fragments obtenues commercialement (Sigma-Aldrich) ont été utilisées sans
étape de purification supplémentaire. La synthése des différents inhibiteurs non commerciaux
étudiés a été effectuée dans les locaux de l'Institut de Chimie et de Biochimie Moléculaires et
Supramoléculaires (ICBMS), dans I’équipe de Chimie Organique 2 — Glycochimie, en collaboration

avec le Dr. Sebastien VIDAL.

Les réactions ont toutes été réalisées sous atmosphere inerte (Argon (Ar)). Le suivi des réactions a
été réalisé par chromatographies sur couche mince (CCM) sur des feuilles d’aluminium couverte
d’une fine couche de silice 60 F254 (Merck) puis révélées par UV a 254 nm. La purification des
produits a été effectuée sur des colonnes remplies de gel de silice Si 60 (40-63 um). Les spectres
RMN d’identification et de caractérisation des différents intermédiaires réactionnels ainsi que des
produits finaux ont été enregistrés a 303K sur un spectrometre Bruker Avance Il HD 400 MHz. La
valeur du déplacement chimique 6 (ppm) est référencée par rapport aux pics résiduels du solvant

deutéré utilisé (majoritairement le chloroforme CDCl; ou le DMSO-dg).

Les multiplicités des différents pics observés sont décrites en utilisant les abréviations suivantes : s,

singulet; d, doublet; t, triplet; g, quadruplet; m, multiplet (Annexe 3).

III. 1. Syntheése du 4-néopentylbenzene-1,2-diol

J’ai synthétisé le 4-neopentylbenzene-1,2-diol (4-néopentylcatéchol (4NPC)) 4 en 3 étapes a

partir du 1,2-diméthoxybenzene 1 (Figure 39).

L'acylation a été effectuée dans un liquide ionique comme décrit par Tran et al. avec Bi(OTf); comme
catalyseur."”* La cétone aromatique 2 a ensuite été sélectivement réduite en se basant sur le mode
opératoire publié par I'équipe d’E. Metay a I'lCBMS, qui utilise un solvant vert (cydopentyl methyl

174

ether — CPME) avec du palladium sur charbon (Pd/C) 5% come catalyseur.””” Enfin les éthers

méthyliques ont été réduits a I’aide de BBrs;.
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Figure 39. Schéma réactionnel d’obtention du 4NPC [4] a partir du 1,2-diméthoxybenzéne [1].
Avec [BMIM][PFg] : 1-butyl-3-methylimidazoliumhexafluorophosphate. Me = CH3

III.1.1 1-(3,4-dimethoxyphenyl)-2,2-dimethylpropan-1-one [30314-46-6]

Le 1,2-diméthoxybenzene 1 (10 mmol, 1.27 mL), le Bi(OTf); (0.5 mmol, 328 mg, 0.5 éq) et le
chlorure de pivaloyl (10 mmol, 1.23 mL, 1 éq) ont été agités a 80°C dans le liquide ionique
[BMIM][PFs] (5g) durant 1 h jusqu’a la disparition totale du réactif de départ. Le suivi de la réaction a
été effectué par CCM (CH,Cl,/Ether de pétrole (EP), 3:2). Apres refroidissement, le milieu réactionnel
a été extrait avec de I’éther diéthylique (4x50 mL) par sonication pour améliorer la séparation de la
phase organique et du liquide ionique. Les phases éthérées ont été regroupées et lavées avec une
solution saturée deNaCl (4x30 mL), séchées sur Na,SO, et concentrées. Le produit résiduel brut a été
purifié par flash chromatographie (CH,Cl,/EP, 1:1 a 4:1) pour donner le 1-(3,4-dimethoxyphenyl)-2,2-

dimethylpropan-1-one 2 (1 g, 45%) pur sous forme d’huile jaune.

III.1. 2 4-(2,2-dimethylpropyl)-1,2-dimethoxybenzene [3]

Une solution d’hypophosphite de sodium monohydraté (7.5 mmol, 795 mg, 3 éq) et d’acide
hypophosphorique H;PO, a 50% (2.5 mmol, 165 mg, 1 éq) dans de I'eau permutée (5 mL) a été
ajoutée a un mélange contenant la cétone 2 (2.5 mmol, 555 mg) et le catalyseur Pd/C 5% (0.25
mmol, 530 mg, 0.1 éq) dans du CPME (2.5 mL). Le milieu réactionnel a été chauffé a 100°C sous

atmosphere inerte (Ar) pendant 24 h.
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La réaction a ensuite été stoppée par |’addition de CH,Cl, (30 mL) et d’eau (40 mL). La phase aqueuse
a été extraite avec du CH,d, (4x75mL). Les phases organiques ont été combinées, séchées sur
Na,SO,, filtrées sur célite et lavées avec CH,Cl, (100 mL). Le solvant a ensuite été évaporé pour
donner le 4-(2,2-dimethylpropyl)-1,2-dimethoxybenzene 3 (448 mg, 92%) sous forme de liquide
jaune clair sans purification. Le produit a cristallisé a 4°C aprés quelques heures, pour donner un

solide de couleur jaune pale.

I11. 1. 3 4-(2,2-diméthylpropyl)benzeéne-1,2-diol [4]

Une solution de BBr; (4.5 mmol, 4.5 mL, 1M dans CH,Cl,, 3.2 éq) a été ajoutée sous
atmosphere inerte, et a 0°C, a une solution du composé 3 (1.4 mmol, 290 mg) dans du CH,Cl, (15
mL). Le milieu réactionnel de couleur rouge brique a ensuite été agité a 0°C pendant 20 min. La
réaction a été stoppée rapidement par addition d’une solution aqueuse saturée de carbonate de
sodium NaHCO; (15 mL) avant d’étre agitée vivement durant 2,5 h. Apres dilution du milieu
réactionnel dans CH,Cl, (60 mL), la phase organique a été extraite avec une solution aqueuse de
thiosulfate de sodium Na,S,0; a 10% (50 mL) pour éliminer le brome résiduel, puis lavée a l'eau
glacée (30 mL) avant d’étre séchée sur Na,SO, et filtrée sur célite. Le solvant a été évaporé pour
obtenir le produit 4 brut sous forme de poudre blanche cristalline. Une purification par flash
chromatographie sur gel de silice (éluant: CH,Cl,/CH;OH, 98:2) a été effectuée afin d’obtenir des
échantillons de pureté optimale pour les essais biologiques, et a permis d’obtenir le 4-(2,2-

diméthylpropyl)benzéne-1,2-diol 4 (198 mg, 79%) sous forme de poudre blanche cristalline.

III. 2. Syntheése du 4-néopentyl-5-phenylaminobenzene-1,2-diol

Le 4-neopentyl-5-phenylaminocatechol 6 a été synthétisé par Yoann Pascal, doctorant a
I’ICBMS de Lyon, en 4 étapes a partir du 1-(3,4-dimethoxyphenyl)-2,2-dimethylpropan-1-one 2

obtenu lors de la synthése du 4-néopentylcatéchol (Figure 40).
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Figure 40. Schéma réactionnel d’obtention des ligands [6] et [6] a partir de [2].
Avec NBS : N-bromosuccinimide et Brett Phos un ligand phosphine utilisé dans la réaction de Buchwald.

III.2. 1 4-(2,2-dimethylpropyl)-1,2-dimethoxybenzene [3]

La cétone 2 a été introduite (2.34 mmol, 520 mg) dans un tube de micro-onde et dissoute
dans 2.5 mL de CPME. L’hypophosphite de sodium monohydraté (7.02 mmol, 744 mg, 3 éq) et le
Pd/C 10% (0.234 mmol, 249 mg, 0.1 éq) ont ensuite été ajoutés ainsi que 5 mL d’eau distillée. Enfin,
I’acide hypophosphoreux 50% m/V (1.17 mmol, 80 mg, 0.5 éq) a été introduit. Le tube a été scellé, et
chauffé a 100°C au micro-onde pendant 24 h. En fin de réaction, la solution a été diluée avec du
CH,Cl, (20 mL) et de I’eau distillée (40 mL). La phase aqueuse a été extraite avec du CH,Cl, (4x75 mL).
Les phases organiques ont été combinées, séchées sur MgSO, puisfiltrées sur célite et lavées avec du
CH,Cl, (150 mL). Enfin, le solvant a été évaporé pour donner le produit 3 (448 mg, 92%) sous la forme

d’une huile légerement jaune.

III. 2. 2 1-bromo-2-(2,2-dimethylpropyl)-4,5-dimethoxybenzene [4]

Le composé 3 (2.15 mmol, 448 mg) a été placé dans du liquide ionique [BMIM][PF¢] (7g). Le
systeme a été placé sous atmosphére inerte puis le N-bromosuccinimide (NBS) (2.26 mmol, 402 mg,
1.05 éq) y a été ajouté. La réaction a été chauffée a 60°C pendant 2 h puis agitée a température

ambiante durant 15 h. Le milieu réactionnel a été extrait avec de I'éther diéthylique (3 x 20 mL) et du
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toluene (20 mL) par sonication pour améliorer la séparation de la phase organique et du liquide
ionique. Les phases contenant I'éther et le toluéne ont été réunies et évaporées. Le produit brut a
été purifié sur colonne de silice (EP/acétate d’éthyle, 8:2) donnant un mélange du 1-bromo-2-(2,2-
diméthylpropyl)-4,5-diméthoxybenzéne 4 et du produit de départ (520 mg, 84% dont 7% de produit

de départ) sousla forme d’une huile Iégérementjaune.

III. 2. 3 2-(2,2-dimethylpropyl)-4,5-dimethoxy-N-phenylaniline [5]

Le tert-butylate de sodium NaOtBu (3.62 mmol, 347 mg, 2 éq), le tris (dibenzylidéneacétone)
dipalladium dichlore Pd,(dba);Cl, (0.037 mmol, 39 mg, 0.02 éq) et la BrettPhos (0.113 mmol, 39 mg,
0.06 éq) ont été introduits dans un Schlenck, et le systéme a été placé sous atmosphere inerte
(Argon). 4 (1.81 mmol, 520 mg) a été dissout dans du tert-butanol tBuOH (20 mL) préalablement
dégazé durant 2 h (technique de bullage par Ar). Ce mélange a alors été introduit dans le milieu
réactionnel ainsi que I’aniline (3.62 mmol, 330 uL, 2 éq). La réaction a été chauffée a 100°C durant 16
h dans un bain d’huile déja préchauffé. Le solvant a été évaporé et le produit brut récupéré a alors
été purifié sur colonne de silice (EP/acétate d’éthyle, 9:1) pour donner le 2-(2,2-diméthylpropyl)-4,5-

diméthoxy-N-phénylaniline 5 (415 mg, 77%) sous la forme d’un solide Iégérement marron.

III. 2. 4 4-(2,2-dimethylpropyl)-5-(phenylamino)benzene-1,2-diol [6]

Le composé 6 (0.334 mmol, 100 mg) a été dissout dans CH,Cl, (5 mL). Le milieu a été placé
sous atmosphere inerte (Ar) et refroidi a 0°C a I'aide d’un bain de glace. BBr; 1M dans CH,Cl, (1
mmol, 1 mL, 3 éq) a ensuite été ajouté goutte a goutte. Une fois revenu a température ambiante, le
systeme est agité pendant 4 h. NaOH 1 M (5 mL) a été ajouté et la réaction a été laissée sous
agitation durant 22 h. HCl 2 M a alors ajouté jusqu’'a atteindre un pH = 1. Le mélange réactionnel a
été dilué avec de I'eau (20 mL) et la phase aqueuse extraite avec CH,Cl, (3 x 40 mL). Les phases
organiques ont été réunies, séchées sur MgSQ,, filtrées et évaporées. Le 4-(2,2-diméthylpropyl)-5-
(phénylamino)benzene-1,2-diol 6 (60 mg, 67%) a alors été récupéré sous sa forme oxydée 6’ (= 90 %)

en équilibre avec sa forme réduite (= 10 %), avec un aspect de solide de couleur rouge brique.
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IV. SPECTROSCOPIE

La totalité des expériences de RMN en solution ont été réalisées au laboratoire, la majorité
d’entre elles sur un spectrometre Varian Inova 600MHz équipé d’une sonde standard a champs de
gradient pulsés (PFG) 5mm triple résonance (*H/”C/"N). Les derniéres expériences, ont été menées
sur ce méme spectromeétre a présent équipé d’une sonde cryogénique 5mm triple résonance PFG
«'H/*™*C enhanced ». Enfin, les expériences de caractérisation de molécules organiques ont été
réalisées sur un spectrometre Bruker Avance Il HD 400MHz équipé d’une sonde 5 mm multinoyaux
PABBO BB/19F — 1H/D Z-GRAD. La transformation et I'analyse des spectres ont été faites a 'aide des
logiciels NMRPipe, NMRDraw,"”> et NMRViewlJ"”® pour les expériences effectuées sur le spectrométre
Varian, et des logicdiels Bruker TopSpin 3.2 et NMRNotebook 2.70 pour les expériences effectuées sur

le spectrometre Bruker etles expériences a 1 dimension.

IV. 1. Caractérisation de molécules organiques par RMN et SM

Les expériences RMN utilisées pour la caractérisation des intermédiaires et des produits
finaux de synthése ainsi que I'attribution compléte des molécules synthétisées a été possible grace a
I’acquisition de spectres 1D (*H et ®C) et 2D (COSY, HSQC et HMBC si nécessaire). Les paramétres

utilisés pour ces expériences sont compilés dansle Tableau 5.

De plus, des expériences de spectrométrie de masse haute résolution (HR-ESI-QToF) ont été
effectuées sur un spectrometre Bruker MicroToF-Q Il XL. La spectrométrie de masse haute résolution
utilisée est une expérience en tandem HR-ESI-QToF qui couple une ionisation par électronébuliseur a

un quadripdle relié a un analyseur a temps de vol.

IV. 2. Expériences 2D 15N HSQC

Pour les expériences HSQC, les tubes RMN ont été préparés dans un tampon PBS de pH=7.4
avec usuellement 200 uM de protéine marquée uniformément en *°N et des ajouts de concentration
croissante de fragments solubilisés dans du diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO-de). Dans le cas du
ligand 4NPC, la concentration de la protéine était de 120 uM. La concentration finale de DMSO-de
dans les tubes RMN n’excéde pas 8%. La forme réduite de la protéine hPRDX5 a été maintenue parla
présence de 2 mM de TCEP. Les expériences “N-HSQC ont été enregistrées a 28°C avec les
parametres expérimentaux donnés dans le Tableau 5. Chaque expérience HSQC a été précédée d'une

expérience 1D-'H pour vérifier la pureté et |a stabilité de la protéine et des ligands.
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Tableau 5. Expériences RMN et paramétres d’acquisition utilisés

Echantillon de travail Expériences ombre de spectrale ombre de
scans pomts
(MHz)* (ppm)
1D-'H 512 15 16384
hPRDX5 600 1D - STD 1024 15 16384
'H/™N - HSQC 16 15x 32 2048x64
1D-'H 32 20 16384
1D - C 4096 239 16384
Ligands 400 'H/'H - COSY 4 10x 10 2048x256
'H/™C - HSQC 16 16 x 220 2048x512
'H/™C - HMBC 8 20x 239 2048x512

* Fréquence de travail = fréquence de résonance du proton

=> Caractéristiques générales pour le spectrométre Bruker Avance Il HD 400 MHz :

Proton

Carbone

Pulse 90=13.70 pus
Relaxation delay =2.0s

Pulse 90=9.25 us
Relaxation delay =3.0s

=>» Caractéristiques générales pour le spectrométre Varian Inova 600 MHz :

Sonde chaude standard 5mm triple résonance (*H/*>C/*°N) PFG

Proton Pulse 90=7.2 s

Relaxation delay =2.0s

Sonde cryogénique 5mm triple résonance PFG « ‘H/**C enhanced »

Proton Pulse 90=8.1 ps

Relaxation delay=1.0s

Page | 93



IV. 3. Expériences STD

Les expériences par différence de transfert de saturation (STD) réalisées sur les différents
complexes hPRDX5-ligand ont été effectuées a 28°C et les parametres expérimentaux utilisés sont
répertoriés dans le Tableau 5. Les tubes ont été préparés dans un tampon PBS (pH = 7.4) avec 10 ou
20 uM de protéine en présence de 500 uM de TCEP pour garantir son état réduit, et 10% de D,O (v/v)
pour la stabilité du champ magnétique (signal de lock). Linteraction des différents ligands a été
étudiée en ajoutant des concentrations croissantes en ligands, en fonction de leur affinité
déterminée par les titrations en HSQC. Pour chaque concentration en ligand, une expérience 1D-'H
et une expérience 1D-STD ont été enregistrées dans les mémes conditions expérimentales, mais avec
un nombre de scans deux fois plus important dans le cas de I’expérience STD. L'irradiation sélective
de la protéine a été effectuée a - 0.23 ppm (voir spectre 1D ‘H de hPRDX5 en Annexe 1), située a -
3006 Hz de la fréquence de la porteuse (H,O : 4.78 ppm) et un temps de saturation totale de 2 s
composé de 40 impulsions de 50 ms séparées par un délai de 100 ps. Pour chaque concentration en
ligand, le facteur STD (fs;p) a été calculé (équation 35), ce qui permet de tracer la courbe fsp = f([L])
en fin d’expérience. Les résultats ont ensuite été normalisés par rapport au proton ayant le plus
grand fs;p (100%) afin de réaliser I'epitope mapping.

— Ltp [rigand] [35]

fSTD Iip ' [proteins]

Avec fsp le facteur STD, Isrp la valeur de l'intégrale du signal concerné sur le spectre STD irradié
sélectivement, 1, la valeur de I'intégrale de ce méme signal sur le spectre 1D 'H sans irradiation

sélective, et [L]/[P] le rapport des concentrations.

Les points expérimentaux sont ensuite ajustés avec une courbe théorique de type hyperbole :

Ax

Y= [36]

Avec A : lavaleur maximale de saturation (plateau supérieur) ; et B : la valeur du K, (méme unité que

la concentration).

IV. 4. Mesure de I'affinité protéine-ligand par RMN

Les perturbations de déplacement chimique (CSPs) ont été calculées selon I’équation 37 :

CSP = fM,g + %Mﬁ, [37]

Avec CSP la variation de déplacement chimique moyenne induite par I'interaction du ligand sur un

. 7 1 15 .y
signal donné, Ad,, sa valeur sur I'axe du proton "Het Ad, sa valeur sur 'axe de 'azote ~°N. En utilisant
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un seuil de quantité de CSP arbitraire, défini pour chaque ligand, les acides aminés les plus impliqués
dans l'interaction protéine-ligand sont caractérisés et utilisés pour le calcul de la constante de

dissociation (Kp) du complexe.

Les courbes isothermes CSP =f([L]) sont tracées pour ces acides aminés, puis le K, est ensuite
extrapolé par corrélation des points expérimentaux de ces isothermes avec une régression non-
linéaire via le programme MatLab (The Math Works, Inc) utilisant I'expression 38 suivante pour un
modele de liaison 1:1 impliquant qu’une seule molécule de ligand se lie a un seul site actif (voir la

démonstration de I'obtention de cette équation en annexe 2):

= AS .(IZP]°+IZL]°+KD)—\/(EP]°+IZL]°+KD )y =(«lpPl,lL],)

Adobs max 2[p] 0 [38]

Avec Ab,,s la CSP observée expérimentalement pour chaque point de la titration, Ad,... la CSP
maximale observée (généralement lorsque la saturation de la protéine est atteinte, ou bien sa valeur
au demier point de la titration), [P], et [L], les concentrations initiales en ligand et en protéine, et K,

la constante de dissodiation du complexe.'’”"*”®
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V. EXPERIENCES DE CINETIQUE ENZYMATIQUE

V. 1. Détermination expérimentale de Km et Vmax

La détermination du K, et du V,,, pour les protéines hPRDX5, hPRDX1 et hPRDX2 a été
effectuée a température ambiante (= 23°C) en présence d’une concentration croissante de substrat
H,0, entre 0 et 500 uM. La vitesse initiale de réaction V, a été calculée indirectement par mesure de
I’absorbance du NADPH a 340 nm (absorbance décroissante au cours du temps dle a I'oxydation du
NADPH par la TrxR (Figure 29)). Par représentation graphique des V, en fonction de la concentration
en substrat, on obtient des courbes de type hyperbole ou I’on retrouve la valeur de [S] = K), pour %
de V.. Cette expérience permet aussi de pouvoir vérifier I’activité des protéines produites, pour le

systéme protéique utilisé déterminé par M. Chow lors de sa thése au laboratoire, composé de :*
-15uMde yTrx,

- 2uMde yTrxR,

- 0.15 uM de hPRDX5 (0.38 uM dans le cas des isoformes hPRDX1 et hPRDX2)

- 200 uM de NADPH

- 25 uMde H,0,

V. 2. Evaluation de I'ICso

Le protocole de détermination de la concentration inhibitrice médiane a été adapté de Kim
et al. 2005.179 Les réactions de détermination d’IC50 dans le cas de hPRDX5 ont été menées sur
1000 L, en présence de 15 uM de yTrx, 2uM de yTrxR, 0.15 uM de hPRDX5, 200 uM de NADPH et 25
UM de H202 (= KM), pour des concentrations en ligands (solubilisés dans le DMSO) variables selon
leur affinité : catechol 0-50 mM, 4-tert-butylcatechol 0-5 mM, 4-neo-pentylcatechol 0-1.5 mM. Les
protéines ont d’abord été diluées dans une solution de PBS (Tableau 3) comportant 1 mM d’EDTA a
pH 7.0. Une fois ce mélange introduit dans la cuve UV, le ligand est ajouté (quantité maximale de
DMSO ajoutée < 5%), puis le NADPH, et enfin H202 qui va initier la réaction. La réaction a été suivie
par UV a température ambiante a 340 nm durant 200 s car comme pour les mesures de KM, I'activité
de hPRDX5 a été indirectement mesurée par la mesure de |I'absorbance du NADPH a 340 nm. La
vitesse initiale VO de la réaction a été déterminée a partir d’une portion linéaire des courbes de
vitesses enregistrées (environ 10 premiéres secondes), et exprimée en umol.min-1.L-1. Les IC50
relatifs ont ensuite été déterminés a la moitié du AVO en tragant les valeurs de VO en fonction de la
concentration en ligand utilisée, et en faisant correspondre les points expérimentaux obtenus avec
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une équation de type hyperbole (Equation 39) sur OriginPro 8 (OriginLab, Northampton, MA) et
SigmaPlot 11.0 (Systat Software, San Jose, CA).

_c4 EA
y=C+ = [39]

Avec A :la valeur de I'ICs relatif ; B : la valeur de I'asymptote verticale (en x) ; et C: la valeur de la

vitesse résiduelle (en %).

Chaque expérience a été répétée etles valeurs d'/Cs, obtenues sont des moyennes calculées sur3a5

expériences selon les ligands.

Les IG5, relatifs des dérivés catéchols pour I'inhibition des isoformes hPRDX1 et hPRDX2 ont été
mesurés dans des conditions expérimentales similaires, avec une quantité de protéine adaptée a

0.38 uM.

V. 3. Etude du mécanisme d’inhibition

Pour I’étude du mécanisme d’inhibition de hPRDX5, 5 concentrations en ligands ont été
utilisées dont 3 sont voisines de I'IC5, a I’'erreur pres (gamme de concentration allant de 0 a 50 mM
pour 4NPC). Le reste du systéme reste inchangé avec 15 uM de yTrx, 2uM de yTrxR, 0.15 uM de
hPRDX5, 200 uM de NADPH et une gamme de H,0, allant de 0 a 500 uM. Comme pour I'expérience
de détermination de I'ICsy, aprés mélange des trois protéines dans la solution de PBS contenant 1ImM
d’EDTA préparée a pH = 7.0, le dérivé catéchol est ajouté au mélange, puis le NADPH et enfin H,0,
qui va initier la réaction. L'intérieur de la cuve est homogénéisé apres ajout du ligand préalablement
solubilisé dans le DMSO, et apres ajout de H,0, avant de démarrer I’enregistrement de I’absorbance
a 340 nm durant 100s. Les expériences ont été traitées de la méme maniere que pour la mesure de
I“ICs0, et les vitesses exprimées en umol.min‘l.L‘l. Les données ont ensuite été analysées avec le
logiciel DynaFit en utilisant différents modéles de mécanisme d’inhibition (voir chapitre |, partie
111.2.2)."%%"®" Le mécanisme d’inhibition se rapprochant le plus des points expérimentaux a été
sélectionné. Les courbes correspondantes ont été tracées sur Origin 8.0 avec comme erreur, I'erreur

standard sur chaque mesure.

Page | 97



Page | 98



CHAPITRE III

RESULTATS ET DISCUSSION

Dans ce chapitre, les résultats de ce projet seront présentés selon trois parties :

Dans un premier temps, la corrélation expérimentale et simulée des mesures d’affinités obtenues par
RMN et FM sera démontrée. Pour cela nous nous sommes appuyés sur deux ligands dont I'affinité
pour hPRDX5 a déja été mise en évidence : le catéchol (CAT) et le 4-méthylcatéchol (4MEC). °%
Nous montrerons id que les résultats obtenus par FM et RMN sont en corrélation. De plus, nous
verrons que |’analyse des simulations FM donne de nombreuses informations statistiques sur

I’équilibre d’interaction entre protéine etligand.

Dans une deuxiéme partie, nous utiliserons les informations provenant des calculs de FM et nous
présenterons I'étude de l'interaction de plusieurs autres homologues du catéchol avec hPRDX5. La
détermination de I’affinité de ces ligands nous a permis d’optimiser pas a pas l'interaction protéine-
ligand. Dans un projet de conception de molécules bioactives, nous montrerons que la FM permet
I’obtention de nombreuses informations prédictives permettant I'optimisation de ligands d’affinité

moyenne (millimolaire) en ligands de meilleure affinité (micromolaire).

hPRDX5 étant une enzyme, nous prouverons dans la troisieme partie grace a des expériences de
cinétique enzymatique, que les résultats d'affinité obtenus par le calcul et prouvés par RMN sont
proportionnels a I'activité inhibitrice des catéchols. L'étude du mécanisme d’inhibition des dérivés
catéchols sera présentée et discutée en rapport avec la FM, ainsi que leur inhibition pour deux autres

isoformes des hPRDX (hPRDX1 et hPRDX2) afin d’estimer leur sélectivité.

Nous pourrons allons condure que la FM peut étre utilisée afin de prédire quantitativement des
affinités protéine-ligand, mais aussi qu’elle pourrait étre utilisée comme outil dans la prédiction des

mécanismes d’inhibition enzymatique induits par lesligands.
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I. LA FUNNEL-METADYNAMIQUE ET LA RMN EN SOLUTION
POUR L’ESTIMATION DE L’AFFINITE PROTEINE-LIGAND

Dans le chapitre d’introduction, nous avons présenté une technique particuliere de
dynamique moléculaire, la funnel-métadynamique (FM). Pour prouver que les résultats obtenus par
dynamique estimaient de facon précise |’affinité d’un complexe PL, nous nous sommes appuyés sur
I’étude du catechol (CAT), et de son dérivé methylé : le 4-méthylcatechol (4MEC). Ces résultats ont

été publiés en 2015 dans le Joumal of the American Chemical Society."®

I.1. Le protocole de FM pour I'étude du systeme hPRDX5

I. 1.1 Préparation du systeme

- Structure initiale

Dans un projet d’étude par MD, la structure de départ est un pré-requis essentiel. Comme
présenté en chapitre d’introduction (voir 1ll.1.1 p.51), plusieurs structures cristallographiques de
hPRDXS5 sont disponibles. En 2013, la structure possédant la meilleure résolution cristallographique
(1.45 A) était celle déposée par Hall et al. en 2010 (3MNG.pdb), qui posseéde également un ligand

106 . . — — . .
Des molécules d’eau, des ions (Na“, Cl et Br’), ainsi que du

dans son site actif (DTT oxydé).
glycérol sont aussi définis dans le cristal. Hall et al. discutent la présence de ligands dans les
différentes structures cristallographiques de hPRDX5 (dont le DTT oxydé dans 3MNG.pdb) comme
pouvant étre des analogues de I’état de transition de 'enzyme. On sait que les enzymes dont le réle
fondamental est de stabiliser I'état de transition, se lient en général fortement a un ligand analogue

de I'état de transition (voir 111.3.4 du chapitre | p.72)."*

Pour la préparation de la MD, il y a plusieurs options possibles a partir de cette structure
cristallographique détaillée. Il est possible de ne conserver que la protéine et d’éliminer les sels,
ligands et molécules d’eau en éditant le fichier PDB. L’eau et les ions seront par la suite replacés lors
des étapes de solvatation et de définition de la salinité du systéme. Toutefois, les protéines
possedent parfois des cavités hydratées par quelques molécules d’eau seulement. Or il a été montré
par RMN dans les années 90 que ces molécules d’eau avaient une cinétique d’échange trés lente
avec le solvant."® Dans le cas de hPRDX5 nous ne disposons pas de cette information, mais des
cavités de ce type existent. Si nous supprimions toutes les molécules d’eau du cristal nous avions un
risque de créer un vide difficile a réhydrater lors de I’équilibration du systeme malgré I'étape de

solvatation préalable de la protéine. Nous avons donc choisi par prudence de conserver les
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molécules d’eau définies dans le cristal pour I’étape de solvatation. Néanmoins, des systemes ont
aussi été modélisés en paralléle sans ces molécules d’eau, sans grande différence visible. Cela reste
une question a se poser a l'origine d’un projet de MD, et importante pour la définition du systeme

macromoléculaire étudié.

Un autre point important dans la préparation initiale d’'un systeme pour la MD est I’état d'ionisation
des différents acides aminés ionisables (Asp, Glu, Arg, Lys et His). Cela est réalisé en utilisant les
définitions du champ de force AMBER99SBildn (aujourd’hui intégrées dans la version SB14 du champ
de force d’AMBER pour les protéines). Le choix du champ de force pour le paramétrage est un autre
point de dédision important puisque les outils informatiques utilisés (AmberTools) donnent accés a
différentes versions des champs de forces. Dans le cas de hPRDX5, il est critique de bien prendre en
compte I'état d’ionisation en thiolate a pH neutre de la cystéine catalytique Cys47 (Hall et al. et

106

références citées).”  AMBER permet de définir un thiolate en déclarant un acide aminé de

nomenclature « CYM » au lieu de « CYS » dans le fichier pdb de la protéine.

- Création et préparation du ligand

Une fois le fichier de structure de la protéine préparé, il faut préparer les fichiers de structure
des ligands. Pour cela la construction du ligand peut-étre effectuée a partir de données
cristallographiques, ou de novo, par exemple avec le logidiel Avogadro.®” On peut ainsi construire de
qguelconques ligands et en effectuer une minimisation en énergie initiale. A partir des coordonnées
créées, la paramétrisation du ligand est nécessaire pour|’obtention des parametres compatibles avec
ceux du champ de force d’AMBER. Une approche dassique est I’'usage du champ de force généralisé
d’AMBER appelé GAFF (Generalized AMBER Force Field). Pour cela on utilise la suite doutils

Antechamber

qui va permettre d'identifier les atomes et liaisons du ligand, d’ajouter les
hydrogénes et de créer le fichier de charges électriques partielles associé (.prepi). L'utilitaire
« parmchk » permet ensuite de vérifier si tous les parametres requis sont disponibles, et va produire
un fichier avec les éventuels paramétres de champ de force manquants associés a GAFF. Le ligand
(éventuellement dupliqué en plusieurs entités si besoin de définir une concentration plus élevée) est

ensuite disposé par rapport a la protéine pour définir le systeme a solvater.

- Solvatation et addition d’ions dans le systéme

La solvatation du systéme nécessite le choix du modele de description de I'eau (TIP3P ici) et
des ions monovalents (Na* et CI).” Dans Antechamber, I’étape de solvatation et d’ionisation du
systéme est effectuée par le programme « tleap ». On contréle aussi la définition de la boite d’eau
périodique, les sels et leurs concentrations pour obtenir la neutralité électrique globale. Une

vérification de la charge globale et du nombre d’ions Na“ et CI & ajouter pour obtenir un systtme
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électriguement neutre est réalisée par des scripts du logiciel VMD. Afin de mimer une solution de
hPRDX5 a 150 mM NaCl qui sera proche des conditions expérimentales en RMN et en cinétique
enzymatique, on ajoute typiquement 55000 molécules d’eau, 48 ions Na' et 46 ions ClI” (pour
neutraliser la charge globale de -2 de hPRDX5) dans une cellule d’eau de dimension d’environ 83 x 83

x 95 A avec |a protéine centrée (Figure 41).

CAT

Figure 41. Visualisation du systeme hPRDX5-Catechol utilisé en MD et FM, apreés les étapes de solvatation et
d’ajout des sels.

Structure de hPRDX5 visualisée avec VMD (cyan), les molécules d’eau en points fins, les ions Na* et O sous
forme de spheéres de van der Waals (violet et vert respectivement) et le ligand CAT et la cystéine catalytique
Cys47 sous forme de batons.
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I. 1. 1 Processus d’équilibration

Avant d’initier une production de MD, il est indispensable d’effectuer une
étape d’équilibration du systeme. En effet, comme les molécules d’eau sont disposées de facon
géométrique réguliere et les ions de facon équirépartie, il est essentiel d’amener le systeme a un
point sans conflit énergétique infini. Le protocole choisi est le méme que celui utilisé pour
I’équilibration de systemes membranaires plus complexes. Colteux en calcul (1a 2 h sur 1 GPU), il a
été choisi en vue de laisser le temps a I'eau de diffuser dans la protéine lorsque le modéele initial ne
comportait pas d’eau, et fit ensuite choisi comme standard opératoire. Le principe général consiste a
contraindre spatialement les atomes lourds de la protéine et de laisser I'eau, les sels, et les
hydrogénes de la protéine s’adapter progressivement, dans un processus de recuit simulé ou les

contraintes spatiales sont reldchées par étapes avant d’étre réimposées (voir partie 1.1 du chapitre

).

Au cours de I'équilibration, on suit I'évolution de différents parametres: la pression du systeme (bar),
sa pression moyenne au cours du temps (bar), sa température (K), etla force de contrainte appliquée

aux atomes lourds (kcal.mol™.A™) (Figure 42).

NVT NPT1 NPT2
400 T T T T T T

300

200

100

-100

-200

-300

Relaxation Equilibration
L I

0 0.2e+06 0.4e+06 0.6e+06 0.8e+06 1e+06 1.2e+06

Evolution des contraintes appliquées au systéme au cours du temps
Evolution de la température du systéme au cours du temps
Evolution de la pression du systéeme au cours du temps

Evolution de la pression moyenne du systeme au cours du temps

-400

Figure 42. Graphique représentant I'évolution des différents parameétres indiqués du systéme en fonction du
temps, durant I’étape d’équilibration d’un systeme hPRDX5 en solvant explicite (TIP3P) étudié par MD.
Le systéme est laissé a relaxer durant les périodes NVT et NPT1, et est équilibré durantla période NPT2.
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Il estimportant de vérifier que la pression moyenne du systeme avoisine 1 bar et que sa température
soit stable au cours du temps (fixée ici a 300K). A la fin du processus, le systéme est en principe prét

pour initier un calcul de MD.

I. 1. 2 Lancement d’'une dynamique non biaisée

La seconde phase préalable d’un projet de MD est d’étudier I'évolution du systeme au cours
d’une trajectoire de dynamique prolongée sans contraintes (typiquement d’une durée de 100 a 500
ns lorsque I'on dispose de GPU). Cette étape peut étre effectuée avec ou sans ligand. En présence de
ligand elle peut aussi représenter une premiere analyse de l'interaction PL si on y observe la
formation d’un complexe ou sa dissociation, et permettre la détermination des variables collectives a
utiliser pour suivre le phénomene en métadynamique. Des simulations de type NVT sans contraintes

sont typiquement effectuées en utilisant les protocoles définis en chapitre I (1.2 p.78).

Un de nos protocoles préalable est celui ou la protéine est en présence de 6 ligands distants autour
de la protéine pour une concentration totale de 6 mM environ dans la boite d’eau modélisée.
Certains de ces calculs ont méme été effectués en présence du DTT oxydé dans le site récepteur, afin
de voir si les ligands pouvaient entrer en compétition avec. Des calculs de 500 ns ont été effectués
pour I’analyse des évenements de liaison et de dissociation des ligands avec la protéine (voir en

partie 1.2.1 de ce chapitre).

I. 1. 3 Mise en place d’un calcul de FM

Une fois que la simulation NVT a montré une possible liaison du ligand au site récepteur de
I’enzyme, la mise en place de la FM est possible. Pour cedi, il faut dans un premier temps calculer le
potentiel externe en forme d’entonnoir utilisé, et définir les variables collectives (CV) a utiliser dans

un protocole utilisant le plugin PLUMED (version 1.3).%

- Paramétrage du potentiel en entonnoir

Le potentiel en forme d’entonnoir est calculé selon un référentiel fixe dans I'espace qui sera
appelé dans le protocole PLUMED. Le calcul de ce potentiel est réalisé par un shell script selon V.
Limongelli et coll..”* Lors des premiéres simulations, 'axe Z du potentiel avait pour origine I’atome de
soufre de la cystéine catalytique SG Cys47, et était orienté en passant par |’un des atomes lourds du
ligand défini pour chaque simulation (Figure 43). Cette orientation dépendait donc de la position

initiale du ligand a chaque simulation.
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Figure 43. Paramétrage du potentiel de contrainte spatiale du ligand utilisé en FM.

Visualisation du potentiel appliqué au niveau du site actif du dimere de hPRDX5 en présence d’un ligand
catechol. Le thiolate de la cystéine catalytique SG Cys47 est représenté par une sphére jaune sur les deux
chaines de I’homodimere. Les atomes Ca des résidus Gly6, Gly31 et Lys65 sont représentés par des spheres
rouges, et sont utilisés comme contraintes de position pourinhiber la diffusion globale de la protéine. La partie
cylindrique du potentiel est orientée selon I’axe Z avec un rayon de 1 A, en passant par SG Cys47 et I’'un des
atomes de carbone du cycle aromatique du ligand. Le potentiel posséde un mur initialement situé a 35 A sur
I’axe Z. B) Schéma montrant la normalisation de I'orientation du potentiel en entonnoir utilisé avec 'axe Z
passant par SG Cys72 et SG Cys47.

Page | 106



Afin d’avoir toujours la méme orientation, nous avons choisi de définir comme origine de I'axe Z
I’atome de soufre de la cystéine 72 (SG Cys72) présent dans les feuillets B de la protéine, et
d’orienter cet axe en passant par I’atome de SG Cys47, situé a environ 10 A de l'origine. Les
paramétres utilisés, représentés en Figure 42, sont: le rayon du potentiel cylindrique R, = 1A ; la
distance sur I’axe Z 3 laquelle le potentiel change de forme Zcc = 28 A ; I’angle formé par le potentiel
en forme de cone a = 0.55 rad ; les paramétres de progression min_S = 82 et max_S = 45A ; et les

parametres de distance min_Z =0et max_Z =R, +tan a * (Zcc - min_S).

- Définition des variables collectives (CV)

Comme présenté en partie d’introduction, les CV doivent permettre de pouvoir décrire le
systeme simulé, et de distinguer les différentes conformations liées du ligand. De maniere générale,
2 ou 3 CV sont suivies au cours d’un calcul de métadynamique grace au plugin PLUMED. ** Le biais a
été appliqué sur CV1 (la distance entre le ligand et la protéine a l'intérieur du potentiel suivant I'axe
Z), tandis que CV2 (la distance du ligand par rapport a ce méme axe Z) et CV3 (I’angle diédre SG-O,-
C,-C,formé par I'atome SG de Cys47, un des deux atomes d’oxygene du ligand, et les deux atomes de

carbone voisins) ont été suivies au cours du temps de simulation.

Cependant, nous nous sommes rendu compte que le suivi des torsions diédres SG-0,-C;-C, ne
permettait pas de discriminer les différentes conformations de liaison du complexe PL. Nous avons
donc modifié CV3 en choisissant de suivre plutét la valeur de I’angle SG-O,-Og formé par I'atome SG
de Cys47 et les deux atomes d’oxygene du ligand (O, et Og) (Figure 44). Cette nouvelle définition
permet de pouvoir corréler les conformations de liaison en fonction du nombre de liaisons
hydrogénes formées entre le ligand et Cys47 puisqu’elle permet d’avoir des informations sur les deux

atomes d’oxygene.

C Op
<c” M. O
| S—R S—R
=
1° O
: y
Angle diedre Angle

Figure 44. Définition de la variable collective CV3 suivie en FM.
CV3 est définie sous forme de torsion SG-Oa-C;-C,, puis ensuite sous forme d’angle SG-Oa-Og, pour la
caractérisation du systeme protéine ligand. R = Cys47
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I.2. Détermination de I'affinité protéine-ligand par FM

L’avantage considérable de la FM est a la fois I'exploration des évenements de liaison et de
dissociation du complexe PL, mais aussi I'obtention de I'affinité convergée grace a la répétition de ces

évenements. Nous allons décrire ci-dessous les différentes étapes qui ménent a ce résultat.

I. 2.1 Dynamique non biaisée NVT

Le catéchol, découvert initialement comme hit se liant au site actif de hPRDX5 par criblage
RMN,’" nous a permis de testerla simulation de dynamique, et de vérifier qu’effectivement un ligand
(au moins) allait se lier spontanément (sans biais) al’'une des deux cystéines catalytiques des sous-
unités A et B de I'homodimére de hPRDX5. Une simulation de 500 ns de dynamique NVT sans
contraintes a été complétée. Six catéchols et une molécule de DTT ont été mis en compétition,

nommeés id BRG, CRG, DRG, ERG, FRG et GRG (Figure 45).

La Figure 44 montre que la molécule de DTT se détache de la protéine apres environ 100 ns de
simulation (fleche violette). En tout, 3 événements de liaison (de courte durée) seulement sont
enregistrés sur I’ensemble des 6 ligands (fleches bleues), en prenant en compte les 2 sites actifs de
I’/homodimére de hPRDX5. Durant cette période de liaison du ligand a hPRDXS5, le ligand se lie
principalement par une seule liaison hydrogene, formant un angle SG-0,-Oz de 180° entre SG de
Cys47 et les deux atomes d’oxygene du ligand concerné. Cependant, il a aussi été observé que le
ligand peut faire une deuxieme liaison hydrogene grace au second groupe hydroxyle du catéchol, et
ainsi se lier a Cys47 avec un angle SG-0,-O; de 60° cette fois comme visible en Figure 45, a 30 ns sur
le graphique représentant le ligand BRG. Ce changement de conformation peut se faire in situ (sans
avoir a repasser par la forme libre) car le ligand revient ensuite a une conformation de liaison avec

une seule liaison hydrogene.

De la méme maniére, en tout début de simulation le ligand GRG se lie a Cys47 (chaine B) d’abord par
une seule liaison hydrogene, puis deux, et enfin revient a la conformation liée par simple liaison H

avant de se détacher.

Les autres ligands diffusent librement dans le solvant, et on peut distinguer des interactions de
surface avec hPRDX5 comme par exemple les ligands BRG et FRG durant une période non

négligeable.
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Figure 45. Dynamique NVT de hPRDX5 complexée au DTT oxydé en présence de 6 catéchols.

100 200 300 400 500

Simulation time (ns)

400 500

Tracé des distances entre I'atome d’oxygéne Og de chacun des 6 CAT (hommés BRG, CRG, DRG, ERG, FRG et
GRG) et I'atome de soufre SG des 2 cystéines catalytiques des sites actifs des chaines A et B (A). Les fleches

bleues indiquent un événement de liaison et la fleche violette indique la dissociation du DTT.
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Par cette simulation, nous avons pu réaliser que le CAT allait effectivement se lier spontanément a la
cystéine, selon deux modes de liaison représentés en Figure 46. Le premier mode de liaison est
comparable a celui observé en cristallographie aux rayons X dans les structures de hPRDX5 en
présence de ligand tel que le DTT oxydé dans le site actif.'® La seconde conformation avec une
double liaison hydrogéne formant un angle SG-O,-0; de 60° n’a par contre jamais été observée de
maniére expérimentale. Selon une étude théorique de I’oxydation des thiols par H,0, effectuée en
2005, cette conformation pourrait mimer le complexe enzyme-substrat stabilisé grace a un
changement conformationel permettant la liaison des deux groupements hydroxyles, avant de réagir

avec le groupement thiolate.'

A B
OgH
Oa
| Op B
H | |
: H H
S- S-
Cc47 C47

Figure 46. Les deux modes de liaison du catéchol observés en dynamique NVT avec hPRDX5.

A) Angle SG-0,-Og de 180°, qui refléte une conformation alignée a 1 liaison H avec SG Cys47 B) Angle SG-04-Og
de 60 % qui reflete une conformation doublement liée a SG Cys47 par liaisons H.

Dans le cas du ligand 4MEC, le DTT se dissocie du site catalytique apres seulement 10 ns de
simulation, et un des 6 ligands vient rapidement prendre sa place dans la cavité laissée libre. Il se
positionne en liaison H avec le thiolate de la cystéine de la chaine A (a environ 40 ns). Ce ligand va
rester en liaison durant 260 ns, se dissocier rapidement avant de se lier de nouveau mais de maniére

bréve pourfinalement se dissocier de maniere définitive et retourner diffuser dans le solvant.

Ces évenements de liaison et de dissociation ont un caractére aléatoire. Au niveau des 5 autres
ligands simulés, plusieurs événements de liaison sont visibles, dans chacun des deux sites (4
évenements dans le site actif de la chaine B, et un autre évenement dans la chaine A). En tout, 6
évenements de liaison sont comptabilisés, au cours desquels on distingue deux types de
conformations liées (Figure 47). La premiére, majoritaire en termes de présence comme dans le cas

de CAT, est la conformation ou le ligand est lié par I’'un des hydroxyles a la cystéine catalytique parle
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biais d’'une liaison hydrogene (angle SG-O,-Oy de 180°). La deuxiéme conformation observée lie le
ligand a la cystéine par le biais de deux liaisons hydrogenes formées par les hydroxyles, formant alors
un angle SG-0,-Og de 60° environ comme observé précédemment dans le cas du CAT. Nous avons de

plus observé que ces deux conformations pouvaient s’inter-convertir sans avoir a se dissocier.

A B i
H,C \©[0 B
TA
0g 0
H | It
. H H
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Figure 47. Analyse de la trajectoire NVT de hPRDX5 complexé au DTT oxydé en présence de 6 ligands 4-

methylcatéchol au cours de la dynamique NVT.

A) Apercgu de la trajectoire d’un des 6 ligands 4-methylcatéchol (4MEC) au cours de la dynamique NVT (de
rouge vers bleu). B) Distances (&) entre I’'atome SG de Cys47 (chaine A) et les atomes d’oxygéne O, et Ogd’une
molécule de 4MEC. Evenements de liaison signalés par une fleche rouge.

I. 2. 2 Funnel-métadynamique (FM)

Les interactions de CAT et de 4MEC avec hPRDX5 ont ensuite été étudiées par des
simulations de FM de 500 ns. Dans ce protocole, un seul CAT et un seul 4MEC sont utilisés, et
disposés au sein du potentiel externe en entonnoir. Pour chacun des ligands, plusieurs évenements

de liaison ont été observés (entre 8 et 10).

La statistique des différentes variables collectives suivies au cours de la simulation a été collectée, et

peut étre visualisée sur la Figure 48.
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Figure 48. Evolution des différentes variables collectives au cours du temps de simulation FM des systemes
CAT-hPRDX5 (haut) et AMEC-hPRDX5 (bas).

CV1 (distance surl’axe Z) représentée en rouge, CV2 (distance par rapport a I’axe Z) en vert, CV3 (angle SG-O,-
Og) en bleu, etle dépot du potentiel de HILLS (biais) en rose. La distance du centre de masse du ligand sur I’axe
Z dans le cas de CAT est compris entre 0 et 35 A, tandis qu’elle varie entre 10 et 45 A dans le cas du 4MEC car la
définition de I'origine de I’axe Z du potentiel en entonnoir a été modifiée comme expliqué au début de ce
chapitre.

CV1 représente la distance du centre de masse du ligand sur I'axe Z, CV2 la distance par rapport a ce
méme axe et CV3 représente la valeur de I’angle SG-O,-O; formé. Le biais appliqué au systéme sous
forme de potentiels de HILLS est aussi visible sur ce graphique. On voit que la valeur de I’angle formé
entre SG Cys47 et les deux oxygénes du ligand O, et Og reste stable durant les périodes de liaison
(Figure 48). Cependant, il y a de brusques modifications de cet angle durant les périodes de liaison,
représentant le changement de conformation du ligand en liaison avec la cystéine, observé
précédemment en dynamique NVT. Cet angle de 180° dans le cas de la liaison hydroge ne d’un seul

groupe hydroxyle a SG Cys47, passera instantanément a 60° si le deuxiéme groupe hydroxyle vient se
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lier a son tour. Une transition vers le second mode de liaison impliquant les deux hydroxyles se
produit dans le cas du CAT a 220 ns de simulation et dans le cas du 4MEC a 440 ns de simulation,

avec retour rapide a la conformation liée par simple liaison H.

Il est possible de représenter le potentiel de force moyen (PMF) W(Z) du systeme en utilisant la
valeur du potentiel de biais en fonction d’une ou plusieurs CVs, au cours du temps de simulation, a
I’aide d’un algorithme de repondération (V. Limongelli).”” Il est donc possible de visualiser par
exemple le PMF du systeme en fonction de la distance du centre de masse duligand sur|’axe Z (CV1)
(Figure 49). Le minimum énergétique correspond a la formation du complexe PL, et le plateau avec
I’énergie maximum correspond a I’état libre. Il est aussi possible de reconstruire des cartes du PMF
en le représentanten fonction de 2 CV (FES pour Free Energy Surface), ce qui permet une description
plus complete de I'interaction. La Figure 48 représente les FES des systémes CAT-hPRDX5 et 4MEC-
hPRDXS5 en fonction de CV1 et CV2. On voit que la totalité (ou quasi totalité pour 4MEC) de I'espace

conformationnel disponible est échantillonné a l'intérieur du potentiel en entonnoir.
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Figure 49. Courbes W(Z)=f(CV1) et surfaces W(2)=f(CV1,CV2) des complexes hPRDX5-CAT et hPRDX5-4 MEC
étudiés par FM.
Valeur du potentiel W(Z) en kcal/mol en fonction de CV1 (distance sur I’axe Z) ou de CV1 et CV2 (distance par

rapportal’axe Z). W(Z) représenté sur les surfaces avec des courbes de niveau d’intervalle 1kcal, et une surface
de couleur allant du noir (énergie la plus basse) aujaune (énergie la plus haute).
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Si I'on considere la courbe de PMF en fonction de CV1, on remarque que la différence d’énergie
entre I'état libre dans le solvant et I'état lié (minimum énergétique) est plus importante d’ 1 kcal dans
le cas du 4MEC (7 kcal.mol™) que pour le CAT (6 kcal.mol™). Les FES étant uniquement construites en
fonction de CV1 et CV2, on remarque qu’il est impossible de différencier dans ce cas les 2
conformations de liaison observées en dynamique NVT, qui ne different que par la valeur de I’angle
SG-04-0g. Pour les deux ligands un seul bassin d’interaction comprend donc les 2 conformations de
liaison. C’est pour cette raison que nous avons aussi suivi I’angle SG-0,-Og au cours de la simulation

(voir plus loin Figure 52).

La convergence de I'énergie a été suivie par la valeur de dépot du biais au cours de la simulation
(Figure 50), et confirmée par le tracé de I’énergie AG®, en fonction du temps, calculée a partir de

I’équation 26 présentée en chapitre d’introduction selon V. Limongelli (Figure 51).
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Figure 50. Dépot du potentiel de biais HILLS au cours du temps de simulation.
Graphique obtenu dans le cas du ligand CAT. Dép6t du potentiel de biais durant 500 ns de simulation FM :
dépot nul, signifiant que I’énergie est convergée

La différence d’énergie du systéme qui oscille entre un état libre et lié a ét¢ moyennée (moyenne
pondérée) en fonction du temps, et calculée sur les 100 demieres nanosecondes de simulation, ou
on est a la convergence. Le résultat est exprimé avec la fluctuation associée de cette énergie en fin

de simulation, sur cette méme période de temps et le K, calculé selon I'équation 5 (p.8).
CAT AG%=-3.14+ 0.2 kcal.mol™ Kr=6.11£1.8 mM

4MEC AG°,=- 4.2 + 0.3 kcal.mol™ Kp=0.9£0.4 mM
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Figure 51. Evolution de I’énergie libre de liaison (kcal.mol'1) au cours des 500 ns de simulation FM pour les
systéemes CAT-hPRDX5 et 4MEC-hPRDX5.

L'énergie libre de liaison (AG°) est représentée en trait plein, et I’énergie libre moyenne pondérée au cours du
temps en pointill é. Catéchol en bleu, et 4-méthylcatéchol en rouge.

I. 2. 3 Vue détaillée de I'interaction protéine-ligand par FM

Nous avons vu que la dynamique NVT indique que lorsque le ligand occupe le site actif, deux
conformations de liaison sont en échange (angle SG-0,-O; de 60° et de 180° entre SG Cys47 et les
atomes d’oxygene du ligand) (voir Figure 46). En cartographiant I'énergie potentielle des systemes
hPRDX5-CAT et hPRDX5-4MEC en fonction de CV1 et CV2 (Figure 49) on ne peut discriminer ces
conformations. Mais si on cartographie I’énergie libre en fonction de I'angle SG-0,-Os, il est alors
possible a travers la surface d’énergie libre (FES) obtenue de différencier les deux bassins
d’interaction A et B, et d’évaluer la stabilité de leur état lié par rapport a leur différence en énergie
avec |’état libre (Figure 52). Le conformere A observé est comparable aux conformations décrites par

cristallographie dans le cas d’autres ligands comme le benzoate, ou bien le DTT oxydé."*®

Dans le cas du CAT, chaque bassin va correspondre a une conformation du fait de la symétrie
présente dans cette molécule. Pour un angle SG-0,-O; de 0° (ou 180°), les 3 atomes seront alignés et
I'interaction se fera par simple liaison hydrogene (bassin A) entre I'un des 2 oxygenes du ligand, et SG
Cys47 (Figure 52). Le bassin visible autour de 120° correspond lui aussi a une liaison hydrogene
simple, mais avec une orientation différente du noyau aromatique. Pour un angle SG-0,-Og de 60°,
les deux groupes hydroxyles sont en liaison H avec le thiolate, comme vu précédemment en
dynamique NVT (Figure 46). L'énergie des 2 bassins est équivalente. Dans le cas du 4MEC par contre,
il n’est pas possible de relier les bassins A et B a une seule conformation car la molécule ne posséde
pas d’axe de symétrie.'®® Pour chaque angle donné, 2 conformations sont possibles selon

I’orientation du groupement méthyle (Figure 52).
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Figure 52. Etude détaillée de l'interaction de CAT et 4MEC ave c hPRDX5 par FM.

Cartographie de I’énergie libre du complexe PL en fonction des variables collectives 1 (distance surl’axez) et3
(angle SG-04-0g). Contours iso-énergétiques toutes les 0.5 kcal du minimum jusque 5 kcal.mol ™.

Ces 4 conformations possibles sont celles que I’on retrouve en effectuant le clustering géométrique
de I’ensemble de la trajectoire, a I’aide du logiciel de visualisation de dynamique moléculaire VMD
avec une valeur seuil de 2 A (Figure 53). Les deux conformations majoritaires sont les conformations
B et C avec le groupement méthyle orienté vers 'intérieur de la cavité du site actif, les états A et D
appartenant respectivement aux bassins A et B, étant des conformations que |’on retrouve mais de
maniére minoritaire. Ces modes de liaison sont en accord avec les résultats publiés en 2014 dans

lesquels les ligands CAT et 4AMEC sont étudiés par cristallographie en interaction avec hPRDX5. '

Figure 53. Clustering géométrique des complexes hPRDX5-4 MEC obtenus par FM.

Visualisation des 4 conformations identifiées avec un cutoff de distance de 2A, correspondant aux 2 bassins
d’interaction A et B visibles en Figure 47. Cys47 représentée en jaune.
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Dans le cristal, c’est la conformation ou le ligand est en simple liaison H avec SG de Cys47 qui est
observée, correspondant au bassin A des FES. De plus dans le cas du systtme hPRDX5-4MEC, le
groupement méthyle est orienté vers I’hélice hydrophobe Leul16 - Phe120, ce que l'on retrouve

dans 3 des 4 clusters identifiés par FM (Figure 53).

I. 3. Corrélation de I'affinité calculée par FM et déterminée par RMN

Nous avons décidé d'étudier par RMN [’affinité des systtemes hPRDX5-catéchols afin de
valider expérimentalement les résultats d'affinité obtenus par dynamique. Nous avons vu

précédemment que la RMN est une méthode trés adaptée pour la détermination de I’affinité.

I. 3.1 Détermination de I'affinité protéine-ligand par RMN

Pour déterminer expérimentalement I’affinité de CAT et 4MEC pour la forme réduite de
hPRDX5 et corréler avec les résultats d’affinité obtenus par FM, nous avons utilisé des expériences
N-"H HSQC. Nous avons mesuré les perturbations de déplacement chimique (CSP) induites par CAT
et 4MEC en fonction de leur concentration, sur les acides aminés de hPRDX5. Le DTT qui est souvent
utilisé comme agent réducteur de ponts disulfures de protéines n’a pas été utilisé ici car sa forme
oxydée mentionnée précédemment comme ligand cristallographique est a priori susceptible

d’induire une compétition avec les ligands.'®

Nous avons donc préféré utiliser un réducteur de
disulfures non apparenté au DTT : le TCEP, qui n’induit aucune variation de déplacement chimique
détectable lorsqu’il est utilisé seul avec hPRDX5, indice apparent de non-affinité du réducteur ou de

son produit d’oxydation pour hPRDX5.

Lorsque I’on expose la protéine N-hPRDX5 & des concentrations croissantes de ligand, on observe
des CSPs sélectives de certains signaux RMN. L’attribution de ces signaux étant par ailleurs disponible
au laboratoire (l. Krimm, non publié), nous pouvons non seulement déterminer |’affinité apparente
des ligands pour hPRDX5, mais aussi avoir une connaissance des acides aminés affectés. Pour chaque
concentration en ligand, un spectre HSQC a été enregistré et la variation de déplacement chimique
calculée par rapport au spectre de la protéine seule. Les acides aminés présentant les CSPs les plus
significatives ont été retenus pour I'analyse. Les CSPs sont analysées en fonction du rapport des
concentrations en ligand par rapport a la concentration en protéine ([L]/[P]). La valeur du K, est
déterminée par régression non linéaire sous Matlab (chapitre Il p.95) (O. Walker)."”® Les ligands
étant apportés en utilisant une solution concentrée dans le DMSO, nous avons Vérifié
expérimentalement que la présence de DMSO n’avait pas d’influence significative sur le déplacement

chimique des signaux de la protéine jusqu’a un seuil de 10% v/v (Figure 54). La protéine n’a subi
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aucune dénaturation ou modification conformationnelle aprés ajout de 10% de DMSO. Pour

I’ensemble de I’étude, la quantité de DMSO maximale introduite ne dépasse pas 8%.

Dans le cas du CAT, la titration a été effectuée jusqu’a atteindre un ratio [L]/[P] de 25, correspondant
a une concentration maximale en catéchol de 10 mM pour [P], = 400 uM. Les spectres ont été
superposés afin de visualiser les perturbations de déplacement chimique induites par le ligand sur les
signaux de hPRDX5, qui ont ensuite été mesurées graphiqguement (Figure 54). L'affinité est ensuite
déterminée comme la moyenne des valeurs des K, obtenus pour les 9 acides aminés présentant les
CSP les plus significatives (Figures 55 et 56) : Ala42, Thr44, Gly46, Cys47, Leull6, Serlls, lle119,
Gly121, Thrl147. Ces acides aminés sont situés dans I'environnement direct de Cys47 (acides aminés
42 a 46), mais aussi dans I’hélice Leul16 - Phel120 qui borde le site actif. L'affinité pour le CAT
correspond a un K, = 4.5 + 0.6 mM incluant une erreur sur les concentrations fixée arbitrairement a
20%, et le AG®, est calculé par conversion (équation 5). En utilisant les régles de propagation de

I’erreur, on obtient une énergie libre standard de liaison de AG°,=-3.2+ 0.1 kcal.mol ™.

Dans le cas du 4MEC, la concentration maximale en ligand est d’environ 2 mM, soit un rapport de
concentration final en [L]/[P] de 6 avec [P], = 400 uM. Au-del3, la limite de solubilité du ligand est
atteinte, menant a une agrégation du ligand. Ce plus faible ratio a tout de méme permis d’atteindre
le début de la saturation de la protéine, et de déterminer une affinité de K,=1.0%+ 0.2 mM soit AG°,=
- 4.1+ 0.1 kcal.mol™."® Ce résultat tient compte des 6 acides aminés suivants : Ala42, Thrd4, Ser4s§,
Thr50, lle119 et Gly121, les seuls présentant une perturbation de déplacement chimique considérée
comme significative (Figure 56). Il est probable que le nombre d’acides aminés présentant des CSPs
non négligeables soit plus faible non pas parce que l'interaction est moins forte, mais parce que la
concentration finale en 4MEC est encore un peu faible et certains acides aminés qui subissent
I'interaction n’ont pas atteint la saturation, leur CSP est donc trop faible pour étre prise en compte

dans le cas présent.
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Notons que les valeurs de K, obtenues corréelent avec la valeur de K, précédemment publiée par le
laboratoire.”" En effet, il avait été déterminé pour CAT un K, de 3.3 + 0.5 mM avec hPRDX5, par une

technique de RMN différente (STD voir paragraphe suivant).

CSP (ppm)

CATECHOL 4-METHYLCATECHOL
025 Kp=4.5+0.6 mM — Kp=1.0+£0.2mM
0204
. A42
* T44 Py
* G46 *
& otr 0.15 o T44
e L116 3. =N ® 548
¢ S118 o T50
e 1119 0.104 e ¢ 119
e G121 * * G121
* T147 ; Y
*
0.054] L# m——
. *
0.00 . | T 7 T T 1
4 : 0 1 2 3 4 5 6 7
[ligand)/[protein] [ligand)/[protein]

Figure 56. Courbes isothermes représentant la quantité de CSP induite par CAT et 4MEC sur les signaux 'H-
>N de hPRDX5 2 28°C et pH=7.4 dans un tampon PBS.

CSP (ppm) induite sur hPRDX5 par les ligands CAT et 4MEC en fonction de la quantité de ligand ajoutée
exprimée en tant que rapport [L]/[P], pour les acides aminés indiqués par leur place dans la séquence de la
protéine. Concentration en protéine de 400 uM.

I. 3. 2 Etude des modes de liaison

A ce stade, il est intéressant d’étudier aussi I’affinité par une autre méthode couramment
utilisée : la différence de transfert de saturation (STD). L'expérience STD permet d'évaluer la
différence de saturation transférée depuis la protéine vers les différents protons du ligand. En
principe cette saturation peut-étre transférée différemment aux protons du ligand en fonction des

conformations du complexe PL.

Dans le cas de CAT, la symétrie axiale du ligand ne permet pas de différencier le proton H; du proton
Hs ni le proton H, du proton Hs qui ont des déplacements chimiques équivalents deux a deux (Figure
57). La titration effectuée par STD a donné lieu a une implication équivalente de ces deux groupes de
protons tandis que pour le 4MEC, nous avons une différenciation des protons H;, Hs et Hs. Le proton
H; est le plus saturé (fs;p = 100%) tandis que les protons Hs et Hg dont le facteur STD maximal est
autour de 60% ont subi un transfert saturation moinsimportant (Figure 57). Ces résultats pourraient-
ils laisser présager un mode de liaison prédominant ? Une cartographie d’'épitopes effectuée par STD

et publiée durant ce travail en 2014 montre une implication différente des protons aromatiques du
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AMEC avec hPRDX5, ol les protons Hs et Hg subissent la plus grande saturation.™ Or ces résultats

s’appuient sur l'analyse d’une seule expérience effectuée en présence de 600 UM de ligand, et de

DTT (1 mM). Comme nous avons vu que le DTT oxydé avait potentiellement la possibilité de se lier

dans le site actif de hPRDX5, cela peut conduire a des disparités en terme d’affinité, mais aussi en

terme de modes de liaison si le DTT est présent dans I’environnement de Cys47. Notons aussi que les

affinités déduites different sensiblement d’un facteur 3 dans ce travai
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Figure 57. Cartographies d’épitopes obtenues par RMN STD pour les ligands CAT et 4MEC en interaction avec

hPRDX5, a 28°C dans du tampon PBS, enregistré a 600 MHz.

Résultats des expériences par titration STD pour les ligands CAT (haut) et 4MEC (bas). Valeur de fs;p normalisée,
tracée en fonction de la concentration en ligand (mM). Point expérimentaux mis en corrélation avec la courbe
théorique (trait plein) obtenue par une équation du type hyperbole.
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Si I’'on compare maintenant ces résultats aux clusters conformationnels obtenus en FM, on peut
rapprocher les conformations observées par transfert de saturation. Pour le CAT, nous avons vu par
STD que l'implication des protons était équivalente, que ce soit par RMN ou par dynamique
moléculaire. Dans le cas du 4MEC, les clusters donnent les 4 conformations discutées précédemment
(Figure 52). Plus précisément, il y a une forte prédominance de la conformation B ou le ligand se lie a
SG Cys47 par le biais de 2 liaisons hydrogenes, avec le proton H; orienté vers l'intérieur du site actif
tandis que les protons Hs et Hg sont orientés vers le solvant. Au total, les conformations B et C ou H;
possede cette méme orientation correspondent a plus de 60% des conformations de liaison, contre a

peine 40% pour les conformations Aet D.'®

Nous pouvons donc condure que ces résultats corrélent avec ceux obtenus par les expériences STD,

en sachant qu’en RMN ce sontla moyenne des différentes conformations qui sont observées.

I. 3. 3 Origines de la différence d’affinité entre CAT et 4MEC

La base de l'interaction des ligands catéchols avec hPRDX5 se trouve dans la possibilité de
former différentes liaisons H entre les groupes hydroxyles du ligand et le thiolate de Cys47. En effet
nous avons vu précédemment que le pKa de la chaine latérale de la cystéine qui est théoriquement
de 8.3, est abaissé autour de 5-6 dans le cas des PRDXs d( au résidu arginine présent dans
I’environnement de la Cp. Ainsi, plus de 90% de la cystéine catalytique se trouve sous forme thiolate
a pH 7 (Hall et al. et références citées).'” Dans le cas de 4MEC, les interactions de vdW sont
renforcées grace a des interactions hydrophobes latérales avec les acides aminés Leul16, lle119 et
Phe120 de la chaine A et Phe79 de la chaine B, qui ont peut-étre une conséquence sur I’amélioration
de I'affinité.

Afin de comparer les CSPs induites par chacun des deux ligands sur hPRDX5, nous avons effectué des
spectres ">N-HSQC de hPRDX5 en présence d’un ratio [L]/[P] correspondant a 2 K, pour chacun des
deux ligands considérés, équivalent a environ 67% de la saturation totale. En représentant ces CSPs
sur un histogramme empilé, nous pouvons voir que malgré une meilleure affinité, le 4AMEC n’induit
pas nécessairement une perturbation plus importante des déplacements chimiques des résidus de la
protéine (Figure 58). La perturbation globale est certes améliorée car plus d’acides aminés sont
impactés par l'interaction PL, d'ou une affinité apparente plus importante. Cependant, comme
montré en Figure 56, les acides aminés principalement impliqués dans I'interaction subissent une

perturbation moins importante que dans le cas du CAT.

De fagon hypothétique, on pourrait y voir une corrélation avec les résultats de FM. En effet nous
avions vu que le 4MEC pouvait étre échantillonné en 4 conformations de liaison différentes (Figure

53), contre 2 seulement pour le CAT.
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Cela se traduit par une affinitt moyenne plus importante mais qui semble moins sélective en
conformation, résultat d’'un moyennage plus important des CSP, reflet de la moyenne de toutes les

conformations en échange rapide a I'échelle de temps du déplacement chimique RMN.

I. 3.4 Comparaison des affinités calculées et expérimentales

L'intérét principal d’étudier 'interaction de CAT et 4MEC avec hPRDX5 qui sont deux ligands
possédant une affinité connue moyenne pour hPRDX5 était d’établir une corrélation entre les
résultats obtenus par FM et ceux obtenus expérimentalement par RMN en solution. Le Tableau 6 ci-
dessous reprend les valeurs d’affinité calculées par simulation puis celles déterminées par RMN. Si
I’on compare les résultats d’affinité obtenus pour chacun des deux ligands, en termes d’énergie libre
absolue de liaison ou de constante de dissociation, on peut voir que les valeurs expérimentales sont

. . , N . x 183
identiques aux valeurs calculées, a la fluctuation moyenne prées.

Tableau 6. Affinités déterminées pour les ligands CAT et 4MEC pour hPRDX5 par FM et RMN.
Bilan des affinités calculées par FM et RMN en solution pour les complexes hPRDX5 -CAT et hPRDX5-4MEC.

CAT 4MEC
AG°, FM -3.1£0.2 -4.2+0.3
(kcal.mol™) RMN -3.2+ 0.1 -4.2+0.1
Ko FM 6.1+1.8 0.9+0.4
(mM) RMN 4.5+0.6 1.0+ 0.2

Ces résultats étant, plusieurs approximations sont effectuées entre FM et RMN, qui pourraient tout
de méme mener a des écarts avec la réalité. Tout d’abord de la présence de DMSO et d'agent
réducteur (TCEP) dans les expériences RMN ne sont pas prises en compte dans les calculs effectués
par FM. Nous avons cependant vu que ni I’'un ni I’autre n’avaient d’influence en RMN. Il existe aussi
les approximations des champ de forces utilisés en FM (AMBER99SBildn).*®® Enfin, le PBS pH 7.4 (ions
Na*, CI', K*, PO,*) utilisé en RMN est différent du milieu aqueux salin (NaCl) défini en FM (150 mM).

Grace a I’étude des ligands CAT et 4MEC, nous pouvons conclure que I’'estimation de I'affinité PL
effectuée par le biais de simulations est en trés bon accord avec les affinités expérimentales
obtenues par RMN, dans une gamme d’affinité moyenne (K, = mM). Des études récentes ont montré
que l'utilisation de la MD et la FM pour la détermination d’affinité de systémes allant du micro au

nano molaire était possible.”” ¥’

De plus les outils de clustering de trajectoire disponibles en aval de
ces simulations permettent d’avoir une analyse de la prédominance de certaines conformations du

complexe, ce qui est un atout pour la compréhension des mécanismes d’interaction. L'utilisation en
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métadynamique d’un biais, et plus spécifiquement du potentiel exteme en forme d’entonnoir utilisé
en FM nous permet d’avoir un échantillonnage plus rapide et plus important qu’en dynamique
moléculaire classique (NVT). En effet, les deux états essentiels a la description de I'interaction : I’état
libre et I’état lié, sonten échange permanent ce qui permet une meilleure description des différentes
conformations de liaison, méme de faible énergie. Ces simulations introduisent une description
guantitative de l'interaction PL, qui pourrait rendre obsoléte toute autre approche empirique de
docking moléculaire dans lesquelles le caractére intrinsequement dynamique des protéines est
ignoré. Nous pensons que cette approche de couplage entre I’échantillonnage de la métadynamique
et des données apportées par RMN, ou avec toutes autres données expérimentales, est la meille ure
voie pour interpréter de maniere rationnelle les interactions entre deux systémes en solution. Cette
approche pourrait aussi permettre d’améliorer considérablement la compréhension des interactions
PL, et la conception de ligands a haute affinité a partir de molécules hits simples avec une interaction

faible, mais néanmoins sélective.
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II. OPTIMISATION DE LIGANDS GUIDEE PAR DYNAMIQUE
MOLECULAIRE

La dynamique moléculaire fournissant une représentation plus réaliste et quantitative que
les approches empiriques courantes (docking et scoring), on peut s'interroger sur la possibilité de se
baser dessus pour la conception de ligands a haute affinité a partir de molécules hits simples. La
deuxiéme partie du travail a été d’approfondir les observations obtenues par FM afin de déduire des
faits qui pourraient permettre d’améliorer I’affinité du ligand pour hPRDX5. L'influence sur I'affinité
de certaines modifications structurales du ligand ont été étudiées, et les interactions ayant lieu au

sein du site actif entre le ligand et la protéine ont tenté d'étre améliorées.

II. 1. Variations structurales et homologues du catéchol

Dans un premier temps, nous avons simulé par FM l'interaction de plusieurs molécules

fragments structuralement proches du motif catéchol avec hPRDX5 (Figure 59).

HO HO HO HO
HO HO HO Ho "

catéchol 4-methylcatéchol cyclohexane-1,2-diol 2-phénylpropan-2-ol
cisettrans
HO DX HO : /L HO HO D/\
AR HO HO HO
4-tert-butylcatéchol  4-iso-propylcatéchol 4-iso-butylcatéchol 4-éthylcatéchol
o
OH HO ]@)ko N HO D/YO H -
NH 2
T o D/\
HO \‘:(j He HO
OH
. Acide (3,4-
benzene-1,2- gallate d’éthyle dihydroxyphényl) 4-aminométhylcatéchol
diméthanol ot
acétique

Figure 59. Structures des molécules fragments dont I'affinité pour hPRDX5 a pu étre déterminée par FM,
pour I'étude de l'interaction PL.
Structures des fragments étudiés, et leur dénomination correspondante.
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L'étude de différents homologues nous a permis de comparer des caractéristiques structurales
impliquées dans l'interaction. Parmi elles, I"aromaticité du cycle portant les deux groupements
hydroxyles, leur position vicinale, ou la présence d’un groupement alkyle permettant desinteractions
de vdW supplémentaires a la périphérie du site catalytique de hPRDX5. Leur interaction avec hPRDX5
a été étudiée par des simulations de FM de durée variable, allant de 150 ns a 600 ns en fonction de la
convergence du calcul. Leur énergie libre de liaison a été calculée, et les différents modes de liaison
des fragments présentant les meilleures affinités pour hPRDX5 ont été étudiés. Les résultats

d’affinité obtenus par FM pour ces ligands sont regroupés dans le Tableau 7 ci-dessous.

Tableau 7. Tableau récapitulatif des énergies de liaison AG%, et constantes de dissociation K
obtenues pour les différents ligands étudiés avec hPRDX5, par FM

'I:emps fje Derniéres X ns AG®, K,

Ligand simulation  pour calcul

(ns) TR (kcal/mol) (mM)
catéchol 500 100 -3.0+0.2 6.9+2.1
4-méthylcatéchol 500 100 -4.2+0.3 0.9+0.4
2-phénylpropan-2-ol 500 100 -19+0.3 369
benzéne-1,2-diméthanal 300 50 -2.3+0.1 22+6
gallate d’éthyle 600 100 -56+1.1 0.3+0.5
cyclohexanediol-cis 300 150 -2.8+0.5 12+9
cyclohexanediol-trans 500 100 -29%0.5 12+11
2221;(3(;4'& hydroxypheny) 500 150 -5.8%1.1 0.3£0.9
4-aminométhylcatéchol 500 150 -2.1+0.6 40 +44
4-éthylcatéchol 500 150 -3.6%+0.7 3+2
4-jso-propylcatéchol 600 120 -6.6+1.0 0.02 £0.02
4-iso-butylcatéchol 500 150 -4.3+0.7 0.8+ 0.6
4-tert-butylcatéchol 500 100 -5.5+0.9 0.11 £0.09

AG®, =Valeur de l’énergie libre standard de liaison pondérée, prise sur les X derniéres ns de simulation.
Kp = Valeur de la constante de dissociation du complexe PL pondérée au cours du temps, prise sur les X
derniéres ns de simulation
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II.1. 1 Influence des hydroxyles et de leur disposition relative sur le ligand

Nous avons vu en chapitre d’introduction que la réaction de réduction de H,0, par hPRDX5
pouvait nécessiter une disposition particuliére du peroxyde par rapport a la Cp. Dans ce modele, le
substrat H,0, serait positionné dans le site actif, maintenu par un réseau de liaisons H, initiant la
réaction par un mécanisme de type SN,. Le thiolate Cp-S de hPRDX5 attaque un des groupes
hydroxyles de H,0,. L'état de transition de la réaction est atteint lorsque le groupe partant
commence a se détacher alors que le thiolate se lie. Cet état est caractérisé par une distance 0O-O
plus grande (de l'ordre de 1.75 A au lieu de 1.4 A), et au contraire une distance S-O plus faible
(passage de 4.2 A 3 2.5A) selon Portillo-Ledesma et coll qui ont étudié le chemin réactionnel par des
méthodes quantiques.™ Ainsi, un ligand ayant deux groupements hydroxyles proches dans I’espace
pourrait posséder une analogie structurale avec le peroxyde d’hydrogéne et surtout, I'état de
transition de la réaction enzymatique. Ils développeraient ainsi une affinité avec les hPRDXs, selon le
fait que les analogues de I'état de transition ont en générale une bonne affinité pour le site récepteur
des enzymes.”® Dans un premier temps, I'influence de la position et du nombre de groupements
hydroxyles sur I’affinité avec hPRDX5 a été étudiée. Dansle cas du catéchol la distance O-O est de 2.5
A, mais elle est de 2.8-2.9 A dans le cas des molécules de type cyclohexane trans et cis

respectivement.

- Etude d’'une molécule de type alcool

Nous avons centré notre étude sur des dérivés du catéchol, molécule aromatique possédant
deux groupements hydroxyles en position ortho, dont I'affinitt moyenne pour hPRDX5 a été
montrée. Nous avons évoqué dans le chapitre introductif la possibilité que I'affinité du fragment
catéchol vienne de I'agencement de ses deux groupements hydroxyles, permettant de mimer I'état
de transition de la réaction catalytique de I’enzyme avec H,0,. Quelle serait alors I’affinité pour
hPRDX5 d’une molécule de type alcool ne possédant qu’un seul groupement hydroxyle ? Nous avons
vu précédemment que la présence des deux groupements hydroxyles menait a différentes
conformations de liaison dans le cas des ligands CAT et 4MEC. La présence d’un seul alcool pourrait
alors amener soit un gain de stabilité de la forme liée en diminuant le nombre de conformations de
liaison possibles, soit au contraire diminuer I'affinité globale de cette molécule pour la protéine suite
a la perte du motif 1,2-diol. Pour répondre a cette question, I'interaction de hPRDX5 avec le phénol a
tenté d’étre modélisée, mais curieusement des problemes de calculs instables ne nous ont pas
permis d'effectuer la simulation. En parallele nous avons étudié un autre mono-alcool, non
phénolique cette fois, le phénylpropan-2-ol. Il s’agit du produit de la réaction des PRDX avec le
peroxyde de cumene. Nous avons donc jugé utile d’estimer son affinité pour hPRDX5. D’autre part,

cela pouvait également nous donner des informations quant a l'interaction avec hPRDX5 d'une
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molécule possédant un noyau benzénique et une fonction alcool non phénol et de I'importance ou

non que |"alcool soit sous forme phénolique.

OH

Phénylpropan-2-ol

Sa simulation avec hPRDX5 donne lieu a 5 évenements d’association. La visualisation des différentes
conformations de liaison nous montre que lorsque le groupement hydroxyle se lie a SG Cys47, le
cycle aromatique tend a étre orienté vers le solvant. L’analyse de la simulation a conduit a un AG®, =-
1.9 £ 0.3 kcal/moal soit un K, = 36 £ 9 mM, moins bonne que celle du catéchol (K, = 4.0 £ 0.5 mM). La
perte d’affinité peut s’expliquer soit par la perte du deuxieme groupement hydroxyle qui permettait
une conformation de liaison plus stable, soit par la position du groupement alcool qui n’est pas un
phénol. La simulation avec le phénol n’ayant pas abouti, il était difficle de trancher ic quant a I'une

de ces deux hypothéses.

- Etude d’'une molécule de type 1,2,3-triphénol

Par I'étude des ligands CAT et 4MEC, nous avons vu que le ligand avait 2 conformations
principales de liaison mettant en jeu 1 ou 2 liaisons H des groupements hydroxyles en position ortho.
Nous nous sommes alors demandé quelle pouvait étre I’affinité pour hPRDX5 d’une molécule 1,2,3-
triphénol. Trois groupements hydroxyles adjacents permettent théoriquement la formation de 5
complexes PL différents (Figure 60), selon si l'interaction est faite via la formation d’une ou de deux
liaisons H entre les groupements hydroxyles et le thiolate SG de Cys47. Le nombre de conformations
théoriques de liaison possibles ont elle un effet bénéfique sur I’affinité PL ou au contraire un effet
délétére? Pourrait-t-on observer une prédominance marquée de I’une des conformations de liaison ?

Pour tenter de répondre a cette question, nous avons étudié le gallate d’éthyle.*’

La simulation de 600 ns effectuée sur le systeme hPRDX5-GAL a conduit a une affinité de AG°, =- 5.6
+ 1.1 kcal.mol™ soit un K, = 0.3 + 0.5 mM. Cette simulation a été poursuivie jusqu’a atteindre 600 ns
afin d’avoir une meilleure convergence de I’énergie. En effet, un événement de liaison entre 400 ns
et 500 ns avait induit une forte fluctuation dans I’énergie libre de liaison moyenne. L’affinité
moyenne converge vers une valeur stable en fin de simulation, nous pouvons conclure a une

meilleure affinité pour hPRDX5 du GAL par rapport au 4MEC.
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Figure 60. Cinqg modes de liaison possibles du ligand gallate d’éthyle avec le thiolate Cys47.

3 modes de liaisons sont possibles entre GAL et SG Cys47 par le biais d’'une seule liaison H. 2 autres modes de
liaison sont possibles par le biais de deux liaisons H. La molécule ne possédant aucun centre chiral, uniquement
ces 5 modes de liaison sont observables. Ces conformations sont aussi observables dans le cas de la liaison de
GAL avec le carboxylate de Glu18 (chaine B). R=Cys47

Cependant, la visualisation des surfaces d’'énergie libre (FES) du complexe au cours du temps de
simulation nous indique que I’ajout d’un groupement hydroxyle ne pemmet pas de stabiliser le
complexe, qui va étre en échange entre ses différentes conformations de liaison observées (Figure
59). Sur la FES (Figure 61), on peut voir que le bassin a 13 A sur I’axe Z présente une énergie faible
pour des valeurs d'angles variées en plus des deux minima énergétiques correspondant aux
conformations de liaison observées pour CAT et 4MEC. Le duster prédominant (A) montre
effectivement le ligand GAL en liaison avec Cys47 par le biais de 2 liaisons H formées par les
groupements hydroxyles OgH et OgH. Si I'on regarde l'‘orientation de la molécule dans cette
conformation, les groupements hydroxyles O et O, sont alors alignés formant un angle SG-O,-Og de

0° que I’on retrouve sur la FES (Figures 60 et 61).

Le cluster orange (B) met en évidence le méme mode de liaison, mais avec une orientation différente
du GAL dans le site actif. U'ajout de ce troisieme groupement hydroxyle améne aussi une interaction
périphérique avec Glul8 (chaine B) caractérisée par le bassin situé & 19 A sur I'axe Z, via la liaison de
un ou plusieurs des groupements hydroxyles (Figure 61). En effet le résidu Glu18 (chaine B) présente
dans sa chaine latérale un groupement sous forme carboxylate a pH =7.4. Il est alors possible pour le
ligand GAL de former une ou plusieurs liaisons hydrogenes avec ce résidu qui se trouve en surface de

la hPRDXS5, fortement accessible en comparaison de Cys47 qui se trouve au cceur de la cavité
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hydrophobe du site actif. Les 3 autres clusters (C, D et E) rendent compte de cette interaction formée
entre le ligand GAL et Glu18 (chaine B) sous forme glutamate, via les groupements hydroxyles O,H et
OgH dans plusieurs orientations. Ces 5 modes de liaisons qui ont été les plus représentés lors de la
simulation ne mettent pas en évidence de conformation ou le ligand GAL est lié¢ a hPRDX5 formant un
angle SG-0,-O de 60°. Cependant la FES montre que cette conformation a tout de méme été
échantillonnée. La valeur d’angle SG-O,-Og ne suffit donc plus a décrire completement le systeme et
I'interaction PL du fait de la présence du troisieme groupement hydroxyle et des nombreux modes

de liaisons rendus possibles.
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Figure 61. Analyse des modes de liaison du ligand gallate d’éthyle avec hPRDX5 par FM.

Gauche: FES 2D représentant I’énergie du complexe hPRDX5-GAL en fonction de Z (A) et de I’angle SG-0,-Og.
Courbes de niveaux représentées en lignes pleines avec unintervalle de 0.5 kcal.mol ™.

Droite: 5 clusters représentatifs des conformations de liaison du GAL pour hPRDX5 durant la simulation de
FM. A : vert 50 % ; B : orange 12 % ; C/D/E : rouge violet et bleu respectivement 12 %, 10% et 16 % . Glu18(B)
représenté par des spheres de vdW, colorées selon le type d’atome (bleu : carbone et rouge : oxygéne).

Ce résultat a rendu nécessaire I’'étude expérimentale du GAL avec hPRDX5 par RMN. Les titrations
par 'H-"N-HSQC ont été effectuées par ajout de concentrations croissantes de GAL jusqu’a atteindre
un ratio en concentration [P]/[L] de 36, et une proportion de DMSO de 7% maximum. Les CSP ont été
analysées en fonction de la concentration en ligand (rapport [L]/[P]) et comme dansle cas du CAT, les
CSPs induites par le GAL sur hPRDX5 sont bien plus importants au niveau du site actif que dans le
reste de la séquence (Figure 62). Les acides aminés pris en compte dans le calcul de la constante de
dissociation du GAL pour hPRDX5 sont Ala42, Thrd4, Gly46, Cys47 et Serd8 (au dessus du seuil
indiqué en Figure 62). lls sont tous positionnés dans le voisinage direct de la cystéine catalytique.
Contrairement a la liaison des ligands CAT et 4MEC, les acides aminés hydrophobes de I’hélice
Leul16 - Phe120 ne sont pas affectés en CSP (Figure 62). Glul8 (chaine B), observé en FM comme
entrant en interaction avec GAL, et I’on peut voir qu’il subit une perturbation qui dépasse le seuil de
CSP. Cependant cette perturbation reste bien moins importante que celle induite au niveau du site

actif puisque seule la chaine latérale prend part a l'interaction. Or en HSQC, c’est la perturbation du
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groupement NH de la chaine principale qui est observée, et qui dans le cas présent est plus éloignée

de l'interaction que le carboxylate.

Laffinité calculée est de K, = 1.3 + 0.2 mM soit AG®= - 4.0 + 0.1 kcal.mol™. Le résultat obtenu par
RMN est légerement plus faible que celui trouvé en FM (K, = 0.3 £ 0.5 mM), mais on reste dans
I’ordre de grandeur attendu. La valeur de I'affinité du GAL étant similaire a celle trouvée dans le cas
du ligand 4MEC en RMN, nous avons déduit de cette étude que I’ajout d’un troisieme groupement

hydroxyle n"amenait pas d’amélioration importante de I’affinité PL.
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Figure 62. Histogramme représentant les CSPs induites par le ligand GAL (7mM) sur les signaux de N-
hPRDX5 (200 uM), 3 600 MHz, 28°C, pH=7.4.

Numérotation des résidus par leur place dans la séquence protéique.Valeur seuil des CSPs représentée par la
ligne orange.

II. 1. 2 Influence de 'aromaticité

Le DTT oxydé, a été décrit ligand du site actif dans une structure cristalline de hPRDX5
(structure 3MNG.pdb)."*® Nous avons donc souhaité étudier I'influence de I’aromaticité d’un ligand
sur son affinité pour hPRDX5 en étudiant une molécule analogue au DTT oxydé, le cydohexane-1,2-
diol. Cette molécule posséde 2 groupements hydroxyles en positions vicinales 1,2 mais le caractére
aliphatique de cette molécule induit que le cycle n’est pas plan, et donc que la distance entre les
deux atomes d’oxygéne do.o est plus grande (isomére cis = 2.9 A; isomére trans = 2.8 A). Cette
molécule posséde deux isomeres géométriques cis et trans, qui ont été étudiés par FM et RMN.
L'isomere trans possede une plus grande analogie avec le DTT oxydé (DL) trouvé comme ligand (do.

19 Le DTT est un réducteur, ce qui rend la mesure de son affinité

o=2.8A), dans le cristal (Figure 63).
pour hPRDX5 par RMN impossible puisque sa proportion sous forme réduite et oxydée en solution
est difficile a controler, et en échange. L'étude des isoméres du cyclohexane-1,2-diol permet donc,
en s’affranchissant de ce probleme d oxydoréduction, d’estimer aussi I’affinité du DTT oxydé pour

hPRDX5.
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Figure 63. Structure des analogues cis et trans du cyclohexane-1,2-diol et du DTT sous sa forme oxydée

cyclique.
Distances oxygene-oxygene pour ces 3 ligands : Isomére cis do.o=2.9 A ; Isomére trans do.o=2.8 A ; DTT oxydé
do_o =2.8 A

Les simulations de FM effectuées sur les deux isomeéres ont mené toutes deux a de tres faibles
affinités de lI'ordre de 12 mM. Afin de déterminer expérimentalement I’affinité des isomeres
cyclohexane-1,2-diols pour hPRDX5 et déterminer les résidus affectés en déplacement chimique par

I'interaction PL, nous avons étudié I'effet de ces deux ligands sur les signaux RMN de hPRDXS5.

Dans le cas de I'isomere cis, des problémes de solubilité ont mené a |’agrégation d’une partie de la
protéine et du ligand en solution pour un rapport de concentration [L]/[P] = 10. Cette faible
concentration n’a en conséquence pas permis une analyse fiable. En effet, on peut voir sur
I"histogramme montrant les CSPs des résidus de la protéine, que la perturbation induite par I'ajout
de 1,2-cis-cydohexanediol mene a une perturbation moyenne inférieure au seuil de 0.05 ppm. Ce
seuil ne permet pas de mettre en évidence les acides aminés perturbés par I'interaction (Figure 64).
Uniquement deux acides aminés montrent des CSPs supérieures a la valeur seuil: Gly 46 et lle 119.
Les résidus du site actif ne montrent pas de perturbation plus importante que le reste de la protéine

comme visible dans le cas des ligands CAT et 4MEC (partie 1.3.3 du chapitre IlI).

Dans le cas de I'isomeére trans nous avons pu effectuer une titration jusqu’a atteindre un ratio [L]/[P]
de 20 en solution. L'analyse des CSPs avec une valeur seuil choisie a 0.05 ppm méne a une mesure

de K, =20 £ 2 mM soit un AG%=- 2.3 +0.1 kcal.mol ™ (Figure 64).

Les valeurs obtenues nous montrent que si |'affinité est fortement réduite en absence du cycle
aromatique, les acides aminés du site actif sont cependant significativement perturbés par le 1,2-
trans-cyclohexanediol et non par l'isomére cis. Linteraction reste localisée au niveau du site actif,
mais sa force est moindre en comparaison de celle formée avec le CAT, I'aromaticité est donc un
paramétre important a prendre en compte dans la conception d’un ligand pour hPRDX5. Selon
Hickel, cela se traduit par une molécule plane, possédant 4n+2 électrons délocalisables dans un

systeme cyclique (avec n le nombre de cycles) qui lui conférent une stabilité particuliére.
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Figure 64. Histogrammes des CSPs induites par I'interaction des isomeéres cis et trans du cyclohexane-1,2-diol
sur *>’N-hPRDXS5, analysés par RMN a 600 MHz, 28°, pH=7.4.

CSPs induites sur les signaux RMN de hPRDX5 par I’ajout de 1,2 -cis-cyclohexanediol (ratio [L]/[P] =10) etde 1,2-
trans-cyclohexanediol (ratio [L]/[P] = 20). Valeur seuil de CSP représentée par la ligne orange.

II. 1. 3 Etude du substituant en position 4

Nous avons vu en partie |.2 de ce chapitre de résultats (p.112) que le substituant alkyle placé
en position 4 du cycle aromatique, formant le 4MEC, menait a une affinité améliorée pour hPRDX5
par rapport au CAT, du fait des interactions de vdW formées. Mais qu’en est-il lorsque I'on modifie la
fonction chimique de ce substituant ? Les interactions éventuelles entre le ligand et la protéine vont
étre bien entendu différentes. Si dans le cas d’un groupement alkyle des interactions hydrophobes
sont possibles, par remplacement de la fonction alkyle il va étre possible d’induire d’autres
interactions de type électrostatiques ou de liaison H selon la fonction chimique introduite. Nous
avons déja vu précédemment par I’étude du GAL que la fonction ester n"amenait aucune interaction

bénéfique a la stabilisation du complexe, et menait a des interactions périphériques avec Glu 179

(chaine B).
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Nous avons souhaité estimer les affinités pour hPRDX5 de deux ligands (dérivés du catéchol)

possédant deux fonctions chimiques courantes : la fonction acide carboxylique et la fonction amine.

- Introduction d’'une fonction acide carboxyliqgue

La fonction acide carboxylique est intéressante a étudier du fait de sa possible ionisation. A
pH = 7.4, la fonction carboxyle est sous forme carboxylate, chargée négativement, ce qui permet de
pouvoir créer des interactions de type coulombiennes avec des acides aminés chargés positivement,

tel que I’arginine.

Nous avons vu en introduction que hPRDX5 possede une Arg conservée dans toutes les classes de
hPRDXs, Arg127 dans le cas de hPRDX5. Or cet acide aminé possederait un role dans la réaction de
réduction catalysée par hPRDX5 en stabilisant la Cp par le biais de liaison H, et en lui donnant un
proton afin de restaurer sa fonction acide sulfénique apres libération de la molécule d’eau en fin de
réaction. La molécule possédant une fonction carboxyliqgue que nous avons testée est |’ acide (3,4-
dihydroxyphenyl)acétique, dérivée du catéchol possédant une fonction acide en position 4. Son

affinité pour hPRDXS5 a été estimée par FM.

HO OH
Y
HO
acide (3,4-dihydroxyphényl)acétique

Au cours de la simulation, 7 événements de liaison ont pu étre observés, avec une alternance des
conformations de liaison a une ou deux liaisons hydrogénes entre le ligand et SG Cys47 de hPRDXS5.
On obtient aprés analyse de la trajectoire une valeur d’énergie libre absolue de liaison de AG®, = -5.8

+1.1 kcal.mol™ soit un K, =0.3 + 0.9 mM.

Le clustering des conformations les plus fréquemment observées nous indique que ce ligand tend a
se lier préférentiellement a I’acide aspartique Asp77 (chaine B), localisé a I'interface avec la chaine A
de I’lhomodimere (Figure 65). Comme on peut le voir sur |la Figure 64, Asp77 (chaine B) est enfoui au
coeur de la structure de la cavité, et c’est par ses groupements hydroxyles que le ligand vient se lier,
par le biais de liaisons H. Cette interaction semble prédominante par rapport a l'interaction avec
Cys47 : 72% de conformations en liaison avec Asp77 (chaine B) contre 20% de conformations liées a

SG Cys47 (Figure 65).
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Figure 65. Clusters des conformations de liaison observés pour I'acide (3,4-dihydroxyphenyl) acétique avec
hPRDX5 par FM.

Visualisation de la liaison avec Asp77 et Glul8 de l’autre monomere (B). SG Cys47, Glul8 (chaine B) et Asp77
(chafne B) sont représentés par des sphéres de vdW. Le ligand est représenté sous forme de batons. Proportion
des différentes conformations de liaison analysées : Orange:46%; Bleu: 26% ; Violet: 11%; Vert :9% ;
Rouge : 8%.

L'interaction ionique recherchée par I'introduction d’une fonction acide n’est donc pas observée, et
I’affinité mesurée lors de cette simulation ne correspond pas a l'interaction de l’acide (3,4-

dihydroxyphenyl)acétique avec Cys47.

- Introduction d’'une fonction amine

De la méme maniére que précédemment, I'intérét d’introduire une fonction amine vient de
sa capacité a former des interactions coulombiennes ou des liaisons H avec les acides aminés
ionisables (Glu, Asp, Cys) de hPRDX5. Le 4(méthylamino)catéchol représente donc I'homologue

cationique direct de la molécule précédente.

HO
NH

HO

4-(méthylamino)catéchol

Le pKa d’une amine primaire étant de 10.66, le ligand se trouvera sous forme ionisée —NH;" a pH =
7.4. Théoriquement ce ligand peut donc interagir avec des acides aminés chargés négativement, de
type Glu, Asp ou encore Cys sous forme thiolate. Or nous avons vu précédemment que les adides
aminés Glul18 et Asp77 de la chaine B de 'homodimeére pouvaient entrer en interaction avec le ligand
induisant une délocalisation de l'interaction principale. Nous cherchons ici a faire interagir la partie
ammonium du ligand avec ces acides aminés, afin que les groupements hydroxyles se lient
prioritairement a Cys47.
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Durant la simulation, 6 courtes périodes de liaisons ont été observées permettant un bon
échantillonnage des conformations libres et liées. La simulation a donné lieu a une énergie moyenne

convergeant vers une valeur stable de : AG%= - 2.1 +0.6 kcal.mol™ soit K, = 40 + 44 mM (Figure 66).
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Figure 66. Visualisation de I'énergie libre de liaison du complexe 4-(méthylamino)catéchol-hPRDX5 au cours
de la simulation FM.

AG®, (kcal.mol’l) en fonction du temps de simulation représentée en trait plein rouge. AG °, moyenne pondérée
au cours du temps en trait plein vert, et ses fluctuations en lignes pointill ées.

L’affinité obtenue pour ce complexe est moins bonne que celle obtenue dans le cas du catéchol seul
ou d’autres dérivés car la fonction amine améne la formation d’interactions a la surface de la
protéine, ne permettant pas la stabilisation de I’état lié du complexe PL. La modification de la
fonction chimique du groupement en position 4 n’a donc pas permis de mettre en évidence de
nouvelles interactions, et |'affinité de ces composés pour hPRDX5 est plus faible du fait de la
diminution des interactions hydrophobes et des interactions secondaires observées comme avec
Asp77 (chaine B) par exemple. Nous avons alors choisi de travailler sur I’optimisation du groupement

alkyle afin d’améliorer les interactions hydrophobes a l'intérieur du site actif.

II. 1. 4 Modification de la chaine carbonée aliphatique

L'étude de différents groupements fonctionnels en position 4 n’ayant pas permis de mettre
en évidence de nouvelles interactions PL stabilisantes, nous avons choisi de conserver un
groupement alkyle pour les interactions de van der Waals qu’il peut former avec les acides aminés
présents dans le voisinage du site actif tels que I'hélice Leul16 - Phe120. Afin d’améliorer ces
interactions de vdW, nous avons étudié plusieurs ligands par FM en modifiant la longueur, le volume

et le nombre de torsions libres de ce groupement alkyle.
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- Etude du 4-éthylcatéchol par FM

Le premier ligand que nous avons étudié, est le 4-éthylcatéchol (4ECAT) possédant une
chaine alkyle a 2 carbones en position 4. Ayant observé une légere amélioration de I’affinité entre les
ligands CAT et 4MEC due a l'interaction de vdW formée entre le groupement méthyle et I’hélice
Leull6 - Phel20, nous avons formulé I’hypothése que I’ajout d’'un carbone supplémentaire

permettrait d’augmenter cette interaction.

HO

4-éthylcatéchol

La simulation FM de 4ECAT avec hPRDX5 a donné lieu a 8 éveénements de liaison durant lesquels le
ligand se lie alternativement a Cys47 par une seule liaison H ou deux liaisons H. La FES obtenue en
fonction des variables collectives CV1 et CV3 montre un bassin avec une dispersion importante des
conformations liées en termes d’angle SG-0,-Og (entre 30 et 90°). L'affinité calculée de ce complexe
PL est proche de celle obtenue dans le cas du CAT et du 4MEC : AG®,=- 3.6 +0.7 kcal.mol™ soit K, =3
+ 2 mM (Figure 66). La dispersion des conformations associée au degré de liberté supplémentaire
donné a la chaine ne favorise pas, dans ce cas, la stabilisation d’'une seule conformation. Cela méne a
une affinité a la convergence, globalement équivalente a celle du 4MEC, donc légérement meilleure

que celle du CAT pour hPRDX5 (Figure 67).
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Figure 67. Analyse FM du complexe hPRDX5-4ECAT : FES CV1-CV3 et AG®,.

Gauche) FES tracée en fonction des variables collectives CV1 (Z (A)) et CV3 (angle SG-O,-Og formé par I’atome
de soufre de la cystéine catalytique, et les deux atomes d’oxygéne O, et Og du ligand). Courbes de niveau en
lignes pleines, toutes les 0.5 kcal/mol. Droite) Comparaison de AG°, pour les ligands 4MEC et 4ECAT avec
hPRDX5 au cours de la FM. Energie libre de liaison AG®, (kcal/mol) en fonction du temps de simulation (ns) en
ligne pleine, et I’énergie libre moyenne pondérée en fonction du temps en ligne pointillée.
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- Etude des ligands 4-isopropylcatéchol et 4-isobutylcatéchol par FM

L'élongation seule de la chaine carbonée linéaire n’ayant pas d’effet, nous avons étudié
I'influence de la ramification de cette chaine. L'augmentation se fait alors en termes de volume et
non uniquement de longueur. Le but recherché est toujours d’améliorer les interactions de vdW
formées par le ligand a l'intérieur du site actif afin d’aider a la stabilisation du complexe lié PL, et

donc a de meilleures affinités.

Les deux ligands étudiés sontles suivants :

HO HO L~
HO HO
4-jso-propylcatéchol 4-jso-butylcatéchol

Ces 2 ligands ont la particularité d’étre directement dérivés du catéchol par I'ajout en position 4 d’'un
groupement iso-propyl (3 carbones) et iso-butyl (4 carbones). La chaine alkyle est donc dans les deux
cas ramifiée et non plus linéaire, ce qui lui induit un volume plus important et plus de possibilités de
liaisons de vdW. De plus, le ligand 4-iso-butylcatéchol posséde un degré de liberté au niveau de son
groupement alkyle. On remarque 'analogie de ces deux dérivés avec les acides aminés Val, Leu et lle
au niveau des chaines latérales. Dans les protéines, ces acides aminés aliphatiques peuvent former
des patchs hydrophobes. Les simulations effectuées sur ces deux ligands en interaction avec hPRDX5

donnentlieu aux résultats d’affinité présentés dans le Tableau 8 ci-dessous.

Tableau 8. Résultats d’affinité des ligands 4-iso-propylcatéchol et 4-iso-butylcatéchol pour hPRDX5
estimés par FM

Durée de Ia X ns prises en AGo K,
Ligand simulation compte pour le o °
(ns) calcul de AG®, (kcal/mol) (mM)
4-iso-propylcatéchol 600 120 -6.6+1.0 0.02 £0.02
4-iso-butylcatéchol 500 150 -43+0.7 0.8+ 0.6

Dans le cas du ligand 4-iso-propylcatéchol, la simulation a donné lieu a 7 événements de liaison de
durée variable (de 1 ns a 80 ns). Durant les périodes de liaison les plus longues (60 et 80 ns), le ligand
est lié a hPRDXS5 par le biais d’une seule liaison hydrogéne, tandis que lors des courtes périodes de
liaison (< 20 ns), le mode de liaison mettant en jeu 2 liaisons H prédomine. La surface d’énergie libre
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(FES) en fonction des variables collectives CV1 et CV3 donne un bassin d’énergie minimum bien
délimité, centré sur Cys47 (Z = 13 A) avec 2 valeurs d’angle correspondantes aux 2 modes de liaison
observés précédemment. La différence d’énergie est d’environ 10 kcal.mol™ avec le complexe libre
en solution, laissant présager une bonne affinité de ce ligand. Un second bassin est observé entre 15

et 20 A sur z, de plus faible énergie (Figure 68).

Dans le cas du ligand 4-iso-butylcatéchol, comportant un carbone et un degré de liberté
supplémentaire au niveau du groupement alkyle, les événements de liaisons observés ont été
beaucoup plus rares. Seulement 2 évenements, durant lesquels la liaison avec la protéine s’est faite
par le biais d’'une seule liaison H. Le bassin d’énergie observé correspondant au complexe PL est
moins bien défini dans le cas présent en termes d’angle SG-0,-Og, et |la différence d’énergie entre
I’état libre et I’état li¢, d’environ 7 kcal.mol™, est plus faible que celle observée avec le dérivé iso-
propyl (Figure 68). Cette observation est confirmée par la valeur de l'affinité qui est nettement
meilleure dans le cas du ligand 4-iso-propylcatéchol. L'énergie des systemes est a la convergence

dans les deux cas, et la moyenne pondérée stable en fin de simulation.

s 5 e | 4 Energie
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Figure 68. Différences en termes d’énergie de liaison, entre les complexes formés par les ligands 4-iso-
propylcatéchol et 4-iso-butylcatéchol avec hPRDX5.
Surfaces énergétiques tracées en fonction des variables collectives CV1 (Z (A)) et CV3 (angle SG-0,-Og formé

par I'atome de soufre de la cystéine catalytique, et les deux atomes d’oxygéne O, et Ogdu ligand). Courbes de
niveau dessinées en traits pleins avec un pas de 1 kcal.mol™.

Le degré de liberté apporté au groupement aliphatique dans le cas du 4-iso-butylcatéchol apparait ic
défavorable en termes d’affinité. La dispersion conformationnelle menerait alors a une différence
d’énergie plus faible. Le ligand 4-iso-propylcatéchol par contre présente une affinité améliorée. Ce
dérivé n’est pas commercialement disponible, mais I'homologue le plus proche, le dérivé tert-butylé,
possédant un carbone supplémentaire, I'est et pourrait donc étre testé expérimentalement

aisément.
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II.1. 5 Etude de I'affinité du dérivé 4-tert-butylcatéchol

Avant d’effectuer la simulation par métadynamique, nous avons pris le temps de faire une
simulation de dynamique NVT sur le 4TBC en utilisantle méme protocole que pour les dérivés CAT et
4MEC. Au cours de cette simulation, nous avons pu observer la liaison d’une des molécules de 4TBC a
I’un des sites actifs de hPRDX5 (Cys47 chaine B), durant un temps de simulation approximant les 400
ns ce qui est un temps de résidence bien plus long que ceux observés pourlesligands précédemment
étudiés par dynamique NVT : CAT et 4MEC (I.2.1 p.106), et une indication qualitative d’'une meilleure

affinité.

HO
HO

4-tert-butylcatéchol

- Estimation de 'affinité protéine - ligand par FM

L'analyse de la trajectoire FM sur le systeme hPRDX5-4TBC a permis de comptabiliser 6
périodes de liaison (Figure 69. B). La convergence a été vérifiée par le tracé du dépot des potentiels
au cours du temps de simulation (Figure 69.C), et la valeur de I'énergie libre de liaison de ce
complexe a pu étre calculée a cette convergence. On obtient une affinité correspondante de AG®, =-

5.5+ 0.9 kcal.mol™ soit un K, =0.11 + 0.09 mM.

Cette affinité est améliorée en comparaison de celle obtenue dans le cas de 4MEC. Cette
amélioration pourrait provenir de meilleurs contacts de vdW entre le groupement tert-butyl et les
acides aminés hydrophobes formant I’hélice Leu116 - Phe 120, ou bien seulement de I’augmentation
des contacts hydrophobes avec la surface de la protéine. En effet les contacts sont fortement
augmentés du fait du nombre de groupes méthyles. Cependant, le gain d’affinité ne modifie en rien

la dispersion de I’état lié, qui reste partagé entre différentes conformations de liaison.

En cartographiant I’énergie du complexe en fonction des deux variables collectives CV1 et CV3
définies précédemment (Figure 44), nous avons obtenu la surface d’énergie libre du complexe PL sur
laquelle sont visibles les deux bassins d’interaction observés dans le cas du CAT et du 4MEC, dont
I’énergie differe seulement de 0.5 kcal.mol™ (Figure 70). Ces bassins représentent les deux
conformations de liaison possibles du 4TBC avec hPRDX5, selon le nombre de liaisons H formées
entre les groupements hydroxyles et SG Cys47 (Figures 46). Le clustering regroupe ces deux

conforméres, mais aussi une conformation supplémentaire correspondant a l'interaction du ligand
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avec Glul8 (chaine B) par 2 liaisons H formant un angle SG-0,-Og de 60° environ (Figure 70). Le
centre de masse du ligand ayant été défini en prenant en compte tous les atomes lourds du ligand, il
en résulte que le centre de masse du ligand en liaison avec Cys47 (Z = 13 A) se trouve spatialement

trés proche de celui du ligand en liaison avec Glu18 (chaine B) (Z =16 A).
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Figure 69. Analyse de la simulation du complexe 4TBC avec hPRDX5 par FM.

A) Evolution des CVs au cours de la simulation. Distance du ligand sur l’axe Z (rouge), distance par rapport a ce
méme axe (vert), angle formé par SG Cys47 et les deux atomes d’oxygene du ligand (bleu). B) LiaisonsH
formées entre 4NPC et SG Cys47 au cours du temps de simulation. C) Evolution du dépdt des potentiels de
HILLS au cours de la simulation. D) Evolution de I’énergie libre de liaison du complexe PL durant la simulation
(rouge), énergie moyenne pondérée au cours du temps (vert) et sa fluctuation.

La proportion de ces 3 conformations a pu étre estimée, en dénombrantle nombre de conformations
observées dans chacun des « clusters » au cours de la simulation. Il en résulte que la conformation
ou leligand est en liaison avec Cys47 par liaison de ses 2 groupements hydroxyles est donnée comme
majoritaire avec 50% de présence, contre 35% pour la forme liée a 1 liaison Hdont I’angle SG-O,-Og
formé est de 180°, et 15% pour la conformation en interaction avec Glu18 (chaine B) (Figure 70). Une
structure cristallographique est disponible a la PDB (entrée : 4K70) et présente le ligand en liaison

avec Cys47 selon la conformation a une seule liaison H présentant un angle SG-O,-Ogde 180° (bassin

A).182
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Figure 70. Analyse des 3 modes de liaison du ligand 4 TBC avec hPRDX5 par FM.

Gauche : Surface d’énergie libre (FES) du complexe PL en fonction des variables collectives CV1 (Z (A)) et CV3
(angle SG-0O,-0g formé par I’'atome de soufre de la cystéine catalytique, et les deux atomes d’oxygene O, et Og
du ligand). Courbes de niveau dessinées en traits pleins avec un pas de 0.5 kcal.mol™ puis de 1 kcal.mol™ a
partir de 1 kcal.mol ™. Droite : Représentation des 3 conformations de liaison obtenues aprés « clustering »
géométrique de la trajectoire en utilisant une distance seuil de 2A, et représentatives des 2 bassins
énergétiques. Cys47 est représentée par une sphere (van der Waals) jaune, et les conformations de liaisons
colorées en accord avec leur appartenance aux différents bassins d’interactions (A : bleu 36% ; B : orange 50% ;
C:vert 14%).

- Etude del'interaction hPRDX5-4TBC par RMN en solution

L'affinité de 4TBC pour hPRDX5, comme pour les dérivés précédemment étudiés, a été
validée expérimentalement par RMN en utilisant des expériences de type “N-HSQC. La gamme de
concentration utilisée pour le ligand est comprise entre 0 et 3 mM correspondant a une quantité
maximale de DMSO de 5% dans I’échantillon. Lors de I’analyse des déplacements chimiques des
signaux de hPRDX5 en présence de 4TBC, 9 acides aminés ont montrés des CSP supérieures a 0.05

ppm : Alad2, Thra4, Gly46, Cys47, Serd8, Thr50, Glu83, Gly121, et Gly148 (Figure 71).

Comme pour les autres catéchols, les acides aminés perturbés sont au voisinage direct de la cystéine
catalytique : Ala42, Thrd4, Gly46, Serd8, Thr50, incluant la cystéine catalytique Cys47 elle-méme. On
remarque que les acides aminés de I’hélice Leu116 - Phe120 ne présentent pas de perturbation de
déplacement chimique significative. En tracant la valeur des CSPs pour ces 9 acides aminés en
fonction de la valeur du rapport des concentrations [L]/[P], on obtient |'affinité suivante pour le

complexe hPRDX5-4TBC : K, =190 + 40 uM soit un AG°, = -5.1+£0.1 kcal.mol ™.

Nous pouvons condure que les valeurs sont en corrélation avec celles obtenues par FM, dans la
marge d’incertitude déterminée. Ces résultats portant sur I'interaction du 4TBC avec hPRDX5 ont été

publiés en 2016 dans le journal Biochemistry.*®

Page | 144



A) 0.30-

¢ s 0 0 0
(@)
5
(<]

CSP (ppm)

0 2 - 6 8 10 12 14 16

[ligand]/[protéine]

B)

Thr 50 Val 113

m 4”(6: 25{  Alae1

\ ' la 4
& 2 J- -0 s
13 0 | 6 Thr 44 ‘"% ( : écym 47 3

14

15N (ppm)
15N (ppm)

75 1 74 73 79 78 77 76
- THN (ppm)

Figure 71. Interaction du 4TBC avec >N-hPRDX5 (200 uM) étudiée par RMN ®N-HsQC, 3 600 MHz, 28°C,
pH=7 4.

A) Isothermes de liaison des acides aminés impliqués dans l'interaction protéine-ligand. Courbes représentant
la perturbation de déplacement chimique en ppm, en fonction de la quantité de ligand ajoutée exprimée
comme le rapport des concentrations de ligand sur protéine. Point expérimentaux sous forme de losange,
isothermes de liaison théorique associées, pour un modéle 1:1, en courbe pleine. B) 2 expansions de spectres
montrant |’évolution de déplacement chimique des acides aminés Ser48, Thr44, Ala42, et Cys47 lors des
expériences HSQC effectuées avec des ratios de concentrations [4TBC] sur [hnPRDX5] allant de O (bleu) a 15
(rouge).

- Cartographies d’épitopes par expériences STD

En FM, on se base sur la proportion relative des différentes conformations de liaison
observées, afin de mettre en évidence un ou plusieurs modes de liaison prédominants. L'expérience
RMN STD permet elle aussi de détecter une éventuelle conformation majoritaire de liaison par le
biais de la quantité de saturation recue par les différents protons du ligand, au cours de l'interaction.
Nous avons souhaité étudier I'interaction du 4TBC par STD afin de détecter une possible corrélation

avec le mode de liaison prédominant proposé en FM.
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La titration par STD a été effectuée en présence de 10 uM de protéine jusqu'a atteindre une
concentration en 4TBC de 2 mM. Le calcul des facteurs d’amplification STD fs;p (relation 35 p.94)
pour chaque concentration en 4TBC permet d’obtenir les isothermes montrés en Figure 72. |l ressort
qgue, contrairement aux observations faites dans le cas du 4MEC, Hs et Hg sont les protons les plus
saturés a hauteur de 100% contre 60% pour Hs. Si I’on compare ces résultats a ceux obtenus lors du
clustering géométrique effectué lors de la simulation FM du ligand 4TBC avec hPRDXS5, on ne trouve
pas de corrélation directe. En effet, la conformation principale du complexe observée en FM liant SG
Cys47 a 4TBC par 2 liaisons H (50%) montre H; tourné vers I'intérieur du site actif, et Hs/Hg orientés
vers le solvant (Figure 70) qui devraient donc avoir un fs;; moins élevé. Nous discuterons plus loin ce

fait.
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Figure 72. Implication des différents protons aromatiques du 4TBC dans son interaction avec hPRDX5 (10
uM) par expérience STD, a 600 MHz, 28°C, pH=7.4.

Courbes représentant le fsip pour chacun des protons aromatiques de 4TBC en fonction de la concentration en
ligand. Correspondance des points expérimentaux avec une courbe théorique (traits pleins) calculée par une
équation de type hyperboley = Ax /B +x.

- Conclusion sur’étude de I'affinité du 4TBC

Nous avons pu voir avec I’étude du 4TBC qu’il y a une amélioration de I'affinité par rapport
aux ligands CAT et 4MEC mais qui ne vient pas d’'une amélioration des interactions de vdW entre le
groupement tert-butyl et les chaines latérales de I'hélice Leu116 — Phe120 spécifique de hPRDX5 par
rapport aux autres isoformes humaines des PRDXs ou elle est absente. Nous avons obtenu un bon
agrément entre simulation et expérience. L'analyse RMN nous montre que les CSPs les plus
importantes concement bien les acides aminés au voisinage de Cys47 comme dans le cas de CAT et
4MEC mais que le patch hydrophobe Leu116 —lle119 — Phe120 ne subit pas de CSP significative. On

peut imaginer que la molécule ne s’adapte pas de maniére optimale a la géométrie du site actif
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impliquant que le ligand n’arrive pas a rester en contact permanent avec la cystéine et le patch

hydrophobe en méme temps, ce qui empéche la stabilisation de I'état lié du complexe PL.

Nous avons cherché a renforcer les différentes interactions pouvant avoir lieu dans le site actif, entre
le ligand et hPRDX5, tout en donnant un caractere plus flexible au ligand, ce qui nous a mené ala

conception du ligand 4-néo-pentylcatéchol (4NPC).

II. 2. Conception et étude du 4-néo-pentylcatéchol

II.2.1 Conception du 4-néo-pentylcatéchol

Comme nous I’avons vu en introduction, le site actif de hPRDX5 forme une cavité d'acces
direct depuis le solvant. En prenant en compte les acides aminés qui forment ce site actif (Figure 31
p.70) majoritairement hydrophobe, plusieurs interactions sont possibleslors de la formation du

complexe :

- Bien entendu la liaison hydrogene entre donneur et accepteur de protons, qui est la base de
I'interaction des molécules o-catéchol avec hPRDX5, et plus précisément avec le thiolate de

Cys47 située au coeur du site catalytique.

- Des interactions hydrophobes avec les acides aminés de I'hélice Leull6 - Phel120 ainsi
gu’avec Pro19 (chaine B) et Phe79 (chaine B) situées dans le fond de la cavité, vers I'intérieur

de la structure.

- Le n-stacking entre les ligands possédant un motif catéchol, et les acides aminés
aromatiques présents dans le site actif (Phe120 et Phe79 (chaine B)). Le m-stacking est

I'interaction attractive non covalente qui peut étre formée entre 2 cycles aromatiques.

- Enfin, des interactions électrostatiques entre atomes de charges opposées peuvent étre
créées entre les acides aminés possédant une chaine latérale ionisée, et un ligand possédant

un groupement ionique.

La liaison hydrogene formée entre le ligand et la cystéine catalytique est la base de I'interaction avec
hPRDX5. La force de cette interaction va dépendre de son environnement chimique. Plus
particulierement, elle sera en particulier renforcée si elle est « écrantée » du solvant. En effet comme
on peut le voir sur la Figure 73, si le ligand ne s’adapte pas completement au site et que I'eau
pénétre dans cette poche, la force de la liaison H sera diminuée du fait de la compétition avec les
molécules d’eau. Au contraire, si le ligand s’adapte au site et qu’il y a désolvatation a l'interface PL, la

force de la liaison hydrogene sera renforcée car I'eau ne pourra pas (ou moins) diffuser a I'interface
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et entrera en compétition. Dans notre cas, le site de hPRDX5 est majoritairement hydrophobe (Leu,

lle, Phe, Pro, Thr, Gly), ce qui devrait favoriser la désolvatation.

oo ®
° P ® @<« Solvant

L | Ligand

«——— Récepteur
Liaison hydrogene

Temps de résidence
plus important ® [+)

Liaison hydrogéne
écrantée du solvant

Figure 73. Représentation schématique du principe de liaison hydrogéne écrantée du solvant.

L'écrantage du solvant permet de renforcer la force de la liaison H, impliquant des temps de résidence plus
importants des complexes PL. L'écrantage est rendu possible par une optimisation du ligand a la taille et la
forme du site actif. Figure reproduite et modifiée a partir de Pan et al. Drug Discovery Today.

Sur une base intuitive, au vu de la dynamique globale du site actif en interaction avec le ligand, nous
avons cherché a rendre la structure du ligand moins rigide enintroduisant un degré de liberté dans la
structure du ligand. Le but était de potentiellement améliorer I'interaction hydrophobe avec I’hélice
Leull6 - Phel20. Nous avons aussi vu précédemment que l’ajout d'un degré de liberté, en
permettant une plus grande flexibilité du ligand, pouvait mener a une plus grande dispersion des
conformations de I'état lié. Mais les nouvelles conformations rendues possibles par ce degré de
liberté ne pourraient-elles pas aussi amener une sélectivité accrue de l'interaction ? Afin d’obtenir
des éléments de réponse a cette question, nous avons étudié l'interaction du 4-néopentylcatéchol
(ANPC) avec hPRDX5. Partant du 4TBC étudié précédemment, nous avons introduit un degré de

liberté qui joue surle groupement tert-butyl en ajoutant un simple —CH,.

HO /><

HO

4-néo-pentylcatéchol
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La nouvelle torsion autorisée par le groupe méthylene additionnel pourrait améliorer son adaptation
aux mouvements dynamiques de la protéine. Cela devrait aussi lui permettre d’interagir plus
étroitement avec les acides aminés apolaires de I’hélice Leu116 - Phe120 tout en étant un peu plus
long. En permettant au ligand d’occuper une place plus importante dans le site catalytique et en lui
donnant plus de flexibilité au niveau de la chaine alkyle, nous cherchons a favoriser la désolvatation
du site actif pour renforcer I’écrantage du solvant. Nous attendions donc de cette modification une

augmentation du temps de résidence duligand dansle site actif de hPRDXS5.

II. 2. 2 Etude dynamique et statistique de I'interaction 4NPC-hPRDX5

- Simulation de l'interaction du 4NPC par FM

La simulation du 4NPC avec hPRDX5 a été originalement lancée sur une durée de 500 ns,
mais la longueur des évenements de liaison nous a conduit a pousser cette dynamique jusqu’a
atteindre 1lus de simulation pour garantir la convergence et renforcer encore I'échantillonnage des

différentes conformations.

Au cours de cette simulation, 6 événements de liaison ont été observés. Durant ces périodes de
liaison, on peut voir sur le tracé de I’évolution des CV (Figure 74. A) que la valeur de I'angle SG-0,-Og
(CV3) varie de 60° a 180°. Il y a donc alternance des 2 conformations de liaisons observées au cours

'%3 Cette observation est confirmée par

de I'étude des dérivés précédents du catéchol (voir .2 p.108).
le tracé des liaisons hydrogenes formées entre SG Cys47 et 4NPC (Figure 74. B), ainsi que par la
surface d’énergie libre (FES) du complexe PL tracée en fonction des variables CV1 (distance sur I'axe
Z) et CV3 (angle SG-0,-0g) (Figure 75). A partir de 800 ns de simulation, la moyenne pondérée de
I’énergie libre standard de liaison se stabilise, et tend a la convergence vers une valeur moyenne de
AG°=- 6.1 + 0.8 kcal.mol™ soit un K = 60 + 60 pM. La fluctuation importante de cette énergie vient

de la différence d’énergie entre I’état libre et I'état lié. Plus cette différence est importante et plus

grande est la fluctuation de I’énergie libre de liaison.

Le clustering géométrique a permis la mise en évidence de 4 conformations liées différentes
correspondant aux 3 bassins d’interaction visibles sur la FES construite en fonction de CV1 et CV3
(Figure 75). Les deux conformations majoritaires (plus de 60%) sont les conformations correspondant
au ligand lié par une liaison H au thiolate de Cys47 (clusters A et B). Elles sont représentatives du
bassin d’interaction A+B possédant un angle SG-0,-O; de 180°, et différentes de par I’orientation du
groupement néo-pentyl qui pointe soit vers le solvant (cluster B) soit vers la surface de la protéine

(cluster A).
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Figure 74. Analyse de la simulation de lI'interaction du 4-néo-pentylcatéchol avec hPRDX5 par FM.

A) Evolution des CV au cours de la simulation. En rouge (CV1) la distance du ligand surl’axe Z (A), en vert (CV2)
la distance par rapport a ce méme axe (A), et en bleu (CV3) I'angle SG-0,-Og formé par I’atome de soufre de
Cys47 et les deux atomes d’oxygene du ligand (°). B) Liaisons hydrogénes formées entre 4NPC et SG Cys47 au
cours du temps de simulation. C) Evolution du dépét des potentiels de HILLS au cours du temps de simulation.
D) Evolution de I’énergie libre de liaison du complexe PLau cours de la simulation (rouge), et de I’énergie libre
de liaison moyenne pondérée au cours du temps (vert) avec sa fluctuation.
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Figure 75. Analyse des 4 modes de liaison du 4-néo-pentylcatéchol avec hPRDX5 par FM.
Gauche : FES représentant I’énergie libre du complexe en fonction de CV1 et CV3. Courbes de niveau dessinées
avec un intervalle de 1 kcal.mol™. Droite: Représentation des 4 conformations de liaison obtenues apres
regroupement géométrique de la trajectoire en utilisant une distance seuil de 2 A, et représentatives des 3
bassins énergétiques. Cys47 est représentée par une sphere de Van der Waals jaune, et les conformations de
liaisons sont colorées en accord avec leur appartenance aux différents bassins d’interactions (A: bleu; B:
violet; C : orange; D :vert).
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La conformation qui est statistiquement majoritaire est celle présentant le groupement néo-pentyl
orienté vers le solvant (40%), et le motif catéchol orienté vers l'intérieur du site actif. La
conformation liée a SG Cys47 par deux liaisons H (cluster C) n’est pas majoritaire (16%). Elle
correspond a la conformation de liaison la moins observée au cours de cette simulation, tandis que la
conformation qui décrit le ligand en interaction avec Glul8 (chaine B) du second monomere,
représentent les 20% restants (cluster D). Il y a donc une large prédominance du complexe 4NPC-
hPRDX5 lié par le biais d’une seule liaison H par rapport au complexe lié par deux liaisons H, malgré
une énergie de méme valeur. L'interaction secondaire avec Glul8 (chaine B) forme un complexe

d’énergie plus faible de 1 kcal.mol ™.

- Etude dynamique du site actif

La structure du 4NPC a été proposée dans le but d’améliorer les interactions hydrophobes,
mais aussi d’optimiser la flexibilité du ligand a l'intérieur du site actif afin de s'adapter a la
dynamique intrinseque de hPRDX5. Nous nous sommes doncintéressés a la dynamique du site actif
au cours des évenements d’association et de dissociation du 4NPC. Nous avons regardé l'effet du
ANPC sur la géométrie du site actif durant la simulation FM, et comparé les résultats avec ceux
obtenus dans le cas des ligands CAT, 4MEC et 4TBC précédemment étudiés. Pour cela nous avons
mesuré au cours du temps de simulation différentes distances interatomiques. Les atomes ont été
choisis de maniére a ce que les distances puissent refléter I'expansion ou la contraction du site actif.
Ainsi, la cystéine catalytique sert de point central pour la mesure de ces 4 distances : SG Cys47 — CB

Leul16, SG Cys47 —CB 1le119, SG Cys47 —CZ Phe120 et SG Cys47 — CZ Phe79 (chaine B).

Afin de relier les variations de distances aux événements de liaison et de dissociation du complexe, la
distance entre Cys47 et |’un des oxygeénes du ligand (O,) a aussi été représentée (Figure 76). Si dans
le cas du CAT on observe une contraction globale du site actif lors des périodes de liaisons visible par
la diminution des distances interatomiques entre Cys47 et les résidus Leulls, lle119, et Phel20
(encadré orange, Figure 76). Dans le cas du 4MEC et du 4TBC au contraire, le site actif s'élargit en
présence du ligand. Cet élargissement est particulierement visible entre 300 ns et 350 ns dans le cas
du 4TBC et autour de 420 ns dans le cas du 4MEC (encadrés violets, Figure 76). Dans les deux cas les
ligands ne s’adaptent pas complétement a la dynamique interne du site actif puisque leur
assoiciation et dissociation provoquent des variations dans les distances interatomiques. Si 'on
s’intéresse maintenant a l'interaction du 4NPC, les distances interatomiques ne sont pas affectées
par la liaison du ligand a l'intérieur du site actif, méme lors de longues périodes comme celle visible
entre 650 et 750 ns. Le degré de liberté apporté au systeme entre le 4TBC et le 4NPC permet donc

une meilleure adaptation duligand dans la cavité catalytique.
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Figure 76. Dynamique interne du site actif par suivi de distances interatomiques en fonction du temps de
simulation (ns) pour les 4 ligands suivants : CAT, 4MEC, 4TBC et 4NPC.

La distance entre SG Cys47 et O, du ligand est tracée en noir. La contraction du site est signalée par un encadré
orange, et son expansion par des encadrés violets. Les distances entre SG Cys47 et les acides aminés du site
actif considérées, sont tracées avec les couleurs correspondantes signalées.
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II. 2. 3 Synthese du 4-néo-pentylcatéchol

La FM indiquant que le 4NPC aurait une affinité pour hPRDX5 proche du micromolaire, nous
avons souhaité obtenir une vérification expérimentale, et vérifier les acides aminés impliqués dans
I'interaction. Cette molécule n’étant pas disponible commercialement, nous avons effectué sa
synthése en collaboration avec I’équipe de S. VIDAL a I'Institut de Chimie et Biochimie Moléculaires
et Supramoléculaires (ICBMS). La synthése du 4NPC a été effectuée en 3 étapes, comme décrit en
partie lll.1. du chapitre Il. Le produit désiré a été obtenu sous forme d’un solide incolore avec un
rendement global de réaction de 33%. Les intermédiaires réactionnels ainsi que le produit final ont
été caractérisés par CCM, RMN, et ESI-MS. Les caractérisations du produit final sont données en

Annexe 5.

II. 2. 4 Etude expérimentale par RMN

Nous avons tout d’abord mesuré les CSP induites par le 4NPC sur les signaux de la protéine
N-hPRDX5 par ‘H">N-HSQC. Cela a pour but de quantifierla perturbation subie par les acides aminés
de hPRDX5 lors de linteraction, et donc de localiser les acides aminés les plus impactés par
I'interaction du 4NPC. D’autre part, en utilisant I’'expérience 'H-STD, nous avons voulu mettre en
évidence un ou plusieurs modes de liaison prédominants par la mesure du fs;, de chacun des protons
aromatiques. Les protons ayant le fsp le plus grand seront ceux qui auront subi le plus gros transfert

de saturation et donc serontles plus proches spatialement de hPRDX5.

- Interaction du 4NPC pour hPRDXS5 : étude des CSPs par 1sN-HSQC

N-hPRDX5 (110 uM) a été titrée en présence de 4NPC, jusqu’a atteindre une concentration
de 1.5 mM de 4NPC, pour un ratio de concentrations [L]/[P] de 14. On note que les CSPs observées
sont nettement plus importantes que dans le cas du 4TBC. Les acides aminés ayant les signaux les
plus perturbés par I'interaction sont: Ala42, Thrd4, Gly46, Cys47, Serd8, Thr50, Leull6, lle119,
Phel120 et Gly148 (Figure 77). On retrouve donc les acides aminés présents dans I’environnement
direct de la cystéine catalytique Cys47 (résidus 42 a 50), mais aussi cette fois, les acides aminés
constituant I'hélice Leu116 - Phe120 hydrophobe. L’analyse des CSPs pour ces résidus méne a un
AG®, = - 6.6 £ 0.2 kcal.mol ™ soit un K, = 17 + 7 uM, du 4NPC pour hPRDX5. Cette valeur est a nouveau
en bonne corrélation avec I'affinité prédite par FM. En comparant les CSPs induites dans le cas du
4TBC et du 4NPC, on observe donc que I’amélioration de I’affinité est accompagnée d’une quantité
plus importante de perturbation sur I’hélice hydrophobe Leul116 - Phe120, mais aussi au niveau du
site actif. Cette augmentation de CSP des résidus situés dans I'environnement de Cys47 peut étre le

reflet de I’amélioration de la stabilité de laforme liée du complexe PL.
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Si I’'on considere les agrandissements montrés en Figure 77, on remarque que le systéme est toujours

en échange rapide car aucun dédoublement ou disparition de signal RMN n’est observé.
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Figure 77. Résultats de I'affinité du 4NPC pour hPRD5 obtenus expérimentalement par RMN en solution.

A) Isothermes de liaison représentés comme la quantité de perturbation de déplacement chimique (ppm) en
fonction de la quantité en ligand exprimée comme le rapport des concentrations en ligand et en protéine.
Correspondance des points expérimentaux avec des courbes théoriques de fonction hyperbole. B) Deux
agrandissements du spectre 15N—HSQC centré sur les acides aminés Ala42 et Cys47 (gauche), et Thr44 et Thr50

(droite). Superposition des 8 spectres, du bleu (protéine libre) vers le rouge (protéine saturée en ligand).

- Etude de la cartographie d’épitopes par STD

L'expérience STD a été effectuée en présence de 10 uM de protéine, et des ajouts croissants
de 4NPC jusqu’a atteindre 1.1 mM. Le calcul des fs;p puis le tracé desisothermes de liaison de chaque
proton aromatique du ligand en fonction de sa concentration ajoutée nous donne les résultats

visibles en Figure 78. Les protons Hs et Hg sont les deux protons qui subissent un transfert de
Page | 154



saturation plus important, a hauteur de 90% et 100%, contre seulement 30% pour le proton Hs. Si
I’'on correle ces résultats avec les différents clusters détemminés par FM, on retrouve la

prédominance des clusters A et B (Figure 75).

En effet dans ces deux conformations A (bleu) et B (violet), les protons Hs et Hg sont orientés vers
hPRDX5, proches de Cys47, tandis que le proton H; est orienté vers le solvant. Il est donc logique que
ce proton subisse un transfert de saturation moins important. Par rapport aux résultats obtenus pour
I'interaction du 4TBC avec hPRDX5, on remarque que l'implication de H; est nettement plus

discriminée, qui pourrait étre dlie a une dispersion moins grande des conformations liées que dans le

cas du 4TBC.
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Figure 78. Résultats obtenus par expériences RMN STD pour l'interaction de 4NPC avec hPRDX5.

A) Courbes représentant fsip pour les protons aromatiques de 4NPC en fonction de la concentration en ligand.
Correspondance des points expérimentaux avec une courbe théorique (traits pleins) calculée par une équation
de type hyperbole y = A x / B + x. B) Superposition des spectres 1D et STD au niveau des protons aromatiques
pour une concentration en 4NPC de 1.2 mM.

II. 3. Optimisation du 4-néo-pentylcatéchol par MD

Les résultats obtenus dans le cas du 4NPC sont encourageants sur le caractere prédictif des
protocoles de MD, mais I'affinité de ce ligand pourrait-elle étre encore améliorée ? Dans la
conception du 4NPC nous avons réussi a améliorer les interactions de vdW entre le ligand et I’hélice
Leul16 - Phe120, induisant une meilleure stabilité du complexe lié et menant a une affinité de |’ordre
de 20 uM. L'ajout du degré de liberté sur la chaine aliphatique en position 4 du cycle aromatique a

permis au fragment 4NPC de s’adapter a la dynamique intrinseque du site actif de hPRDX5.
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Nous avons vu en chapitre | que pour développer un hit, il est possible d’ajouter des groupements
fonctionnels afin de chercher a améliorer les propriétés ADMET ou la LE en augmentant le nombre
d’interactions entre le ligand et la protéine. Le but est de stabiliser la forme liée et d’'améliorer le
temps de résidence moyen £g du ligand. Nous avons mis en évidence une interaction secondaire
récurrente avec Glul8 de la chaine B de I’homodimére. Nous avons alors cherché a développer le
fragment 4NPC afin qu’il puisse se lier a la fois a Cys47 et a Glu18 (chaine B), tout en conservant les
interactions de vdW formées avec I'hélice Leu116 - Phe120. L'augmentation de la taille du ligand
pourrait aussi permettre de discriminer I’'un des 2 modes de liaison par rapport a I’autre. Plusieurs
étapes de développement ont été effectuées afin d'observer l'influence de chacune des

modifications apportées a la structure duligand.

I1. 3.1 Etude du 6-(néopentyl)biphenyl-3,4-diol et de dérivés

- Etude de I'affinité du 6-(néopentyl)biphenyl-3,4-diol par FM

Nous avons vu précédemment que dans la cavité du site actif se trouvaient des acides aminés
hydrophobes, dont des acides aminés aromatiques comme Phe120 et Phe 79 (chaine B). Pour cette
raison, nous avons choisi d’introduire un second cyde benzénique afin de former des interactions
attractives non covalentes de type vdW avec ces résidus grace aux électrons m délocalisés des cycles
aromatiques (le m-stacking, Figure 79). De plus, lors du criblage RMN effectué en 2010 au
laboratoire, plusieurs molécules de type biphényl avaient été trouvées comme ayant une possible

affinité pour hPRDX5.”"

| 3
=
L
Sandwich T-shaped Parallel-displaced
(8) (T) (PD)

Figure 79. Différentes interactions non covalentes attractives possibles entre deux cycles aromatiques : le «
n-stacking ».

n-stacking entre deux cycles benzéniques, selon leurs position |’un par rapport a l’autre : I'interaction sandwich
(S), l'interaction en T (T), et I'interaction paralléle décalée (PD). Linteracton S semble étre la plus favorable car
le recouvrement est maximal, mais elle est la moins observée expérimentalement. Une étude théorique de
I’énergie d’interaction de ces trois configurations de dimere benzénique indiquerait que les configurations S et

DP seraient plus favorables énergétiquement (-2.6 kcaI.moI'l) que la configuration S ( -1.7 kcal.mol'l).189
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L'ajout de ce cycle aromatique peut mener a une diminution de la LE en comparaison du 4NPC si
AG°, n’est pas améliorée, puisque 6 atomes lourds sont ajoutés. Cependant, cela pourrait étre
compensé par un gain plus important d’affinité grace aux interactions de vdW aromatiques possibles
en plus de I'interaction hydrophobe existante entre I'hélice Leu116 - Phe120 et le groupement néo-
pentyl en position 4 du catéchol. L'ajout de nouvelles interactions pourrait conduire a une plus
grande stabilisation du complexe PL ainsi qu’une augmentation du temps de résidence pour cette

structure qui s’éloigne du type « fragment » et qui pourraitformer plus d’interactions de surface.

an

HO OH

6-(néo-pentyl)biphényl-3,4-diol

L'analyse de la simulation FM du 6-(néopentyl)biphenyl-3,4-diol (6NBD) avec hPRDX5 nous indique
qgue ce ligand posséde une structure tridimensionnelle trop grande pour le site actif du fait de
I’arrangement des deux noyaux aromatiques plans.

Un seul évenement de liaison a pu étre enregistré, d’une durée de 100 ns au cours duquel un
échange de conformation a eu lieu. Nous avons de plus remarqué que lors de la liaison a Cys47 par
une liaison H (angle SG-0,-Og de 180°), le passage brusque a la seconde conformation de liaison par

création de la seconde liaison H (angle SG-0,-Og de 60°) se faisait de maniére instantanée.

Le AG°, de ce complexe s'assimile a|’affinité du dérivé 4NPC étudié précédemment, voir légerement
meilleure : AG%=- 6.9 + 0.4 kcal.mol™ soit K, = 14 + 10 nM.

La FES du complexe du 6NBD avec hPRDX5 en fonction des CV 1 et CV 3 montre une différenciation
en termes d’angle (bassins entre 30 et 60° puis autour de 120°), mais pas en termes de distance sur
I’axe Z du fait de la définition du centre de masse du 6NBD (Figure 80). En effet, le centre de masse
de 6NBD se trouve a une distance d’environ 17 A sur Z s’il est en interaction avec Cys47, de méme
que s'il esten interaction avec Glu18 (chaine B). L’analyse de la trajectoire n’a montré aucune preuve
d’interaction entre le ligand et les résidus aromatiques Phe120 et Phe79 (chaine B). Notre hypothése
est donc que le ligand serait trop rigide pour se positionner dans le site actif de fagcon a interagir ala
fois avec I'hélice Leull6 - Phel20 par le biais du groupement néo-pentyl et avec les résidus
aromatiques. Une fois lié a Cys47, sa taille et sa rigidité lui empéchent de modifier son orientation de

facon a optimiserlesinteractions formées ou a en former de nouvelles.
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Figure 80. Surface d’énergie libre du complexe 6NBD —hPRDX5 au cours de la simulation FM.

FES tracée en fonction des variables collectives CV1 (Z (A)) et CV3 (angle SG-0,-Og formé par I’atome de soufre
de Cys47, etles atomes d’oxygene O, et Ogde 6 NBD). Courbes de niveau dessinées en traits pleins avec un pas
de 1 kcal.mol™.

- Etude du 4-benzyl-5-néopentylcatéchol par FM

Afin de diminuer la rigidité du ligand par rapport au 6NBD, nous avons alors choisi
d’introduire un groupement méthyléne afin de rendre possible la rotation du second cycle
benzénique. Ayant eu un impact positif dans le cas du ligand 4NPC par rapport au ligand 4TBC, nous

avons réitéré I’expérience sur ce ligand 4-benzyl-5-néopentylcatechol (4B5NPC).

Osy ¢t

HO OH
4-benzyl-5-néo-pentylcatéchol

Dans le cas présent, apres 600 ns de simulation 4 évenements de liaison ont été détectés : 3 courts
événements (< 10 ns) avec formation d'une seule liaison H, et une période de 50 ns pendant laquelle
le ligand était lié par deux liaisons H. Nous avons aussi observé lors de I'analyse de la trajectoire que
le ligand 4B5NPC formait de nombreuses interactions faibles en surface de hPRDX5. En calculant
I’énergie libre de liaison de ce complexe pour hPRDX5, on obtient une énergie libre de liaison du
méme ordre de grandeur, mais plus faible que celle obtenue pour le ligand 6NBD : AG°,=- 6.3+0.8

kcal.mol™ soit un K, = 50 + 50 puM.
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L'introduction de ce degré de liberté n’a donc pas eu pour effet de faciliter I'adaptation du ligand a
I'intérieur de la cavité. La nouvelle torsion introduite induit une augmentation significative de la taille
du ligand qui a encore plus de mal a se positionner dans le site actif, et amene de nombreuses
interactions de surface sans effet bénéfique. De plus, le noyau aromatique n’a montré la formation

d’aucune interaction de type aromatique (rt-stacking) avec ce degré de liberté supplémentaire.

- Etude du 4-néopentyl-5-(phénylamino)catéchol

Aprés avoir introduit un degré de liberté supplémentaire entre les noyaux benzéniques, sans
effet bénéfique sur I'affinité PL, nous avons modifié la nature de I’atome autorisant ce nouveau
degré de liberté. Nous avons introduit un atome d’azote qui permettrait d’augmenter la lipophilie du

ligand en comparaison du dérivé précédent, et d’apporter de nouvelles propriétés électroniques

L,
/\*/

4-néo-pentyl-5-(phénylamino)catéchol

dues a la réactivité de |’azote.

HO
OH

1400 ns (1.4 ps) de simulation ont été nécessaires a I'observation de 5 événements de liaison dont 3
d’environ 120 ns entre le 4-néopentyl-5-(phenylamino)catechol (4N5PC) et hPRDXS5, indiquant une
augmentation significative du £z apparent. La longueur de ces événements de liaison a aussi pour
conséquence un trés bon échantillonnage de I'état lié et donne lieu a une énergie libre de liaison

movyenne a la convergence de AG®, =- 8.0 + 1.0 kcal.mol ™ soit un K, =3 + 1 uM.

La surface d’énergie libre du complexe en fonction des variables collectives CV1 et CV3 montre une
énergie bien différenciée des 2 minima énergétiques : une énergie plus faible de 2 kcal.mol™ au
niveau de laliaison avec la Cys47 en comparaison avec l'interaction avec Glul8 (chaine B) (Figure 81).
Considérant les différentes conformations de liaison mises en évidence par le dustering
géométrique, on peut voir que le noyau aromatique ne forme toujours aucune interaction avec
d’autres acides aminés aromatiques (Figure 81). Cependant, le remplacement du groupement
méthyléne par un groupement amine a permis une amélioration de |’affinité pour hPRDX5 de |’ordre

de 1 kcal.mol™ par rapport au ligand 6NBD étudié précédemment.
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Figure 81. Analyse de l'interaction du 4-néopentyl-5-(phénylamino)catéchol avec hPRDX5.

Gauche : FES représentée en fonction de la distance sur I'axe Z (&) (CV1) et de I’angle SG-0,-Og (°) (CV2).
Courbes de niveaux dessinées avec un pas de 1 kcal.mol™. Droite: les 4 conformations de liaisons
représentatives des minima énergétiques avec leur proportion relative de présence pour cette simulation.
Atome SG Cys47 représenté sous forme d’'une sphére de van der Waals jaune.

Tout comme nous I’avions fait dans le cas du 4NPC, nous avons étudié I'impact de l'interaction de
4ANS5PC sur la dynamique du site actif afin de voir si I’ajout du cyde benzénique n’induit pas une
déformation du site actif. Il en résulte que le ligand s’adapte tout autant que le 4NPC malgré une
structure tridimensionnelle plus volumineuse. En effet les distances entre les acides aminés
entourant le site actif restent stables durant les périodes de liaison (Figure 82). Aucun nouveau type

d’interaction n’a été détecté lors de cette simulation.
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Figure 82. Dynamique du site actif en présence du 4-néopentyl-5-(phenylamino)catechol.

Distances mesurées entre Cys47 et les acides aminés Leull6, 1le119, Phel20 et Phe79 (chaine B) (A) et
colorées comme indiquées sur le graphique. Distance entre la cystéine catalytique et le ligand selon I'axe Z de
I’entonnoir en ligne noire, et mise en évidence des évenements de liaison.
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L'augmentation de I’affinité observée est donc peut étre uniquement due a 'augmentation de la
taille du ligand, et aussi peut étre du fait de I'écrantage du solvant. Cette amélioration peut aussi
venir de la formation privilégiée de la conformation liée par le biais de deux liaisons H ( conformation
A, Figure 81) en comparaison des autres dérivés qui étaient jusqu’a présent en échange entre deux

conformations lors de leurliaison avec Cys47.

Au vu de la forte affinité estimée par FM de ce ligand pour hPRDX5, nous avons souhaité étudier son
interaction par RMN afin de quantifier les CSPs induites. Cette molécule n’étant pas disponible
commerdalement, elle a été synthétisée a I’lCBMS de Lyon, dans le cadre de notre collaboration avec
le DrS. Vidal (Figure 40 p.90). Le produit a été isolé sous forme d’un mélange des formes oxydée et
réduite, sous forme de solide rouge brique. Cette propriété rédox n’avait pas été vraiment prévue a
I’origine. L’atome d’azote favorise la délocalisation des électrons du cycle catéchol et va induire la

formation de la forme oxydée quinoneimine selon I'équilibre 40 d’oxydoréduction ci-aprés.

A'W
HO oxydation
+ 2e + 2H' 40
~ & [40]

HO NH reductlon

Dans notre protocole RMN, I'enzyme hPRDX5 doit étre sous forme réduite. Le TCEP maintient réduit
le 4N5PC. Cependant, méme en présence d'un excés de réducteur, I'oxygéne de l'air suffit a
consommer |’'exces de réducteur et les échantillons RMN doivent étre préparés sous atmosphere
inerte (N, ou Argon). L’oxydation du ligand par I’oxygéne pouvant mener a l'oxydation partielle de la
protéine, les quantités de ligand et de protéine réduites en solution ne peuvent étre considérées

cette fois comme constantes.

De plus, des précipités ont été observés contenant du 4N5PC sous forme oxydée. L’ affinité du 4N5PC
pour hPRDX5 calculée par ‘H-"N HSQC comme étant de K, = 100 + 30 pM est donc, selon notre
hypothese, sous-estimée puisque la quantité réelle en ligand est bien inférieure a celle introduite en
solution. Cela laisse a penser que |’affinité réelle de ce ligand pour hPRDX5 peut atteindre le

micromolaire.
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I1.3. 2 Etude de dérivés du 4-néopentyl-5-(phénylamino)catechol par FM

Le dérivé 4AN5PC ayant donné lieu par FM a une affinité estimée améliorée pour hPRDX5 par
rapport au ligand 4NPC tout en permettant de favoriser un mode de liaison particulier, nous avons
décidé de conserver la structure de ce ligand pour de futures optimisations. Pour aller plus loin, nous
avons introduit de nouvelles fonctions chimiques en position para du cyde benzénique afin de
diminuer son hydrophobicité. Ont été étudiés une fonction amine primaire R—NH,, une fonction
carboxylate R—COO’, et une fonction méthylammonium R-CH,—NH3". Ces molécules ont été

modélisées et leur affinité pour hPRDX5 estimée par FM.

- Etude desligands 4-[(4-aminophényl)amino]-5-(néo-pentyl)catéchol et 4-

{[2-(néo-pentyl)-4,5-dihydroxyphényl]amino}benzoate par FM

Nous avons tout d’abord introduit un groupement amine en position para de I'aminophényl.
Il faut noter que cette amine étant rattachée au cycle benzénique, elle posséde les propriétés de
I’aniline. Son doublet non liant étant alors délocalisé, a pH=7.4 le groupement amine est sous forme
basique non protonée NH, (pKa = 4.6). L'aniline étant une base faible a la fois donneuse et
accepteuse de liaisons H, elle pourrait hypothétiquement former des interactions ioniques avec les
acides aminés hydrophiles acides (Asp, Glu, Cys) ou basiques (Arg, His, Lys), ainsi que des liaisons H.
Nous avons par la suite introduit a cette méme position un groupement carboxylate cara pH= 7.4 un
acide carboxylique est ionisé et présent sous forme COO". Le groupement carboxylate étant une base
faible accepteuse de liaisons H, hydrophile et électriquement chargé, il pourrait former des liaisons

H, ou desinteractions de type coulombiennes avec des résidus Arg.

Les ligands que nous avons étudiés sont le 4-[(4-aminophényl)amino]-5-(néo-pentyl)catéchol (Hit 1)
et le 4-{[2-(néo-pentyl)-4,5-dihydroxyphényl]amino}benzoate (Hit 2). L'interaction de ces ligands avec

hPRDX5 ont été simulées par FM, et les résultats d’affinité ont été regroupés dans le Tableau 9 ci-

H,N )
o}
NH

HO

dessous.

NH

HO

OH OH

4-[(4-aminophényl)amino]-5-(néo-
pentyl)catéchol

Hit1l

4-{[2-(néo-pentyl)-4,5-
dihydroxyphényllamino}benzoate

Hit 2
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Tableau 9. Résultats d’affinité des ligands Hit1 et Hit2 pour hPRDX5 estimés par FM

: ?:tﬁai?or AG%, Ko
Ligand (ns) (kcal/mol) (1M)

Hit1 500 -5.7+0.5 100 + 150

Hit 2 500 -4.8+0.2 330 + 150

Dans le cas du Hit 1, seulement 3 évenements de liaison (entre 10 et 50 ns) ont été observés, avec un
tr plus faible que celui observé pour le ligand sans amine. Pour le Hit 2, 5 périodes de liaison ont eu
lieu, durant lesquelles les deux conformations de liaison sont visibles (a 1 et 2 liaisons hydrogenes).
Les événements sont de courte durée, (10 a 50 ns), tout comme le Hit 1, et I'affinité pour hPRDX5 est
moins bonne. En cartographiant I’énergie libre de liaison de ces ligands en interaction avec
hPRDX5 en fonction des variables collectives CV1 et CV3, on retrouve dans les deux cas 2 bassins
d’énergie distincts correspondant aux interactions avec Cys47 (par le biais de 1 ou 2 liaisons H) et
Glu18 (chaine B). Cependant dans le cas du Hit 1, le bassin d’énergie correspondant a l'interaction
secondaire avec Glul8 (chaine B) est de plus faible énergie, ce qui veut dire que I'interaction de ce
ligand avec Glul8 (chaine B) est plus forte que son interaction avec Cys47 (Figure 83). Le peu de
liaisons formées avec Cys47 au cours de la simulation FM n’aura sans doute pas permis un
échantillonnage assez important de ce bassin énergétique au vu de I'espace non visité (Figure 83) et
des répulsions électrostatiques possibles entre le groupement carboxylate et les résidus Glu et Asp

de hPRDXS5.

Energie (kcal/mol)

180 12
150 10
6’ 120 8
§

d 90 6
7]

% 60 [ 4
| —
<

30 | 2

0 \ A v/ / L 0

10 15 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35 40
Distance sur Z (A) Distance sur Z (A)
1 Interaction avec Glu18 (B) 1 |Interaction avec Cys47

Figure 83. Surfaces d’énergie libre de liaison des ligands Hitl et Hit2 en interaction avec hPRDX5 lors de la
simulation FM.
FES tracées en fonction des variables collectives CV1 (Z (A)) et CV3 (angle SG-O-Og formé par I'atome de soufre
de Cys47, et les deux atomes d’oxygene O, et Og du ligand). Courbes de niveau dessinées en traits pleins avec
un pas de 1kcal.mol™. Zones non explorées par le ligand plus importantes dans le cas du Hit 2, probablement
causées par des répulsions éectrostatiques en surface de hPRDX5.

Page | 163



De méme, |'analyse de la FES en fonction des CV1 et CV3 nous montre que les bassins d’énergie
correspondants a l'interaction du Hit 2 avec Glul8 (chaine B) sont de méme énergie que ceux
correspondant a l'interaction avec Cys47, voire plus faible. L'ajout des groupements —COO™ et —-NH,
n’apportent pas de nouvelles interactions a lintérieur du site actif permettant d’améliorer la
stabilisation de I'état lié, et tendent méme a délocaliser I'interaction vers Glul8 (chaine B), en
surface de hPRDX5. Enfin, la taille de ces ligands de type « drug-like » est telle que I’échantillonnage
de I'espace est limité, tandis que les interactions de surface prennent plus d’importance (Figure 83).
Cela peut expliquer la diminution de I'affinité apparente observée de ces ligands Hit 1 et Hit 2 pour

hPRDX5.

- Etude del'interaction du (4-{[2-(néo-pentyl)-4,5-

dihydroxyphényllamino}phényl)méthanaminium avec hPRDXS5 par FM

Nous avons choisi d’introduire id un groupement chargé positivement afin d’avoir la
possibilité de former des interactions ioniques plus spédalement avec la chaine latérale de Glul8
(chaine B), tout en maintenant le groupement catéchol dans la cavité catalytique. Notre choix s’est
porté sur le groupement méthanaminium pour le pKa de I'amine primaire (pKa = 10.7), ainsi que
pour sa praticitt de synthese. le ligand étudié est le (4-{[2-(néo-pentyl)-4,5-

dihydroxyphényllamino}phényl) méthanaminium (Hit 3).

NH

NH

HO
OH

(4-{[2-(néo-pentyl)-4,5-dihydroxyphényl]amino}phényl)méthanaminium
Hit3

La simulation FM de 700 ns du Hit 3 avec hPRDX5 a permis de comptabiliser 6 évenements de liaison,
avec un tg moyen apparent plus faible que dans le cas du 4NSPC (Figure 84.A). L’énergie libre
absolue de liaison estimée en fin de simulation pour le complexe Hit3-hPRDX5 est proche de celle
obtenue pour le dérivé 4N5PC : AG®, = - 8.2 + 1.0 kcal.mol™ correspondant a un K, = 3 + 3 pM. Ce
résultat présente une fluctuation de I'énergie libre de liaison moyenne, qui provient d’'un événement
de liaison visible entre 500 ns et 600 ns. Nous avons pu remarquer que la fluctuation de I'énergie est
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plus grande pour les ligands ayant des évenements de liaison de longue durée. Dans le cas présent,
I’énergie moyenne pondérée au cours du temps reste stable en fin de simulation et converge vers

cette valeur moyenne (Figure 84.B).

En regardant la cartographie de I'énergie libre de liaison en fonction des variables CV1 et CV3, on
peut distinguer de maniere plus nette les bassins d’énergie correspondant respectivement a
I'interaction avec Cys47 (bassins A et B) et avec Glu18 (chaine B), (bassin C) maintenant séparés de 4
kcal.mol™. Si 'on regarde en fonction de I’angle SG-O,-O, les deux conformations de liaison (A et B)
gui ont été bien échantillonnées sont de méme énergie, ce qui ne laisse pas présager d’une meilleure
sélectivité de la conformation de liaison (Figure 84.C). Enfin, on peut remarquer que malgré sa taille,
plus grande que le ligand 4NPC par exemple, le Hit 3 a pu échantillonner la quasi-totalité de I'espace
lors de la simulation FM. Par clustering géométrique, on trouve les 3 conformations de liaison
observées pour I’'ensemble des autres dérivés catéchols : les deux conformations de liaison A et B
avec Cys47 (par le biais de une ou deux liaisons hydrogenes), et la conformation de liaison C en
interaction avec Glul8 (chaine B) (Figure 84.D). La conformation liée par une seule liaison hydrogéne
(A) est dans le cas présent prédominante en terme de présence puisqu’elle représente 47% des
conformations liées, contre 16% pour le second mode de liaison observé avec Cys47 par le biais de 2
liaisons H. Le duster représentatif de I'interaction secondaire avec Glul8 (chaine B) reste fortement
représenté avec 37% des conformations liées. Il est aussi possible de visualiser la conformation du
ligand en interaction avec Cys47, tandis que le groupement méthanaminum est en interaction avec
Glu18 (chaine B), ce qui était la conformation recherchée mais qui reste pour le moment en trés

faible proportion et n’est donc pas visible dans les clusters.

En comparaison du ligand catéchol initialement étudié, les modifications structurales apportées
jusqu’a I'étude de ce Hit 3 par FM ont donné lieu a une amélioration de |’affinité pour hPRDX5 d’un

facteur 1000 environ, atteignant a présent un K, de I’ordre du micromolaire, estimé par FM.

Pour aller plus loin, il faudrait mettre en évidence d’autres interactions de surface possibles dans

I’environnement du site actif, sans pour autant déstabiliser la forme liée du complexe.
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Figure 84. Analyse des modes de liaisons majoritaires du Hit 3 dans le site catalytique de hPRDX5, et
visualisation de I'énergie de liaison du complexe associé.

A) Liaisons hydrogenes formées entre Hit 3 et SG de Cys47 au cours du temps de simulation (ns). B) Evolution
de I’énergie libre de liaison du complexe PL au cours de la simulation (rouge), et de I’énergie libre de liaison
moyenne pondérée au cours du temps (vert) avec sa fluctuation. C) FES du complexe Hit 3 —hPRDX5 tracée en
fonction des variables collectives CV1 (Z (A)) et CV3 (angle SG-0,-Og formé par I’atome de soufre de la cystéine
catalytique, et les deux atomes d’oxygéne O, et Ogdu ligand). Courbes de niveau dessinées en traits pleins avec
un pas del kcal.mol ™. D) Les 3 conformations de liaisons représentatives des minima énergétiques visibles sur
la FES et leur proportion relative de présence pour cette simulation. Atome SG de Cys47 représenté sous forme
d’une sphere de van der Waals jaune. Groupements : R=aminophénylméthanaminum ; R’ = neopentyl.
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II. 4. La FM pour l'optimisation des petites molécules bioactives

Aprés avoir démontré dans le premier chapitre de résultats que la FM permettait d’une part
I’estimation de I'affinité de maniére quantitative, et d’autre part I'étude statistique des modes de
liaison et des interactions mises en jeu, I'un des objectifs de ma thése était d’utiliser ces données
pour optimiser les molécules fragments étudiées afin d’en améliorer I'affinité pour hPRDX5. En effet,
le nombre de traitements existant contre I'inflammation post-ischémique cérébrale étant limité, il

est aujourd’hui capital d’identifier de nouveaux inhibiteurs comme potentiels médicaments.

Nous avons vu dans les résultats présentés dans cette partie que par l'optimisation du fragment
catéchol, nous avons pu atteindre une affinité micromolaire pour hPRDX5 grace aux informations
données par la FM (Tableau 10 et Figure 85). A partir de I'étude de fragments simples tels que les
cyclohexane-1,2-diols et le gallate d'éthyle, nous avons vu que la présence du cyde aromatique et de
la position 1,2 des groupements hydroxyles sur ce cycle était capitale pour maintenir une interaction
avec Cys47, afin de conserver une analogie avec I’état de transition de la réaction de réduction de

H,0, catalysée par hPRDX5 (voir chapitre |, p.72).

Par la suite, nous avons constaté que I'on obtenait de meilleures affinités lorsque le groupement en
position 4 du cycle aromatique était apolaire, typiguement un groupement alkyle. En effet lorsque le
ligand est en liaison avec Cys47, ce substituant peut-étre orienté face a I’hélice Leul116 — Phe120
délimitant I’un des cotés du site actif, pour former des interactions de vdW de type hydrophobes qui
ont pour conséquence de stabiliser I'état lié du complexe. Ces premieres expériences ont menées a
la synthése du 4NPC, pour lequel l'introduction d’un degré de liberté a permis une premiere
amélioration significative de I’affinité simulée, confirmée par RMN. L'étude de I'iso-propylcatéchol
nous a aussi donné des résultats trés prometteurs. Nous avons déterminé une affinité pour hPRDX5
de AG°, =- 6.6 + 0.2 kcal.mol™ similaire a celle du 4NPC, et le ligand étant plus petit (11 atomes
lourds contre 13 pour le 4NPC), cela donne lieu a une LE améliorée en comparaison du 4NPC, et

significativement meilleure que celle du catéchol (voir chapitre |, p.42):
LECAT = 30/8 =0.38 < LE4NPC= 61/13 =0.47 < LEipc= 66/11 =0.60

Néanmoins vu la difficulté de synthése de ce fragment nous avons préféré nous baser sur la structure

du 4NPC pourla suite de la conception.
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Tableau 10. Bilan de toutes les molécules testées par FM dont I’affinité pour hPRDX5 a été calculée

Tempsde pernijéres X ns °

Ligand simulation  our calcul 46 o

T affinits (kcal/mol) (mM)
catéchol 500 100 -3.0+0.2 6.9+2.1
4-méthylcatéchol 500 100 -4.2+0.3 0.9+0.4
2-phénylpropan-2-ol 500 100 -19+0.3 36+9
benzéne-1,2-diméthanol 300 50 -2310.1 22 +6
gallate d’éthyle 500 100 -5.6+1.1 30+50
cyclohexanediol-cis 300 150 -2.8+0.5 12+9
cyclohexanediol-trans 500 100 -29%0.5 12+11
:Ez?q(j:"di hydroxypheny) 500 150 -5.8%1.1 0.3£0.9
4-aminométhylcatéchol 500 150 -2.11£0.6 40+44
4-éthylcatéchol 500 150 -3.6+0.7 3+2
4-jso-propylcatéchol 600 120 -6.6+1.0 0.02 £0.02
4-iso-butylcatéchol 500 150 -4.3+0.7 0.8+ 0.6
4-tert-butylcatéchol 500 100 -5.5+0.9 0.11 +£0.09
4-néo-pentylcatéchol 1000 400 -6.1+£0.8 0.06 £0.06
6-(néo-pentyl)biphényl-3,4-diol 600 200 -6.9+04 0.01+0.01
4-benzyl-5-(néo-pentyl)catéchol 600 200 -6.3+0.8 0.06 £0.06
?;i\’;é:;lzmt:;))'; chol 1400 500 82408  0.002 £ 0.001
4[(a-aminophényl)amino]-5-(néo- 500 100 -57+05  011£0.14
pentyl)catéchol
4-{[2-{néo-pentyl)-4,5- 500 100 -48+02  0.330.15

dihydroxyphényllamino}benzoate

(4-{[2-(néo-pentyl)-4,5-
dihydroxyphényllamino} 700 200 -8.2+1.0 0.003 + 0.003
phényl)méthanaminium

AG®, =Valeur de I’énergie libre standard de liaison pondérée, prise sur les X derniéres ns de simulation.
Kp = Valeur de la constante de dissociation du complexe PL pondérée au cours du temps, prise sur les X
derniéres ns
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Figure 85. Structures des ligands dont I’affinité pour hPRDX5 a pu étre estimée par FM lors de cette étude.
Structures des fragments étudiés, et leur dénomination correspondante.
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Ayant optimisé au mieux les interactions possibles pour cette molécule fragment, nous avons ensuite
augmenté sa structure tridimensionnelle pour tenter de créer de nouvelles interactions avec
hPRDX5. Ainsi, I'ajout d’un second substituant en position 5 du catéchol a été étudié dans le but
d’augmenter la complexité du ligand tout en maintenant une affinité optimale avec hPRDXS5. Le
4ANS5PC et son dérivé cationique Hit 3 ont finalement montré les meilleurs résultats d’affinité pour

hPRDXS5 par FM.

Grace aux simulations de FM de ces différents composés avec hPRDX5, nous avons aussi pu mettre
en évidence certaines caractéristiques de l'interaction. Nous avons notamment pu identifier
I’échange conformationnel existant entre les complexes liés par une ou deux liaisons H avec la Cys47,
et étudier la proportion de ces deux formes liées |I’'une par rapport a I’autre. L'interaction avec l'acide
aminé Glul8 (chaine B) qui dans certains cas tend a délocaliser I'interaction hors du site actif,
pourrait potentiellement étre une étape possible du chemin réactionnel. Elle a été décelée dans de
nombreuses simulations et n’aurait pu étre détectée uniquement par RMN. En effet, le passage par
le complexe lié a Glul8 (chaine B) dans le cas du ligand 4N5PC menait a sa liaison avec Cys47 via un
changement conformationnel du ligand. Glul8 (chaine B) est un acide aminé situé en surface,
facilement accessible, et permettrait de positionner le ligand dans une conformation favorable a
I'interaction avec Cys47 par deux liaisons H. Glu18 (chaine B) n’a par contre pas été observé comme

impliqué lors de la dissociation du complexe.

Enfin, la MD nous a permis d’observer en détail la dynamique du site actif de hPRDX5. Nous avons pu
voir I’effet de l'interaction de différents ligands sur la compression ou I’élargissement de la cavité, et
avons mis en évidence une possible corrélation entre ce paramétre et la stabilité du complexe sous
sa forme liée. La FM nous a donc permis d’étudier a I’échelle microscopique I’affinité et I'interaction
de nombreux ligands dérivés du catéchol avec hPRDX5 de maniére quantitative, et nous a donné
accés a de nombreux détails sur I'interaction PL, le ou les modes de liaison prédominants, et sur la

dynamique intere du récepteur.

I1.4.1 Comparaison avec le docking

Au début de ce manuscrit, j’ai mis en évidence quelques différences entre les simulations
effectuées par MD et celles effectuées par docking. La plus importante d’entre elle est I'aspect
dynamique global qui n"est pas présent dans les expériences de docking dans lesquelles la protéine

s 2 . , A P . 96
est modélisée avec un squelette fixe et éventuellement les chaines latérales flexibles.

Nous pouvons nous demander quel serait I'impact des différences entre le docking et la FM sur
I’affinité estimée des ligands. Des études préliminaires par docking (AutoDock4.2.3) avaient déja été

effectuées au laboratoire sur les ligands CAT, 4MEC et 4TBC pour estimer leur mode de liaison dans
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I 91; 182

le crista . Nous avons effectué |’analyse par docking moléculaire, de certains dérivés catéchols

étudiés dans ce manuscrit pour hPRDX5. L’analyse par docking a été effectuée avec AutoDock Vina.”®
La protéine est modélisée de maniere non solvatée a partir des données cristallographiques
(3MNG.pdb), sans les atomes d’hydrogéne, et les chaines latérales des acides aminés sont
modélisées avec leur flexibilité, excepté pour les acides aminés Pro, Ala, et Gly (qui ne posséde qu’un
atome d’hydrogene pour chaine latérale). Les ligands sont aussi modélisés sans les atomes
d’hydrogenes. Pour chacun des ligands, les 10 meilleures poses trouvées donnent lieu a une énergie
empirique de liaison qui repose sur la somme des contributions des interactions inter et
intramoléculaires formées par le ligand dans une fonction de scoring propre a AutoDock.’® Les

résultats obtenus sont visibles dans le Tableau 11 ci-dessous en prenant en compte |’affinité estimée

de la meilleure des dix poses trouvées pour le docking.

Tableau 11. Résultats des énergies de liaison obtenues par docking pour les ligands CAT, 4MEC,
4TBC, 4ANPC, Hit4 et HitdN en complexe avec hPRDX5.

Comparaison avec les résultats obtenus par FM et RMN sur ces méme ligands

AG°, déterminée AG°, estimée AG,estimée
Ligand par RMIN par FM par docking
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
CAT -3.2%0.1 -3.0+0.2 -4.3
4MEC -4.1+0.1 -4.2+0.3 -4.9
4TBC -51+0.1 -5.5+09 -5.1
4ANPC -6.6%0.2 -6.1+0.8 -5.3
4-b [-5-(néo- |
enzyl->(néo-penty) . -6.3+0.8 _5.9
catéchol
4-(néo- l)-5
(néo-penty) - 282+ 1.0 _5.5

(phenylamino)catéchol

A premiére vue, on retrouve un classement similaire a celui obtenu par FM ou RMN au niveau de
I’affinité des ligands étudiés pour hPRDX5. Cependant, les valeurs d’énergie obtenues sont
différentes de celles estimées par FM. La différence d’énergie entre le catéchol et le 4N5PC mesurée
par FM est de 5.2 kcal.mol™ tandis qu’elle n’est que de 1.2 kcal.mol™ par docking. Au vu des résultats
obtenus, I’énergie de liaison semble d’autant plus sous estimée par docking, que la structure
tridimensionnelle du ligand se rapproche du type « drug-like ». Cela peut étre du au fait que lors du

docking la protéine est modélisée en gardant fixe le squelette carboné, contrairement ala FM ou la
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protéine est laissée libre, en ne contraignant que sa diffusion au sein de la boite d’eau. La fixation du
squelette influe sur la dynamique intrinséque de la protéine, et il est possible que certaines
interactions soient minimisées puisque la distance entre les atomes est prise en compte dans le
calcul de la fonction de scoring et donc de I'énergie libre de liaison calculée. Par exemple, la
contribution des interactions hydrophobes formées avec |I’hélice Leu116 - Phe120 bien que prises en
compte en docking, peuvent étre sous estimée si I'hélice est positionnée plus loin du site actif dans
les poses trouvées en docking. En FM, I'énergie étant calculée a chaque étape de simulation (4 fs) en
prenant en compte la position de tous les atomes et en laissant libre le squelette carboné et les
chaines latérales de la protéine, la contribution de chaque interaction reflétera bien mieux la réalité.
Notons que ce reflet de la « réalité » est aussi principalement d(i au champ de force empirique utlisé

(AMBER99SBIldn ici).

I1. 4. 2 Spécificité conformationnelle des différents ligands

Nous avons mis en évidence par FM des ligands d’affinité variable pour hPRDX5. Que ce soit
en RMN ou en FM, I'énergie libre de liaison mesurée qui rend compte de |’affinité du ligand pour la
protéine d’intérét, est une moyenne des énergies des différentes conformations de liaison. Si la FM
permet d’avoir une statistique de l'interaction par le biais des surfaces d'énergie libre et de la
visualisation des clusters, la RMN elle, permet de localiser I'interaction par le biais des CSPs ou de

« visualiser » des modifications conformationnelles.

En combinant ces observations, il est donc possible de mettre en avant la spécificité de certains
ligands par rapport a d’autres. En RMN, si on analyse les CSPs induites par différents ligands, il est
possible de comparer I'effet de l'interaction sur les acides aminés de la protéine d’intérét. Sur
I"histogramme donné en Figure 86, on peut comparer les CSPs induites par les ligands CAT, 4MEC,
4TBC et 4NPC sur hPRDX5, sur tous les acides aminés de la protéine. Ayant vérifié pour chaque
expérience que hPRDX5 n’a pas subi de modification conformationnelle, cet histogramme rend
compte de la quantité de CSP induite par ces 4 ligands sur chaque acide aminé ce qui permet de

localiser l'interaction, et d’estimer leur spécificité.

Par exemple, on voit que le ligand CAT induit un maximum de perturbation de 0.1 ppm au niveau du
site actif, mais perturbe aussi faiblement tous les acides aminés de la protéine. Si I'on regarde
maintenant le ligand 4MEC, on voit que son maximum de perturbation ne dépasse pas 0.05 ppm, et
gue son interaction sur les autres acides aminés de hPRDXS5 est faible mais non nulle, comme dans le
cas du CAT. Ll'interaction avec les ligands 4TBC et 4NPC perturbent les acides aminés du site actif a
hauteur de 0.15 ppm et 0.25 ppm respectivement, ainsi que les acides aminés de I’hélice Leul16 —
Phel20 et les acides aminés 145 a 148 d’environ 0.1 ppm. Mais au contraire des ligands CAT et

4AMEC, proportionnellement, ils n’auront qu’une influence minime sur les acides aminés non
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impliqués dans l'interaction. Au final, les CSPs induites par ces 4 ligands sur des résidus non ou peu
affectés par l'interaction sont équivalentes, mais different plus significativement pour les acides
aminés impliqués dans l'interaction. Ainsi, on voit que le 4NPC posséde une meilleure « spécificité
conformationnelle » (un conformére dominant) que les autres dérivés car la différence des CSPs
induites par son interaction avec hPRDX5 entre les acides aminés participant ou non a l'interaction

est plusimportante.

Page | 173



¥L1 | @8ed

‘uoijeinies e| ap %/9 e juejeaInba auigloid Ins pues||uoeJ3uaduod ap 1Joddes un 31os ‘yz ap Jnd|eA dun

Jnod anua31qo aA3e[9J puES|| U UOIBJIUSIUOD SUN Jnod 29U IWIIP UOBGINIIBd "dnbigloid aouanbas e suep ade|d una| Jed sajeusis snpisgy "9|e10} Uuofreqiniiad ejns spuesdi
S9p UNJEeYD 3P UODNQIJIUOD B| 3P UORESI[ENSIA 1S ‘DUi9l0id B| 3p dUiWE apIde anbeyd uns DdNY 312 D91t ‘DI ‘LvD Jed $s91inpul sdS) S9p SWWOS e[ e Juepuodsaliod dSJ ap Jnajep
*9]e10) UOIlEIN]ES B] 3P % L9 B S9IuUdjeAinb? aulalo.ad 13 pued

U3 suo13e43UdU0d S3P Jnod JIdNY 312 J91lb ‘DINP ‘LVI S|oydaled spues) sap aduanjyul,| snos sXaydy Jed aigns 3je103 dsI e| Jueluasaidas 9pdwa sawweSolsiH 98 a.nSi4

6 = [gxudl/lloyosied] m ¢ = [gxudl/lioyosieoihuow-v] m  z = [gxudl/loyosreoifingual-y] 6'0 = [sxudl/lloyosreoifiuadosu-y] m
sonpisay
O N = 00 Ul = 00 & P 00 WO N B P 00 UTN U P 00U N WO WOoOSN B P oUW WO N B P N PPk N PBdo
-----.--.-:---L-ﬂ- .-.n--—.-—.---: W .----:--.--:_-.. " -.. ——.—.--—-—-_-- Il .-—-—-r-— ----—----.--—- . :.---.-- f-.—-—-f.-—-f _-.—-—-...-—. L o
| _-- ——- ] 1 1 -.— ———_-..- 1 "
Py | T
o
, O
€0 (92}
o
5ol
p ©
v'0 3
S0
90




III. ETUDE DE L’'INHIBITION DE HPRDX5 PAR CINETIQUE
ENZYMATIQUE

Jusgu’a présent, nous nous étions concentrés sur la capacité a reproduire par le calcul les
mesures expérimentales des constantes d'équilibre d’affinité entre hPRDX5 et des ligands se liant
dans le site actif de la forme réduite de I’enzyme. Logiqguement, cette affinité devrait se traduire par
une inhibition réversible et dépendante de la concentration du ligand, éventuellement inhibiteur (l).
En inhibition enzymatique |'affinité est intégrée dans un systéeme plus complexe que les mesures
effectuées précédemment a I'équilibre thermodynamique. En effet, dans un modéle 1:1, nous avions

I’équilibre 41 suivant :

P + L — PL [41]
(E) (1) (EI)
En mesure de dnétique enzymatique, en considérant les inhibitions réversibles, on retrouve I'affinité

dans au moins deux des états de I’enzyme : la forme libre de I'enzyme (E) et la forme complexée au

substrat ou complexe de Michaelis (ES) (Figure 87).

T TrXec
KM kcat
Ered + S &— Ereds - EOX + P
+ +
| |
IA
“\ Ki LK
’ Vi ,
K Keat
Eredl + S e EredSI """" > onl + P

Figure 87. Mécanisme général de I'inhibition réversible des hPRDX.

La protéine est initiallement sous forme réduite E,., et, par réaction avec le substrat S, va se retrouver sous
forme oxydée E,, lors de la formation du produit P. Cette forme oxydée de type acide sulfénique —SOH est
d’abord spontanément convertie en forme oxydée de type disulfure —S-S— comme décrit en Figure 28 p.57, et
est ensuite réduite de nouveau par une seconde enzyme la thioredoxine (Trx), selon le schéma visible Figure 27
p.56. Mécanisme pouvant étre compétitif, incompétitif ou non-compétitif selon I'affinité de I’inhibiteur pour
I’enzyme libre par rapport au complexe enzyme-substrat comme décrit en Figure 34 p.71.
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Comme énoncé dans les buts de notre étude (p.1 et 2), I’objectif final était de montrer que nous
avions un effet significatif sur I'activité de la protéine d'intérét : hPRDX5. Ainsi les dérivés catéchols,
dont les affinités pour hPRDX5 ont pu étre estimées par FM précédemment dans ce manuscrit,
devraient se comporter comme des inhibiteurs réversibles de hPRDX5. Lisoforme 5 des hPRDX
possede un motif structural absent des autres isoformes de hPRDX : I’hélice Leul16 — Phe120.
L'inhibition de ces dérivés catéchols pourrait alors avoir une certaine sélectivité d’action par rapport
aux autres isoformes hPRDX puisque nous avons montré puis optimisé I'implication de cette hélice
Leul16 - Phe120 avec certains ligands de hPRDX5. De plus, I’aspect prédictif offert par la FM trouve
ici une application dans la détermination du mécanisme d’action des catéchols sur hPRDX5 si nous
pouvions calculer I’affinité des ligands pour le complexe de Michaelis ES. La prédiction par FM de
I’affinité déterminée a I’équilibre peut étre mise en rapport indirect avec I’affinité impliquée dans la
constante d’inhibition K, (Figure 87). L'équilibre d'affinité sera déplacé par la conversion enzymatique
(k.o et les autres équilibres avec le substrat * et le complexe de Michaelis ES (K/). Si nous
n’intégrons pasici les phases réactives de formation de liaison chimique abordées dansles approches
de type mécanique quantique (QM), nous pourrions cependant intervenir sur la prédiction des

équilibres définis par les constantes K, Ky, K/ .

III. 1. 1 Etude de l'interaction de hPRDX5 avec son substrat

Avant d’étudier linhibition des différents dérivés catéchols, nous avons cherché a

déterminer |’affinité moyenne pour hPRDX5 de H,0,, son substrat naturel.

La simulation de FM pour le systeme comprenant H,0, et hPRDX5 a été lancée sur 200 ns et a donné
lieu a 11 évenements de trés courte durée (< 1 ns). A lafin de la simulation, la différence d’énergie
libre de liaison du complexe converge vers une valeur proche de O indiquant un processus ni
favorable (AG°, < 0) ni défavorable (AG°, > 0). Du fait de sa trés petite taille, H,O, diffuse trés
rapidement et librement comme le solvant (H,0) dans le site actif. En cartographiant I'énergie on
peut cependant observer deux bassins énergétiques correspondant a I'interaction dans le site actif
avec Cys47, correspondant dans la simulation a un complexe ES. La faible différence entre I'état libre
et lié est en rapport avec I'absence d'affinité apparente de H,0, pour hPRDX5. Durant cette
simulation, nont été observés que des événements de liaison mettant en jeu une seule liaison H
entre H,0, et hPRDX5, avec un angle SG-0,-Og de 50° (ou de 100° du fait de la symétrie de la

molécule, Figure 88).

Page | 176



\ )’ Ct(B)
)y\/ <5 //; IU
s =\ Al"»
< ,,’\,,_, ! :" \
) ) 8
hydrogen /) e I\ \ ' "}\f
peroxide 8 ANRSY ¥

<)
Nt(A) S,& » Prods
(

Arg127

hydrogen
peroxide

, Arg127

kcal/mol kcal/mol
4 6
3 5
= 35 Q
< E 3
R] 3 S 3
3 5 £ 2
o 2 = 0
=
] 15
| =
s 1
© 05

0 25 30

0 5 10 15 2
Z(A)

Figure 88. Simulation du peroxyde d’hydrogéne avec hPRDX5 : Energie du complexe apparent ES.

A) Complexe de Michaelis apparent (ES) formé par hPRDX5 et H,0,, durant la simulation de FM avec les
principaux acides aminés du site actif représentés en batons (Thr44, Pro45, Gly46, Argl27 et Cys47), et les N-
term et C-term de chaque chaine (A et B) indiqués Nt et Ct. La liaison hydrogéne entre le thiolate de Cys47 et
H,0, est visible en ligne pointillée violette sur l'agrandissement.B) FES 2D (CV1-CV2) et 3D (CV1-CV3).
1Ca rtographie de I’énergie (kcaI.moI'l) utilisant des contours iso-énergétiques avec un intervalle de 0.5 kcal.mol -
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III. 1. 2 Etude de I'inhibition de hPRDX5 par les dérivés catéchols

Les dérivés catéchols ayant une affinité pour le site actif de hPRDX5, devraient se comporter
comme des inhibiteurs réversibles de hPRDX5 en I’absence de réaction entre catéchols et hPRDX5.
L'amélioration de I’affinité qui a pu étre mise en évidence sur les dérivés catéchols peut-elle étre
corrélée a une amélioration de I'inhibition de hPRDX5 ? Et ces dérivés inhibent-ils hPRDX5 d'apres le
méme mécanisme ? Dans le but de vérifier l'inhibition réversible de hPRDX5 par les dérivés
catéchols, nous avons donc effectué des expériences d’inhibition et de mesure d’ICs,, par cinétique

enzymatique.

- Inhibition de hPRDXS5 par le dérivé 4NPC, mesure d’ICso

Une composition optimale du systeme protéique avait été proposée par Melissa Chow dans
son travail de these au sein du laboratoire, décrit en chapitre |l (p.96).188. Afin de déterminer I’lG;, du
ANPC, il a tout d’abord fallu vérifier la valeur du Ky, relatif a la réaction de hPRDX5 avec H,0, pour ce
systeme (déterminé a 24.2 + 3.2 uM). La vitesse initiale de réaction est analysée pour différentes
concentrations en H,0, allant de 0 a 500 uM, et a concentration constante en hPRDX5. La mesure de
cette constante de Michaelis K, associée a une valeur de vitesse maximum de réaction V,,,,, permet

de controler I’activité enzymatique du systeme, et l’activité spécifique de hPRDX5.

Dans le cas des lots de protéines hPRDX5, yTrx et yTrxR que j'ai produites, on obtient des valeurs de
Ky = 24.9 + 3.7 UM et Ve = 34.4 + 1.3 pmol.min™.L"* (Figure 89) en accord avec les résultats
précédemment obtenus. Pour déterminer la valeur de I'lCs, la vitesse initiale de réaction V, est
mesurée indirectement par la consommation du NADPH suivie a 340 nm en utilisant une
concentration en H,0, égale au Ky, et une concentration variable en ligand comme décrit en chapitre
I (p.96). En normalisant les vitesses V, (umol.min™".L™) par rapport a la plus haute valeur trouvée, on
exprime le pourcentage d’activité résiduelle en fonction de la concentration en 4NPC, et on obtient
un ICs, relatif de 40 £ 5 pM. On peut noter également que l'activitt de hPRDX5 n’est pas

complétement inhibée au vu des 27% d’activité résiduelle observés (Figure 89.B).

- Mécanisme de l'inhibition de hPRDXS5 par le dérivé 4NPC

Afin de mieux comprendre I'inhibition de la protéine par le 4NPC, nous avons alors voulu
déterminer le mécanisme d’inhibition mis en jeu. Pour étudier ce mécanisme, V,a été mesurée en
fonction de la concentration en substrat pour 5 concentrations en inhibiteur. Les courbes obtenues

ont été analysées viale logiciel DynaFit afin de déterminer le mécanisme d’inhibition (voir annexe 6).
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Figure 89. Etude de I'inhibition du 4NPC pour hPRDX5.

A) Vo =1([H,0,]). Vitesse initiale de |a réaction en umol.min"l.L"l. Correspondance avec une courbe théorique de
type :y = Ax /B + x pour la détermination de Ky, et Vmax. B) Courbe de détermination de I’/Csp du 4NPC : %
d’activité résiduelle de hPRDX5 en fonction de la concentration en 4NPC introduite. Points expérimentaux
représentés comme moyenne de 5 expériences, erreur sur ces points calculée comme I’erreur standard sur les
5 mesures indépendantes. Correspondance avec la courbe théorique de typey = C + (B A/x + A) pour le calcul
de l’ICsp (constante A) et de I’activité résiduelle (constante C).

Page | 179



Les courbes expérimentales sont corrélées avec des courbes théoriques de type hyperbole, et par
analyse de la variation des valeurs de V., et de Ky en fonction des différentes concentrations en
inhibiteur, il est possible de déterminer le mécanisme d’inhibition (Figure 90). De plus, le logidel
permet |I’obtention des valeurs des constantes cinétiques K, K/, k..: et k.’ calculées selon le type de
mécanisme. Dans le cas du 4NPC, |'analyse des résultats obtenus indique un mécanisme d’inhibition
partiel-mixte non compétitif (Figure 34 p.71). Dans ce modéle d’inhibition, le 4NPC peut se lier a

I’enzyme libre E ou au complexe enzyme substrat ES avec deux affinités différentes respectivement K;

et K.

A)
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-
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Figure 90. Analyse du mécanisme d’inhibition de hPRDX5 par le 4NPC.

Détermination du modéle d’inhibition enzymatique. Vitesse de réaction initiale en umol.min'l.L'1 en fonction de
la concentration en substrat H,0,. Points expérimentaux représentés comme moyenne de 3 expériences
indépendantes. L'erreur sur ces points est calculée comme l’erreur standard sur les 3 mesures. La
correspondance avec les modéles théoriques calculés par DynaFit est représentée en traits pleins. A)
Mécanisme partiel mixte non compétitif. B) Mécanisme mixte non compétitif.
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Les valeurs des différentes constantes relatives a ce modele d’inhibition, déterminées par DynaFit,
pour ces expériences avec 4NPC sont les suivantes : K; = 26 £ 2 uM (= K, voir p.67) ; K;i=19+ 5 uM;
K’ =80+ 40 UM ; keor = 2.15 £ 0.05 s et k.,'= 0~ 0.67 5. On remarque tout d’abord que pour 0 pM
de ANPC, le V,,., observé qui devrait correspondre a celui trouvé lors de la premiére expérience de
cinétique enzymatique effectuée, est différent. En effet, ici Vg = 18 pmol.min™.L" a 0 uM de 4NPC,
tandis que V=35 umol.min™.L™" dans I'expérience initiale (cinétique de type Michaelis-Menten).
Cela s’explique possiblement par l'utilisation de lots différents de protéines yTrx, yTrxR et hPRDX5.
On note ensuite que la valeur de K/ est supérieure a celle de K; ce qui indique que 4NPC se lierait
préférentiellement a I'enzyme libre (E.q) plutét qu’au complexe enzyme-substrat ES. De plus, on
peut voir que la valeur de k.. est calculée a 0, avec une grande erreur sur la mesure. Si k. était
nulle, le mécanisme d’inhibition serait alors mixte non compétitif, et non partiel. Si 'on vérifie
maintenant la correspondance des courbes théoriques pour un modeéle d’inhibition mixte non
compétitif avec les résultats expérimentaux, on voit que ce modele ne correspond pas a notre
mécanisme d’inhibition (Figure 90). k.. est donc bien différent de 0, avec une limite haute de 0.67 s
! ce qui implique que méme si elle est faible, il y a bien conversion de I’'enzyme a partir du complexe
ternaire ESI, de méme qu’a partir du complexe ES puisque k., n'est pas nulle. Cela tend a expliquer

I’activité résiduelle observée lors des mesures d’ /Cs.

- Comparaison de l'inhibition des autres dérivés catéchols

Melissa Chow a étudié en parallele de ce travail I'inhibition des hPRDXs et notamment
I'inhibition de hPRDX5 par les dérivés CAT, 4MEC et 4TBC."®® Les ICs, présentés en Figure 91 et

regroupés dans le Tableau 12 montrent que le ligand qui inhibe le mieux hPRDX5 est le 4NPC.

Non seulement la valeur de I'/Cs, est plus faible, mais la valeur du pourcentage d’activité résiduelle
observé est aussi plus faible. Ainsi dans le cas du CAT, I'activité de la protéine ne peut étre inhibée
que de 60 % au maximum (40 % d’activité résiduelle), contre 75 % dans le cas du 4NPC (25 %
d’activité résiduelle). Les résultats d’inhibition sont en bonne corrélation avec ceux obtenus dans le
cas de I'affinité puisqu’on retrouve le méme classement au niveau de ces ligands, mais aussi un ratio
similaire pour le 4NPC par exemple dont I’affinité est 100 fois supérieure a celle du CAT, tout comme

I’est le rapport de leurs ICsy.

De plus, les expériences ont montré que tous ces dérivés catéchols présentaient le méme mécanisme
d’inhibition pour hPRDX5: le mécanisme partiel-mixte non compétitif. Si 'on regarde de maniére plus
détaillée la valeur des différentes constantes d’inhibition associées pour I'inhibition de hPRDX5 par
ces différents dérivés catéchols, on observe que la valeur des K;” est toujours supérieure a la valeur
des K, indiquant une liaison préférentielle de ces inhibiteurs avec I'enzyme libre plutét qu’avec le
complexe ES.
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Figure 91. Comparaison des IC5o obtenus pour les différents dérivés catéchols étudiés ave c hPRDX5.

Courbes de détermination des ICsy des différents ligands étudiés avec hPRDX5. Vitesse initiale de réaction
normalisée par rapport a la plus haute valeur donnant I’activité relative de hPRDX5 exprimée en fonction de la
concentration en ligand ajoutée. Le graphique est agrandi surla région [0-2000 uM] permettant la comparaison
avec 4NPC et ne montre que les premiers points pour CAT, 4AMEC et 4TBC. Les gammes de concentrations en
ligand sont adaptées en fonction de l'affinité : [CAT] = 0-75 mM ; [AMEC] = 0-15 mM ; [4TBC]= 0-5 mM et
[4NPC] =0-1.5 mM.

Tableau 12. Comparaison de I'inhibition de hPRDX5 par les ligands catéchols étudiés

Ligand CAT® AMEC® 4TBC* ANPC
ICs
3.73+0.85 0.82+0.14 0.25+0.06 0.04 £0.01
(mM)
Activité
40 35 35 25
résiduelle (%)
Modele Partiel-Mixte Non compétitif
Ks (uM) 40.7 +4.0 33.7+4.6 36.9+4.4 26+2
K; (mM) 1.81 +0.46 0.33+0.13 0.09 £0.04 0.019 + 0.005
K (mM) 4.04 +1.13 0.36+0.12 0.18+0.10 0.080 + 0.04
Keae(s™) 3.08 £0.08 3.11 +0.01 3.05+0.10 2.15+0.05
koot (s) =0 1.07 £0.25 2.35+0.18 =0
(5.10* +0.4) (5.10* +0.67)

> M. Chow, L. Troussicot et al. Biochemistry. 2016."%®
% d’activité résiduelle estimé graphiquement sur la moyenne de plusieurs expériences.
Différence des valeurs de Ks calculées estimées dle aux lots différents de protéines utilisées.
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Si I’on s’intéresse cette fois aux constantes catalytiques k..;: et k., représentatives des deux chemins
menant a la conversion de H,0, et a I'oxydation de I'enzyme, on remarque que dans le cas des
dérivés AMEC et 4TBC la valeur de k., est similaire a la valeur de k. Au contraire, les dérivés CAT et
ANPC ont une constante catalytique k. faible ce qui pourrait indiquer que ces ligands se
rapprochent d’une inhibition mixte non compétitive, sans I’atteindre. Néanmoins, les valeurs de k.’
pour ces deux ligands présentent une erreur significative importante (coefficient de variation = 10°)
et les données expérimentales obtenues ne s’ajustent pas avec un modeéle d'inhibition non
compétitive mixte (induisant k.. = 0), comme expliqué précédemment dans le cas du 4NPC. Les 4
dérivés inhibent donc hPRDX5 par un méme mécanisme : partiel-mixte non compétitif avec une

nette amélioration de |’activité résiduelle pour le 4NPC, en comparaison du dérivé CATinitial.

III. 1. 3 Estimation du mécanisme d’inhibition par FM

Nous avons vu que la FM permettait la prédiction des affinités protéine-ligand (protéine-
inhibiteur dans le cas présent) de maniére réaliste et précise. Dans le cas d’un systeme enzymatique,
les affinités de l'inhibiteur pour I'enzyme libre et le complexe enzyme-substrat ES vont permettre la
détermination du mécanisme d’inhibition de ces enzymes. La FM pourrait donc, en ce sens, devenir
prédictive des mécanismes d’inhibition (réversible) impliqués dans le mode d’action de ces enzymes
par le biais de la prédiction des affinités relatives aux constantes d’inhibition K;et K,. Afin de valider
ou d’infirmer cette hypothése, nous avons alors utilisé la FM pour modéliser I'interaction de certains
dérivés catéchols étudiés précédemment, avec le complexe ES (hPRDX5-H,0,) lié. Ces simulations ont
été effectuées sur deux dérivés simples ayant montré une bonne affinité pour I’enzyme libre : 4TBC
et ANPC. Pour modéliserle complexe lié ES, une contrainte de distance de 2A a été appliquée entre le
substrat H,0, et I’atome SG de Cys47, afin de limiter sa diffusion tout en Iui permettant de s’adapter
continuellement a la géométrie du site actif (voir partie 1.4 du chapitre Il p.79). Des simulations FM
de 500 ns ont été effectuées pour chacun des deux ligands, menant aux affinités calculées

répertoriées dans le Tableau 13 ci-dessous.

La simulation du 4TBC avecle complexe ES hPRDX5-H,0, a donné lieu a 8 événements de liaison ce
qui a permis un bon échantillonnage des formes libres et liées du complexe. L'affinité estimée du
ATBC pour le complexe ES est plus faible de 1 kcal.mol™ par rapport a I’affinité estimée pour I'enzyme
libre. La cartographie de I'énergie enfonction des variables CV1 (distance sur I'axe Z) et CV2 (distance
par rapport a I'axe Z) des systemes modélisés en absence et en présence de substrat nous montre
qgue l'interaction PL est déplacée vers |'extérieur de I'entonnoir (Figure 92). On visualise toujours
I'interaction avec Cys47 a 5 A sur Z, mais celle-d est plus faible en énergie que I'interaction avec

Glu18 (chaine B) 4 9 A sur Z qui semble avoir été renforcée.
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Tableau 13. Comparaison des résultats d’affinité estimés par FM pour I’enzyme libre hPRDX5 et
pour le complexe ES hPRDX5-H,0, : Cas des ligands 4TBC et 4ANPC.

Affinité estimée pour hPRDX5 ARG LS

Ligand complexe ES
AG°, (kcal/mol) AG®, (keal/mol)

41BC* -5.5+0.9 -4.4+0.5

4NPC -6.1+0.8 -35+0.6

> M. Chow, L. Troussicot et al. Biochemistry. 2016."%
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Figure 92. Représentation schématique des conformations de liaison (haut) et FES représentant I'énergie
libre du complexe hPRDX5-4TBC en absence et en présence de H,0, en fonction de CV1 et CV2 (bas).

FES en fonction de CV1 et CV2, et visualisation des conformations représentatives des bassins d’interaction
observés dans le cas de l'interaction du 4TBC : A) en absence et B) en présence du substrat (H,0,) dans le site
actif de hPRDXS5. Les courbes de niveaux sont représentées avec un intervalle de 0.5 keal.mol ™.

Le déplacement de ce bassin d{ a la présence du substrat nous indique que le ligand éprouve des
difficultés a venir se lier a Cys47 en présence de H,0,, et qu’il aura alors plus de facilité a aller former

des interactions de surface (comme observé avec Glul8 (chaine B)). Lors de sa liaison avec Cys47, le
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ligand tend a se lier par le biais d’un seul de ses groupes hydroxyles compte tenu de l'espace
disponible (conformation A), mais la seconde conformation de liaison B, est tout de méme observée.
Lors de son interaction avec Glul8 (chaine B) par contre, la seule conformation observée est celle

mettanten jeu deux liaisons H (Figure 92.B).

Dans le cas du 4NPC, 4 événements de liaison ont été observés en présence de H,0,, sensiblement
plus courts en comparaison avec la simulation du 4NPC effectuée sur I'enzyme libre. De plus, une
perte de plus de 2 kcal.mol™ est enregistrée pour |“affinité du 4NPC pour le complexe hPRDX5-H,0,
par rapport a celle calculée dans le cas de I'enzyme libre. Par visualisation de la trajectoire, on
observe la coexistence des conformations de liaison a 1 et 2 liaisons H observées lors de I'interaction

pour I’enzyme libre, avec dans le cas présent une prédominance de la conformation a 1 liaison H.

En cartographiant I'énergie libre du complexe en fonction des variables collectives CV1 et CV2, on
distingue 2 bassins d’énergie correspondants respectivement a l'interaction avec Cys47, a 15 A sur
I’axe Z et a linteraction avec Glul8 (chaine B), a 18 A sur Z (Figure 93.A). Les courbes de niveau
indiquent que ces deux bassins d’interaction sont de méme énergie. La présence du substrat induit

un déplacement de I'interaction de Cys47 vers Glu18 (chaine B).
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Figure 93. Représentation schématique des conformations de liaison (haut) et FES représentant I'énergie
libre du complexe hPRDX5-4NPC en absence et en présence de H,0, en fonction de CV1 et CV2 (bas).

FES en fonction de CV1 et CV2, et visualisation des conformations représentatives des bassins d’interaction
observés dans le cas de l'interaction du 4NPC : A) en absence et B) en présence du substrat (H,0,) dans le site
actif de hPRDX5. Les courbes de niveaux sont représentées avec un intervalle de 0.5 kcal.mol™.

Page | 185



Si I’on cartographie I’énergie du complexe hPRDX5-4NPC en fonction des variables CV1 et CV3 (angle
SG-04-0g), il n’y a aucune différenciation visible en termes d’angle, les bassins d’interaction sont
définis entre 30° et 110° environ. Le complexe obtenu par l'interaction avec Glu18 (chaine B) est par
contre uniquement formé par le biais de 2 liaisons H comme visible sur la Figure 93.B. Par
regroupement et analyse des différentes conformations de liaison observées lors de ces simulations,
on voit que le ligand se lie a Cys47 en présence du substrat dans le site actif, par une ou deux liaisons

H, avec prédominance de la conformation a une liaison H (Figures 92 et 93).

Le substrat étant déja lié a Cys47, la place disponible pour la liaison du ligand est nettement plus
faible. Malgré une perte d’affinité observée, la liaison de ces dérivés catéchols au complexe ES nous
permet de pouvoir prédire un mécanisme d’'inhibition non compétitif, que I’on peut ensuite corréler

avec des expériences de cinétique enzymatique.

Nous avons donc obtenu par FM des affinités plus faibles pour le complexe ES que pour I'enzyme
libre. Ces résultats sont en accord avec les valeurs des constantes d’inhibition K, et K, mesurées par
cinétique enzymatique et qui nous ont montré une liaison préférentielle de I'inhibiteur a I'enzyme
libre. Plus précisément, dansle cas du dérivé 4TBC nous avons vu que la constante K, était similaire a
K;(rapport K/’/K, = 2). On peut relier ce rapport a la faible différence d’affinité observée pour hPRDX5
en présence et en absence de substrat (1 kcal.mol™). Au contraire, les constantes d’inhibition
mesurées pour le 4NPC présentaient une différence deux fois plus importante (K//K, = 4) indiquant
une plus nette préférence pour I’enzyme libre par rapport au complexe ES. On retrouve cette
différence dans I'estimation des affinités pour hPRDX5 en absence et en présence de substrat avec

une différence de 2.5 kcal.mol ™.

III. 1. 4 Etude de la sélectivité des dérivés catéchols

hPRDXS5 est I’une des 6 isoformes de hPRDX que I’on retrouve dans les cellules cérébrales.'*
Notre étude s'est tout d’abord portée sur hPRDX5 qui a été montré exister en homodimere
symétrique stable, par rapport aux protéines hPRDX1 a 4 qui sont des oligoméres de plus grande
taille (tétrameére a dodécamere) et a hPRDX6 qui ne possédait pas de structure cristallographique

connue au début de ce projet.

Afin d’avoir une premiére idée de la sélectivité des dérivés catéchols, les construits nécessaires a
I’expression chez E. Coli de hPRDX1 et hPRDX2 nous ont été confié par B. Knoops (Université de
Louvain, BEL). Ces protéines ont été produites au laboratoire par M. Chow lors de sa these, en
suivant le méme protocole de production que pour hPRDX5 (voir chapitre 11.2). M. Chow a ensuite
mesuré par chromatographie d’exclusion stérique les masses apparente de hPRDX1 et hPRDX2 qui

sont de I'ordre de 300 kDa, correspondant a lI'erreur pres, a des oligoméres décamériques ou
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dodécamérique (monomeéres de 22kDa). Les mesures d’affinité des dérivés catéchols pour ces deux
isoformes hPRDX1 et hPRDX2 seront effectuées par STD car leur haut poids moléculaire, dG a leur

oligomérisation, rend difficile la détection par ’N-HSQC et ne permet pasla mesure des CSPs.

- Etude del'inhibition de hPRDX1 et hPRDX2 par le 4NPC

La valeur de I'lCsp du 4NPC pour hPRDX1 et hPRDX2 a été déterminée comme
précédemment. Pour cela, la valeur du K,, de ces deux protéines a été déterminée par M. Chow en
utilisant une gamme en H,0, allant de 0 a 25 uM. Ces expériences ont menées aux résultats suivants
: Ky hPRDX1= 2.1+ 0.4 uM et K, hPRDX2 = 2.5 £ 0.6 uM. Les valeurs obtenues sont différentes d’un
facteur 10 de celles déterminées dans le cas de hPRDX5. Les protéines hPRDX1 et hPRDX2 se
comportent de maniere similaire (K voisins), ce qui peut étre expliqué par leur ressemblance
structurale (voir Ill.1 du chapitre I). Le systeme utilisé pour les expériences de cinétique enzymatique
dans le cas de hPRDX1 et hPRDX2 est similaire a celui utilisé dans le cas de hPRDX5. Seule la
concentration en protéine a été modifiée (0.38 uM de hPRDX1/hPRDX2). La concentration en H,0, a
été gardée a 25 pM pour pouvoir faire une étude comparative avec hPRDX5 (méme conditions).

Nous avons par la suite vérifié que cela n’avait aucun impact significatif sur la mesure (Annexe 7).

L'ICs, relatif du 4NPC a ensuite été déterminé pour ces deux protéines et les expériences ont menées

adesICsde 20+ 7 uM avec hPRDX1et 25+ 10 uM avec hPRDX2 (Figure 94).
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Figure 94. Comparaison de I'inhibition du ligand 4NPC pour hPRDX1, hPRDX2 et hPRDX5.

Courbes de détermination de I’IC5o obtenues dans le cas du ligand 4NPC pour hPRDX1, hPRDX2 et hPRDXS5.
Vitesse de réaction en uM/min/L normalisée pour la visualisation de l’activité résiduelle de chaque enzyme,
exprimée en fonction de la concentration en ligand 4NPC introduite.
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Les IG5y sont donc du méme ordre de grandeur que ceux obtenus dans le cas de l'inhibition de
hPRDX5, mais dans le cas de hPRDX1 et hPRDX2 on remarque que le pourcentage dactivité
résiduelle (50 %) est supérieur a celui obtenu dans le cas de hPRDX5 (25 %). Dans le cas de hPRDX1 et
hPRDX2, I'activité de I’enzyme est inhibée seulement de moitié par le 4NPC a saturation en ligand,
alors que dans le cas de hPRDX5, 70 % de I’activité est inhibée. Si la mesure d’ICs, relatif ne nous
permet pas de conclure quant a la sélectivité de l'inhibition, cette différence d’activité résiduelle
indique une différence entre les isoformes hPRDX1 et hPRDX2 et I'isoforme hPRDXS5, et donc une

certaine sélectivité apparente.

- Sélectivité des autres ligands et comparaison

Nous avons mis en évidence une différence d’activité résiduelle des isoformes hPRDX1,
hPRDX2 et hPRDX5 lors de leur inhibition par le ligand 4NPC, mais retrouve-t-on ce caractere sélectif
au niveau des autres dérivés catéchols étudiés ? Pour répondre a cette question, les affinités des
ligands CAT, 4MEC et 4TBC ont été estimées pour hPRDX1 et hPRDX2 par RMN. Etant des protéines
oligomériques (de haut poids moléculaire), des expériences STD ont été réalisées, menant aux
résultats présentés dans le Tableau 14 ci-dessous et comparés a ceux obtenus par °N-HSQC dans le

cas de hPRDX5.

Globalement, les affinités déterminées par STD pour hPRDX1 et hPRDX2 sont beaucoup plus faibles
que celles déterminées pour hPRDX5, atteignant presque la centaine de millimolaire pour
I'interaction du ligand CAT avec hPRDX1. Si 'on compare les affinités obtenues pour hPRDX1 et
hPRDX2, les résultats sont du méme ordre de grandeur, avec une différence plus importante entre
CAT et 4MEC/4TBC dans le cas de hPRDX1, et entre CAT/4MEC et 4TBC pour hPRDX2. Si I'on
compare maintenant les K, obtenus par STD et “N-HSQC, on remarque tout d’abord que le
classement est similaire, le CAT étant le ligand le moins affin et 4NPC le ligand le plus affin. Les
affinités déterminées, si elles sont du méme ordre de grandeur, ne sont pas équivalentes a I’erreur
pres. Les différences observées peuvent venir de facteurs expérimentaux, tel que le seuil arbitraire
utilisé en ®N-HSQC, ou bien les protons utilisés pour le calcul du K, en STD (les protons aromatiques
uniquement). De plus, I’affinité par STD étant calculée par rapport au ligand, alors qu’elle est calculée
par rapport aux acides aminés de la protéine en N-HSQC, nous pouvons estimer que les affinités

obtenues restent concordantes.

Vu les faibles affinités déterminées, uniquement l'inhibition du dérivé 4TBC a ensuite été étudiée
pour ces deux systemes protéiques. Des mesures d’/Cso ont été réalisées dans les mémes conditions
expérimentales que pour le 4NPC, et les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau 15 ci-

dessous.
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Tableau 14. Affinité des dérivés catéchols pour différentes protéines hPRDXs.

Affinités estimées par RMN 'H STD des ligands CAT, 4MEC et 4TBC pour les protéines hPRDX1 et hPRDX2, et
comparaison avec les valeurs obtenues pour hPRDX5.

Ligand K» hPRDX1 K, hPRDX2 K, hPRDX5 K, hPRDX5
STD (mM) STD (mM) 5N-HSQC (mM) STD (mM)
CAT 9 +15° 56 +10° 4.5+ 0.6 5+1
4MEC 27 +20° 54 +13° 1.0+0.2% 0.5+0.1
4TBC 26+7° 5.9+ 1.0° 0.19 +0.03° 0.3740.12

*Troussicot et al. Journal of the American Chemical Society. 2015
® Résultats non publiés.1
M. Chow, L. Troussicot et al. Biochemistry. 2016.1%8

Tableau 15. ICs, des dérivés 4TBC et 4NPC pour les isoformes hPRDX1, hPRDX2 et hPRDX5.

Valeurs d’ICso (UM) et pourcentage d’activité résiduelle, obtenus dans le cas des ligands 4TBC et 4NPC avec
hPRDX1 et hPRDX2, et comparaison avec les valeurs obtenues pour hPRDX5

Ligand hPRDX1 hPRDX2 hPRDX5
1Cs relatif (M) 240 + 30 200 + 30 430 £ 120
4TBC*
Activité résiduelle 60 % 55 % 35%
ICso relatif (uM) 207 25+10 40 +5
4ANPC
Activité résiduelle 60 % 55 % 25%

£ Chow M.L., Troussicot L. etal. 2016

Les ICs, relatifs obtenus pour I'inhibition des protéines hPRDX1 et hPRDX2 par le dérivé 4TBC sont
meilleurs que celui déterminé pour I'inhibition de hPRDX5. En revanche, I’activité résiduelle est bien
plus importante dans le cas de hPRDX1 et hPRDX2 qui ne sont inhibées que de moitié lorsque I’'on
atteint la saturation en inhibiteur. Cela pourrait suggérer que hPRDX5 est inhibée de maniere

sélective par les dérivés du catéchol 4TBC et 4NPC.

Nous avons donc vu grace aux simulations FM et aux résultats obtenus par cinétique enzymatique
gue les dérivés catéchols avaient une affinité et une inhibition plus forte pour hPRDX5. Nous allons

discuter 'origine structurale possible de ces différences observées.
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Dans le chapitre | (l1l.1.1 p.53), nous avons décrit que les protéines de la famille des hPRDXs peuvent
étre classées selon le nombre de cystéines présentes dans leur structure, mais aussi selon le type de

pont disulfure formé parles deux cystéines Cp et Cr des classes de hPRDXs a 2 cystéines.

HPRDX1 et hPRDX2 appartiennent a la classe des hPRDX a 2 cystéines typiques qui peuvent former
des ponts disulfures intermoléculaires, tandis que hPRDX5 forme a elle seule la classe des hPRDX
atypiques a 2 cystéines, formant des ponts disulfures intramoléculaires avec les cystéines présentes
dans sa structure. De plus ces deux protéines ont une interface dimérique différente. hPRDX1 et
hPRDX2 possédent une interface dit de type B, par mise en contact de leurs feuillets B tandis que
hPRDX5 posséde une interface dit de type A, par contact entre 2 hélices a (Figure 24 p.52). Cette
différence peut jouer au niveau de la géométrie du site actif. En effet, si la cavité dans laquelle est
localisée la Cp de hPRDX5 est plus étroite die a la présence de I’hélice a formant l'interface, elle est
aussi plus profonde, ce qui permet de maintenir laforme complexée par le biais d'interactions faibles
de type vdW. L’hélice Leul16 — Phe120, seulement présente dans hPRDX5, permet de former des
interactions de vdW supplémentaires avec le ligand et donc éventuellement d’augmenter son
affinité. Cette hélice est absente dans le cas de hPRDX1 et hPRDX2. Au contraire, le site actif de
hPRDX2 est beaucoup plus accessible, et situé plus en surface de la protéine, ce qui rend la cavité
peu hydrophobe, et I'interaction affaiblie par les molécules de solvant qui diffusent au niveau de la
cystéine catalytique et du ligand. Pour le ligand 4NPC par exemple, qui a été optimisé pour le site
actif de hPRDX5 en créant des interactions avec |’hélice Leu116 — Phe120, sa sélectivité est d’autant
plus grande que cette hélice n’est pas présente dans le cas des autres hPRDX. D’ou son affinité
moyenne pour hPRDX1 et hPRDX2, au méme niveau que les ligands CAT ou 4TBC, mais fortement

améliorée dansle cas de hPRDXS5 par rapport a ces mémes ligands.

- Estimation de la sélectivité du 4NPC par FM

Tout au long de ce projet, nous avons mis en évidence la corrélation des résultats obtenus
par FM avec les résultats expérimentaux. Nous avons montré que cette technique permettait
d’estimer non seulement les affinités PL de maniere précise, mais aussi le type d’inhibition misen jeu
par le biais de I'’étude des affinités pour I'enzyme libre et le complexe ES. En se basant toujours sur la
détermination des affinités PL nous avons ensuite voulu utiliser la FM pour tenter de prédire la
sélectivité de ces dérivés catéchols. Pour cela, nous avons cherché a estimer |’affinité de ces dérivés
pour une autre isoforme. A I’aide de la FM, nous avons alors tenté d'estimer la sélectivité du ligand

4ANPC en simulant son interaction avec une autre protéine de la famille des peroxyrédoxines.

D’apres les structures disponibles dans la PDB pour les protéines hPRDX1 et hPRDX2, nous avons
choisi de modéliser l'interaction du 4NPC avec hPRDX2. En effet, une structure de hPRDX2 sous
forme réduite avec une résolution de 1.7 A était disponible (1QMV.pdb), tandis que pour hPRDX1, les
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structures disponibles étaient des protéines de mammiferes, majoritairement sous forme oxydée,
avec une moins bonne résolution. La simulation a ensuite été effectuée sur un dimere construit a

partir de la structure du décamére comme décrit en chapitre 11 (p.79).

La simulation a été poursuivie jusqu'a atteindre la convergence de I'énergie, pour 600 ns. Durant
cette simulation, 3 courts événements de liaison seulement ont pu étre observés. On s’attend donc a
avoir une affinité bien moins bonne pour cette protéine. L'analyse de la trajectoire donne lieu a une
valeur finale d'énergie libre de liaison de AG°,= - 3.0 £ 0.5 kcal.mol™ soit un K, = 7.8 + 4.7 mM. On
observe donc une diminution de I’affinité d'un facteur 100 au minimum par rapport a I’affinité
déterminée pour hPRDX5, correspondant a une perte d’énergie libre de liaison d’environ 3 kcal.mol™

visible sur la Figure 95.
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Figure 95. Analyse de I’énergie du complexe hPRDX2-4NPC lors de la simulation FM.
Gauche : Cartographie de I’énergie en fonction de la distance surl’axe Z de |I’entonnoir (CV1), et de I'angle SG-

Oa-Og (CV3). Courbes de niveau représentées avec un pas de 0.5 kcal.mol ™. Droite : Visualisation de la
moyenne pondérée en fonction du temps de simulation de AG° pour le complexe hPRDX2-4NPC et
comparaison avec le complexe hPRDX5-4NPC.

Si I'on cartographie cette énergie en fonction des variables collectives CV1 et CV3, on obtient de
nombreux petits bassins d’énergie. Sont visibles un minimum énergétique a 8 A sur Z avec un angle

d’environ 75°, et des minima d’énergie plus faible localisés au niveau du mur de potentiel avec un

angle de 150° environ, et d’autres a 5 A avec des valeurs d’angles variables (Figure 95).

Par regroupement des différentes conformations de liaison dans le logicdel VMD, on observe les
différentes interactions localisées dans ces minima (Figure 96). A 0 A sur Z, le ligand est en liaison
avec Gly93 (cluster de type A). C’est une interaction secondaire qui a été observée durant cette
simulation a hauteur de 29% des conformations liées. A 8 A sur Z, le ligand est en interaction avec
Ser189 (chaine B) ou Glul21 selon son orientation, pour des valeurs d’angle de 40°, 90° (minimum
énergétique) et 120° environ (clusters de type B et D). L’acide aminé Ser189 appartient a I’hélice en

N-term de la chaine B qui est trés mobile et qui vient recouvrir partiellement le site actif de la chaine
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A (Figure 96). Cette partie de la protéine n’a pas été contrainte lors de la modélisation, ce qui nous
permet de mettre en évidence son rdle dans l'interaction PL puisque cette conformation compte
pour 21% des conformations liées observées. L'interaction avec Glu121 qui est la plus fréquemment
observée (30%) est comparable a I'interaction mise en évidence avec Glul79(B) dans le cas de
hPRDX5. A 5 A sur Z, le ligand est en interaction avec Cym50, pour des valeurs d’angle SG-O,-Op
variant entre 140° et 160°, selon la conformation mettant en jeu une seule liaison H (cluster de type
C). La conformation d’angle SG-O,0; de 60° (liaison a Cym50 par deux liaisons H) est minoritaire,
d’ou le faible bassin énergétique correspondant sur la carte FES. La liaison avec Cys50 est dans le cas
présent peu observée (seulement 20% des conformations liées), d’ou I’affinité plus faible observée

du 4NPC pour hPRDX2.

Figure 96. Visualisation des 4 conformations de liaison les plus fréquemment observées au cours de la
simulation FM du complexe hPRDX2-4NPC.

Protéine colorée par chaine monomérique : chaine A = gris et chaine B = vert. Atome SG Cym50 représenté
sous forme d’une sphere de van der Waals jaune. Ligand 4NPC et résidus impliqués dans |'interaction colorés

selon la nature de leurs atomes (C = cyan; O =rouge; N = bleu). Proportion des différents clusters : A=29%;
B=21%;C=20% ;D =30%.
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Ayant préalablement déterminé 'inhibition de hPRDX2 par le dérivé 4NPC, nous pouvons corréler ces
résultats avec I’affinité apparente estimée de 4NPC pour hPRDX2 qui est nettement plus faible que
celle estimée pour hPRDX5. En effet, nous avons vu que ce dérivé inhibait ces deux isoformes avec un
ICso relatif similaire, mais une activité résiduelle deux fois plus importante dans le cas de hPRDX2 qui
est inhibée a hauteur de 50% de son activité au maximum, tandis que hPRDX5 peut voir son activité
inhibée jusqu’a 75%. La différence d’inhibition induite par le 4NPC est donc bien le reflet de la

différence d’affinité observée en FM.
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CHAPITRE IV

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

I. CONCLUSION

L'objectif général de cette étude était d’identifier de nouveaux inhibiteurs potentiels pour le
traitement des chocs ischémiques, et plus précisément contre les hPRDX proposées comme étant
impliquées dans l'inflammation post-ischémique cérébrale. Les études précédentes réalisées au
laboratoire ayant conduit a l'identification du catéchol comme se liant au site actif de I'une des
protéines de cette famille : hPRDX5, ma recherche a été centrée sur l'interaction de cette protéine
dimérique, avec des petites molécules dérivées du catéchol. Dans ce concept d’identification et
d’optimisation de petites molécules, nous avons utilisé un protocole de métadynamique, la FM, afin
de guider notre recherche et de montrer son potentiel en chimie médicinale pour la conception de

molécules bioactives.

Dans un premier temps, nous avons montré que cette technique de dynamique moléculaire
permettait I'estimation précise des affinités PL, dont les résultats correlent avec ceux obtenus

expérimentalement par RMN en nous appuyant surl’étude de deux molécules ligands connues.

Ces résultats nous ont permis dans un deuxieme temps de pouvoir nous appuyer sur les informations
disponibles grace a cette technique telles que les différentes conformations de liaison, la
cartographie de I'énergie libre de liaison, I'expansion du site actif ainsi que la statistique de liaison,
afin de guider l'optimisation de ces molécules fragments dérivées du catéchol. De plus, la
visualisation des trajectoires du ligand a l'intérieur du site actif nous ont permis de mettre en
évidence des conformations de liaison en échange permanent ainsi que des interactions secondaires
permettant la stabilisation du complexe PL. L'utilisation de la FM pour la conception de molécules
affines s'est révélée efficace puisque nous avons réussi a optimiser le fragment catéchol jusqu’a
atteindre des affinités de 'ordre du micromolaire en stabilisant la forme liée du complexe, et en
améliorant les interactions hydrophobes présentes a l'intérieur de la cavité afin de favoriser une
conformation de liaison particuliere. Ces résultats ont été confirmés par RMN “N-HSQC et par ‘H-

STD dans le cas du 4TBC et du 4NPC notamment.

Par la suite, I'affinité n’étant pas un critére suffisant pour prouver et mesurer l'inhibition d’'une

enzyme, nous avons étudié la force inhibitrice de ces dérivés pour hPRDX5 et deux autres isoformes,
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hPRDX1 et hPRDX2. Pour aller plus loin dans l'utilisation de la FM, nous avons mis en place des
protocoles afin d’estimer I'inhibition des ligands étudiés par le biais du calcul. Bien que les
observations de dynamique ne puissent étre directement reliées a la force de l'inhibition, elles
peuvent étre utilisées afin de prédire le mécanisme de cette inhibition. Les expériences de FM
effectuées dans le cadre de mon étude ont montrées que les molécules testées avaient la possibilité
de se lier a 'enzyme libre comme au complexe de Michaelis ES, laissant a penser que les dérivés
catéchols inhibaient hPRDX5 avec un mécanisme non compétitif. Ces résultats prédictifs ont pu étre
corrélés avec des résultats expérimentaux obtenus par cinétique enzymatique qui nous ont permis
de déterminer la force de l'inhibition des ces dérivés avec pour hPRDX1, hPRDX2 et hPRDXS5 via la
mesure de leur /G, et la détermination de leur mécanisme d’inhibition pour hPRDX5 partiel mixte

non compétitif.

Les différences observées dans I’affinité et I'inhibition des protéines hPRDX1, hPRDX2 et hPRDX5
peuvent étre attribuées aux différences structurales de ces protéines. En effet, nous avons vu que
hPRDX1 et hPRDX2 issues de la méme dasse de hPRDX étaient inhibées avec une activité similaire,
différente de celle observée pour hPRDX5. Une sélectivité des dérivés catéchols pour hPRDX5 a donc
pu étre observée sur la base de ces trois systemes, mais qu’en est-il des autres protéines hPRDX ? De
plus, nous avons étudié I’affinité du substrat naturel de hPRDX5 : H,0,, et I'inhibition des dérivés
catéchols lors de la réaction enzymatique avec ce substrat. Nous pouvons cependant nous demander
si l'utilisation d’un substrat différent pourrait amener des modifications dans le mécanisme

d’inhibition de ces protéines.
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II. PERSPECTIVES

Les résultats obtenus sur I'étude de I’affinité et de l'inhibition de hPRDX5 par les dérivés
catéchols suscitent des nouvelles perspectives et questions concernant les isoformes non abordées
ici de cette famille de protéines (hPRDX3, 4 et 6), I'étude de substrats différents dans la réaction
enzymatique catalysée, et I'optimisation des dérivés catéchols par la recherche de motifs structuraux

spédifiques ou I’étude de molécules naturelles.

- Etude d’'un substrat différent : le peroxyde de cumene

Toutes les expériences menées sur I'inhibition des isoformes hPRDX1 hPRDX2 et hPRDX5 ont
été effectuées avec le peroxyde d’hydrogéne H,0,, substrat de hPRDX5. Cependant nous savons qu'il
existe d’autres peroxydes organiques tel que I’hydroperoxyde de cumene par exemple, qui peuvent
étre substrat de la réaction enzymatique catalysée parles PRDX. Il serait donc intéressant de voir si

I’utilisation d’un tel substrat amene des différences significatives dans I'inhibition de ces protéines.

Le peroxyde de cuméne (formule ci-dessous) est un autre substrat connu des PRDXs bactériennes
(AhpC) et humaines (hPRDX1, hPRDX2 et hPRDX6)."* '*> De maniére préliminaire, nous avons
modélisé son interaction et estimé son affinité avec hPRDX5. De plus, son étude avec hPRDX5
pourrait mener a des informations sur la sélectivité des substrats des hPRDX, par rapport a H,0, dans

le cas de I'isoforme hPRDX5

O
B\\CL(/

Hydroperoxyde de cumene

Une simulation de 300 ns de I’hydroperoxyde de cumene avec hPRDX5 a été effectuée et n’a donné
lieu qu’a une seule période de liaison. Comme précddemment, nous avons utilisé trois variables
collectives pour définir le systeme : CV1 représente la distance sur I'axe Z, CV2 la distance par

rapport a cet axe et CV3lavaleur de I'angle SG-O,-Os.

La FES calculée en fonction des variables CV1 et CV3, un seul minimum énergétique est visible 3 5 A
sur I'axe Z, représentant l'interaction du peroxyde de cumeéne avec Cys47, avec un angle de 110°

(Figure 97). En effet, I'utilisation d’un peroxyde ne rend pas possible la conformation de liaison a
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deux liaisons H observée dans le cas des dérivés du catéchol. L'affinité du cumeéne pour hPRDX5
calculée par cette simulation est de AG®= - 2.1 + 0.1 kcal.mol™ soit une constante de dissociation du
complexe, Kp =29 + 3 mM. Comme pour beaucoup d’enzymes, |’affinité pour le substrat reste faible
(cas du peroxyde de cuméne) ou voisine de zéro (cas de H,0,). On remarque que l'affinité du
peroxyde de cumene pour hPRDX5 est plus grande que celle de H,0,. Nous pouvons nous demander
si cette différence pourrait induire une modification du mécanisme d’inhibition des hPRDX par les

dérivés catéchols si le peroxyde de cumene était utilisé comme substrat.
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Figure 97. Analyse de I’énergie du complexe hPRDX5-peroxyde de cumeéne par FM.

Gauche : Cartographie de I’énergie en fonction de la distance surl’axe Z de I’entonnoir (CV1), et de I’angle SG-
0Oa-Op (CV3). Courbes de niveau représentées avec un intervalle de 0.5 kcal.mol™. Droite : Visualisation de la
moyenne pondérée en fonction du temps de simulation de AG°, pour le complexe hPRDX5-peroxyde de
cumene.

A la suite de ces premiéres estimations par FM, des tests préliminaires expérimentaux ont été
effectués en cinétique enzymatique. La courbe expérimentale obtenue ne correspond pas au modele
hyperbolique de Michaelis-Menten (Figure 98) mais plutét a un modéle sigmoidal, que nous avons

fait correspondre avec une courbe théorique de type :

n
&

Ry +a

y = Vmin + (Vmax — Vmin) [42]
Par correspondance avec cette équation, on trouve un K, de I’ordre de 3 uM, pour un V,, de 33

umol.min'l.L'l. Le Ky, est donc plusfaible que celui mesuré dans le cas de H,0,.

Ces tests nous indiquent que le cumeéne induirait un caractére coopératif (coopérativité positive) de
hPRDX5 au contraire de H,0, ce qui met en évidence une limitation. En effet, nous prenons
uniqguement en compte un site de fixation dans nos expériences, considérant un modele de liaison

1:1. Ce modéle est bien approprié pour H,0,, mais ne le sera pas dans le cas du péroxyde de cumene.
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Figure 98. Courbe de cinétique effectuée avec le peroxyde de cuméne comme substrat de la réaction
enzymatique catalysée par hPRDX5.

Vo = f([peroxyde de cumene]). Vitesse initiale de la réaction en um.min"l.L"l. Correspondance avec une courbe
théorique de type : y = Vimin + (Vinax = Vimin) X / Kns" + X" pour la détermination de Kj.

D’apres la courbe obtenue de maniére préliminaire, on peut calculer I’efficacité enzyme qui est de

kea/Kiy = 8.10° M™.s™, presque 10 fois plus grande que celle obtenue avec H,0, ke,i/Ky = 9.10° M.s”

1 1% Cela est cohérent avec I'étude menée par Parsonage et al. '*

ainsi qu’avec les résultats publiés
par Trujilo et al. sur la cinétique de réaction de hPRDX5 avec les peroxydes organiques par rapport a

HzOz.lgO

Il serait tout de méme nécessaire de refaire cette expérience afin de confirmer ou non la
coopérativité du cuméne avec hPRDXS5, et ensuite, de voir si ce caractere différe dans I'étude de ce

méme substrat avec d’autres isorformes de hPRDXs.

- Réflexion surla relation temps de résidence/affinité

Dans ce projet, nous avons principalement exploré le caractere thermodynamique du
phénoméne d'association-dissociation protéine-ligand par FM en estimant I’énergie libre du systéme
au cours du temps. Nous savons que |’affinité n’est pas uniquement un bilan de la thermodynamique
de I’équilibre d’interaction, mais aussi de sa cinétique. Pour cela on cherche généralement a estimer
la valeur des constantes de vitesse k,,et korde cet équilibre. Estimer ces constantes de vitesses par le
biais de la MD/FM est une motivation de nombreux projets de recherche. Des travaux publiés

récemment par Tiwary et al. ont montré qu’il était possible d’obtenir une estimation de ces
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constantes.”® Pour obtenir une estimation du k,, il faut partir du complexe libre, et continuer la
simulation jusqu’a observer |’association du complexe. Au contraire, pour avoir une estimation du k.
il faut partir du complexe lié, et observer sa dissociation. La moyenne des temps d’association (ou de
dissociation) observés sur I'ensemble des simulations effectuées (environ 20 dans leur cas)
permettrait une estimation précise des constantes de vitesse, dont la distribution répondrait au test

de Kolmogorov-Smirnov.”

Par le biais de la cinétique de I‘équilibre, un autre parameétre peut étre pris en compte : le temps de
résidence tz. Nous avons vu dans le chapitre | que cette grandeur pouvait étre reliée au k.4 (relation 9
p.10), et donc au Kp. Nous savons qu'un inhibiteur n’est actif que lorsqu’il est lié a sa cible. Donc
I’augmentation du £z, correspond & une diminution du k. si 'on considére que la dinétique de

I'interaction estlimitée par la diffusion (k,, = 10" M™'.s7), et sera synonyme d’une meilleure activité.

En FM, le £ estimé sur les événements de liaison observés n’est que purement qualitatif. Ces
événements d’association-dissociation sont aléatoires. Evidemment plus ils prennent de temps et
moins ils sont nombreux dans un laps de temps donné. Nous avons supposé que le temps de
résidence se distribue selon une Loi Normale. Les potentiels de biais appliqués en métadynamique
vont biaiser le £5 observé et tendre a diminuer le k.z puisque I'énergie est déposée afin de dissocier
le complexe. Ainsi les événements observés ne peuvent nous permettre de calculer un tg réaliste et
quantitatif, mais peuvent permettre une comparaison qualitative des £ apparents observés en FM
puisque ces simulations ont été effectuées avec les mémes paramétres de biais. les tg estimés par
FM sur les simulations effectuées, répertoriés dans le Tableau 16, montrent une augmentation

générale du temps de résidence conjointe a I’augmentation de I’affinité des ligands correspondants.

Tableau 16. Evolution du £z mesuré par FM en fonction de I’affinité estimée pour hPRDX5, pour les
principaux dérivés catéchols étudiés

Ligand ’N‘ombre tr AG°,estimée Ky estimé kc_,{,
d’événements (ns) (kcal/mol) (M) (s7)
CAT 6 11 -3.0 6.9.10° 6.9.10°
4MEC 12 13 -3.6 2.4.10° 2.4.10°
4TBC 6 22 -5.5 1.8.10" 1.8.10'
4NPC 6 43 -6.6 2.0.10° 2.0.10°
4N5PC 5 100 -8.2 2.0.10° 2.0.10°
Hit 3 6 41 -8.2 3.0.10° 3.0.10°

Avec kogr = Kp X ko €t ko estiméa 10° M ™' s™
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L’exception du ligand Hit 3, dont le £ est plus faible que celui calculé pour 4N5PC pour une affinité
calculée équivalente, illustre le coté aléatoire de la dynamique, et la distribution normale du temps
de résidence. Pour avoir une analyse plus prédse des tg il faudrait suivre le protocole utilisé par
Tiwary et al. en effectuant un nombre suffisant de simulations nécessaires a I’obtention d'une

moyenne plus réaliste.

- Etude des différentes isoformes de hPRDX

Nous avons proposé une estimation de la sélectivité des ligands catéchols par rapport a deux
autres isoformes des hPRDX : hPRDX1 et hPRDX2. Nous avons vu qu’en terme d’inhibition les ICso
déterminés étaient similaires a ceux trouvés pour hPRDX5, mais que I'activité résiduelle était plus
importante pour ces deux isoformes de la classe des hPRDX a 2-cystéines typiques. Cependant des
expériences complémentaires permettraient de lever certaines ambigiités concernant I’affinité et
I'inhibition des autres isoformes. Cela passe par une meilleure compréhension de I’oligomérisation
de ces protéines, ou encore la mise en place de dynamique moléculaire non biaisée qui pourrait
mettre en évidence d’autres régions (autre que le site récepteur) dans lesquelles les dérivés

catéchols pourraient se lier.

De plus, si nous avons estimé la sélectivité pour les isoformes hPRDX1 et hPRDX2, aucune étude n’a
été menée concernant les isoformes hPRDX3, hPRDX4 (méme classe que hPRDX1 et hPRDX2) et
hPRDX6 (hPRDX a 1 cystéine). hPRDX6 étant une protéine monomérique, il serait théoriqguement aisé
de modéliser son interaction avec les dérivés catéchols a partir d’une structure cristallographique
résolue. Une structure de cette isoforme dans son état réduit a d’ailleurs récemment été déposée a
la PDB avec une résolution de 2.5 A (5B6M.pdb)."** Cette isoforme monomérique ne posséde pas
d’interface comme dans les autres isoformes humaines, et il serait intéressant de voir et de
comprendre I'impact de |'oligomérisation de ces enzymes sur l'interaction grace a la dynamique

moléculaire.

- Inhibiteurs de hPRDX dérivés du catéchol

Partant du fragment catéchol (110 g.mol™) ayant une affinité de I’ordre du millimolaire, nous
avons développé de maniére minimale ce fragment pour atteindre une affinité de I'ordre du
micromolaire avec le 4NPC. Dans un contexte de conception de médicaments, ce fragment doit
ensuite étre développé pour obtenir une molécule de type drug-like qui aurait une affinité pouvant
atteindre le nanomolaire pour étre candidat médicament. Dans ce projet, nous avons développé et
optimisé le fragment 4NPC et obtenu des estimations encourageantes d’affinités obtenues par FM,

qui n"ont pas encore pu étre corrélées a I’expérience. Des expériences de RMN et de cinétique
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enzymatique sur ces dérivés de type drug-like 4AN5PC et Hit 3 seraient donc bénéfiques pour la suite

du développement d’inhibiteurs dérivés du catéchol.

De maniére parallele, une étude rapide de molécules naturelles possédant le motif catéchol pourrait
étre réalisée. En effet, nous avons vu en chapitre d’introduction que certains neurotransmetteurs et
polyphénols naturels possedent un motif catéchol (structures en Figure 35 p.81). Ainsi, de maniére
préliminaire, la dopamine et I'adrénaline ont été modélisées par MD non biaisée (NVT) avec hPRDX5.
A lissue de ces simulations, aucun événement de liaison significatif n'a pu étre observé avec les
Cys47 des chaines A et B de I’lhomodimere hPRDX5. Néanmoins, les molécules naturelles peuvent
offrir de nombreuses possibilités de par leur variété, et donc il serait intéressant de tester d’autres
molécules possédant un motif catéchol (voir chapitre | p.75). Cela pourrait permettre de mettre en
évidence une corrélation entre des motifs structuraux et I'inhibition des hPRDX (SAR), et d’aller ainsi

encore plus loin dans I'optimisation des dérivés catéchols étudiés.
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Annexe 1. Spectre 1D 1H de hPRDX5 200 uM a 600 MHz (sonde cryo) dans un tampon PBS a pH=7 .4, et 300K.
Protéine maintenue sous forme réduite par 3mM de TCEP (signaux du TCEP signifiés par *). Signal irradié

sélectivement lors des expériences STD indiqué par une fleche.
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Annexe 2. Démonstration de I'équation 35 reliant la perturbation de déplacement chimique CSP a la
constante de dissociation Kp d’un complexe protéine ligand par RMN

Si I’on considere une réaction entre une protéine P et un ligand L pour donner de maniere réversible
un complexe protéine-ligand PL, a I’équilibre on peut définir la constante de dissociation du
complexe protéine-ligand Kp.

P+L = PL
P _ [(PlL,]
Aléquilibre: K, = e,
Avec  [P]i=[Plo—[PL]; et [L]t=[L]o—[PL]:

En remplacant dans|’expression de K, on obtient alors la relation suivante :

K - ([P]o — [PL])([L]o — [PL],) _ [Plo[Lly — ([P]o + [L]o)[PL], + [PL]:
P [PL], [PL],

Soit Ap [PL]t = [P]o[L]o - ([Po+[L]o)[PL]: + [ PL]¢*

Ce qui nous donne I'équation du second degré suivante :
[PL]Z - ([Plo+[L]o)[PL]: - Ko [PL]c+ [Plo[L]o=0

En considérant I’équation du second degré : ax? + bx + ¢ = Oet en appliquant la formule quadratique,

-b=yA L
ona: x = —= avec A =b?-4ac lediscriminant
Z0

([Pl +[2] o +[Bp D+ AP] o+ 2] o +[Rp D -4 ([Pl [2] )

2a

soit: [PL], =

En considérant un modeéle 1:1ou un seul ligand vient se lier dans un seul site actif du récepteur, on

peut écrire que :

[PL]; L6
A50!7:; = EP]Omax

Avec Ab,.x le déplacement chimique maximum, observé a saturation en ligand.

En combinant a présent la solution de I'équation du second degré avec la relation propre a notre
modele 1:1, on obtient la relation suivante reliant la perturbation de déplacement chimique
observé, la constante de dissociation du complexe PL et les concentrations initiales en protéine [P],
etenligand [Lo:

([Pl + (Lo + Kp) — V[Ply + [L]y + Kp)% — (4[P1,[L],)

NS, = Ab
obs max 2[P]0
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