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bY

Le monde est actuellement confronté & un phénomene majeur et alarmant : la
résistance bactérienne aux antibiotiques et la résistance fongique aux antifongiques. Cette
probl ®mati gue estpaatui onisurm®Pdle x apbe®oacu uel | e
champignons résistants aux traitements représente une menace sérieuse pour la santé
publ i que. Ces agents pathog nes survivent et
congus pour les éliminer ou ift@r leur croissance.

La maladie est causée par des levures encapsulées appartenant au complexe
Cryptococaise néoformégCryptococceise gattii, | ar gement pr ®s entes da
Parmi ces deux espéceSryptococcusneoformansest la plus fréquemmentencontrée,
affectant maj oritairement l es i mmunod®pri m®:
prés de625 000déces chaque annéd][2]. € | 6CGryptoceccus @attiia une affinité
pl us mar qu®e pour |l es hites i mmunocomp®t en
répandue[3][4]

En Algérie, la cryptococcose demeure sastimée malgré ses implications graves.
Des travaux récents ont mis en lumiére une prévalence non négligeatds confirmeés, en
maj orit® chez des hommes | eunes S®roposi ti
particulierement fréquente et sévdtg

Dans ce contexte, i devient essenti el d
chez Cryptococcus neoformans L 6 e n z y mdésacétylaise impligeée dans la
modification de la paroi fongique, représente une cible potentielle promefjuseette
enzyme joue un rdle central dans le remaniement de la paroi fongique, en convertissant la
chitine en chitosane, un polymeére qui confere a la levure une résistance accrue au stress
oxydatif et une capacit® dOo[g,cHdpohroememrest au s
absent chez | 6homme, ce qui en fait une ci bl
[8].

Cbest dans ce cadre que sob6inscrit | a prob
Commen peuton exploiter les outils de modélisation et de criblage virtuel pour prédire la
structure de la chitine déacétylase @e/ptococcus neoformarest identifier de nouveaux

inhibiteurs capables de bloquer son activité enzymatique de maniere séleefficaet ?
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|. Partie bibliographique
[.1. Contexte historique

En 1894 Sanfelicea identifié leCryptococcus neoformana partir du jus de péche en
Italie et lui a donné le nom dgaccharomyces neoformangEn 1901, Vuillemin a redassé
les souches dBusse et Sanfelicen Cryptococcus hominigt C. neoformans en raison de

leur absence de fermentation du sucre et de production d'ascd9pores

l. 2. Classification phylogénétiquecryptococcus neoformans

La classification des espéces s'appuie sur des idées d'évolution, de reproduction ou de

caractéristigues morphologiquids ]
La levure appartenant au gei@gyptococcugst classée comme suit

Domaine: Eukaryota
Régne: Fungi
Embranchement (Phylum): Basidiomycota

Sousembranchement: Agaricomycotina

1

il

l

l

1 Classe: Tremellomycetes
1 Ordre : Tremellales

1 Famille : Cryptococcaceae
1 Genre: Cryptococcus

)l

Espéce: Cryptococcus neoformans
Nom binomialCryptococcus neoformariSan Felice) Vuill. (1901)

l.3. Morphologie cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformarest une levure de forme ronde ou ov@éé pm de diametre)
entourée d'une capsule qui peut aller jus@@'aum d'épaississement. Un coldit relie les

bourgeons a la levure mére, et ils peuvent former des p$itardents atypiqueg12]

La capsule mucilagineasde nature polysidique, est constituée de deux macromolécules
le glucuronoxylomannangGXM) , représentan88 % du matériau polysidique totalet le
galactoxylemannang(GalXmM), qui compte poud2 % des polyosides capsulaireet

organisme s'implae facilement sur des milieux de culture fongiques ou bactériens et est
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souvent identifiable dans la semaine suivant l'inoculation, méme si, dans certaines situations,

il peut nécessiter jusqusemaines pour se développer

La structure d€. neoformasest présentée dansRayure 01[13]

Capsule

xg}t 'geaée,,gg

.....oooo.,.

Vacuoles

Cytoplasm

Mitochondrion

7 o
®Po0000000 )Sir' Endoplasmic

Q&gﬁ%{ﬁ cmg Reticulum

Figure 1 : Représentation d'une cellule @eyptococcus neoformans

l.4. Pathogénicité de cryptococcus neoformans

Le champignon peut contaminer une variété d'hétes, allant des mammiferes aux
insectes, ce qui indique qu'il s'agit d'un agent patheg®n spécifiqu¢l5]. Des spores ou
des cellules de levure de. neoformanspeuvent étre inhalées et pénétrer dans les voies
respiratoires de I'n6tgL6][17]. En I'absence de traitement, une infection cérébrale d@ au

neoformanspeut entrainer la moil8]
I.4.1. Facteur de virulence majeurcryptococcus neoformans

La capsule polysaccharidique est le principal facteur de virulend@rygptococcus
Elle a des propriétés antiphagocytairesGalXM provoque I'apoptose des cellule3
humaines, sapant directement I'immunité médiée par les celltdadis queGXM freine la
prolifération des cellulesT et déclenche l'apoptose des macrophages. En dépit de ces
stratégies d'évasion immunitaire, la capsule conégatement des mannoprotéines, qui sont

des antigenes majeurs pour les lymphocytg4 3]

La mélanine est un autre facteur de virulence essentiel ; ses robustes propriétés

physiques et chimiques lui permettent de neisealles radicaux libres. Des recherches
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démontrent que la mélanine peut se lier a des antibiotiques, des métaux lourds, des protéines

et des peptides antimicrobiens produits par I'a&.

by

La capacité a se développar37 °C est également un facteur de virulence ; une
croissance réduite & cette température est associée a une infectivité moiridre. lLele U
reproduction prédomine chez les isolats cliniques et environnemer@auxeoformansa
également la capacité @banger de phénotype vivo, générant une colonie gélatineuse

vitro et favorisant la persistance des tis$R8][21]
l.4.3.Mécanisme d'infection

Léinfection se produit p mes (indectipnapulmanare t par
primaire latente) ou de levure qui se développe en saprophyte dans I'environnement sur les
excréments de pigeons ou le guano des chaaowss. Une fois qu'elles pénétrent dans les
alvéoles pulmonaires, les levures pourraientegnén dormance (rester a I'état quiescent)
probablement au sein des macrophages alvéolaires, et ce, pendant de longues années. En cas
de déficience immunitaire, ces cellules pourraiense réactiver » proliférer dans les
poumons et induire une pneuni®n Généralement, le microbe pénétre dans le systeme
circulatoire et se propage a travers l'organisme, entrainant une meéningoencephalite et
infectant d'autres tissus (peau, foie, rein, ettg transmission de l'infection d'un individu a
un autre est rar sauf en cas de transplantation d'organes infectés. Par ailleurs, il n'y a pas de

passage de I'animal a 'homi22]
l.4.4.Maladies provoque parcryptococcus neoformans

C. neoformansprovoque diverses affections chez les hbétes tant immunodéprimés
gu'immunocompétents : Mamment la méningencéphalite(77,2 %) et la cryptococcose
pulmonaire 82 % ; principalement chez les individus ayant un systéeme immunitaire affaibli).

[23]. La cryptococcoséisséminée peut se manifester dahs8 % des situations [24]

La contagion pulmonaire se répand généralement vers le cerveau et IgLpg&u.
neoformanspeut entrainer une infection généraliséen seulement chez les individus
immunodéprimés ou diabétiques, mais également chez certains sujets immunocompétents
[25]
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l.4.5.Symptoms de la cryptococcoses

V Cryptococcose pulmonaire

Cryptococcosesubclinique peut découler d'une exposition emnementale, et les
individus normaux peuvent contracter une pneumonie spontanément résolutive accompagnée
de sensibilisation. Les infections primaires de cette nature sont souvent dépistées uniquement
via une radiographie pulmonaire de routine, car ellesprésentent généralement pas de
symptébmes diagnosticables. Quand ils sont présents, les symptdmes incluent la toux, une
Iégere fievre et des douleurs pleurétiqu@siimporte le nombre de Iésions pulmonaires, elles
sont généralement sans symptémes, atifarsqu'elles sont chroniques et qu'elles forment
des granulomes. Le risque de propagation vers le systéme nerveux central est également accru

en cas de cryptococcose pulmonaire chroniffiy.

V Systeme nerveux central

Dissémination vers le cerveau et les méninges est la forme eitégplus Courante

manifestation de laryptococcose

La meéningite : comptant pour jusqu®b % du total des cas . Néanmoins, les symptémes
cliniques ne sont guere alarmants. Les symptdémes se manifestent souvent graduellement sur
une période de plusieursois, débutant par des céphalées, puis sweidatigue, vertiges,
irritabilité, désorientation, nausées, vomissements, rigidité de la nuque et anomalies
neurologiques localisées comme l'ataxie. La perte de la clarté de la vision et le coma peuvent
égalenent se manifester aux étapes avancées de linfection. Des cas a apparition soudaine
peuvent aussi se manifester, spécialement chez les patients souffrant d'une maladie avancée.
Ces derniers peuvent connaitre une dégradation rapide et décéder en l'espaetjues

semaine.

La méningo-encéphalite :cette infection rare et rapide, qui entraine souvent le coma et la
mort en un rien de temps, est due a I'envahissement du cortex cérébral, du tronc cérébral et du
cervelet . Les symptdomes incluent une réactiardive au traitement et des indications
d'"Td me c®r ®br al ou d'"hydr oc ®p2B]al i e, not amme
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|.4.6.Diagnostic
V Examen direct des prélevements

Des prélévements L'inspection directe des échantillons est essentielle pour un diagnostic
rapide. L'utilisation de I'encrée Chine pour examiner le liquide céphalorachidien permet de
diagnostiquer laryptococcose méningéehez plus d&0 % des patients séropositifs &0
% des séronégatifs. L'identification est basée sur l'observation d'un halo lumineux entourant
la levurelorsqu'elle est mélangée a l'encre de Chine. Le test peut étre effectué sur différents
fluides biologiques(LCR, LBA, abcés). Des techniques de coloration telles guMay-
Grunwald-Giemsa (MGG) ou Gram sont bénéfiques pour les frottis. Sur les tissus, les
levures se distinguent par une capsule non teintée, révélée par des colorants spécifiques
comme le mucicarmin et le bleu alcian. La coloration @emori-Grocott contribue

également a la visualisation des levyrgs
V Culture et identification

L'identification de l'espéce nécessite une culture qui se base sur le milieu de Sabouraud
sans Actidione® (cycloheximide), car ce dernier est constamment sensible au genre
Cryptococcus En général, la levure se développe 2@ 5 jours, formant des colonies

d'apparence mucilagineuse, fluide et de teinte bfidé.
V Diagnostic indirect

Recherche de l'antigene circulant : Par un test d'agglutination au latex ou
immunoenzymatique, I'antigene capsulaire peut étre détecté dans le liquide céphalorachidien,
le sérum, les uries ou leLBA. L'essai d'agglutination fait appel a des particules de latex
sensibilisées avec des anticorps anticryptocoques (des anticorps polyclonaux provenant du

lapin ciblant les polysaccharides capsulaires des quatre sérotypese@formans. [27]
1.4.7. Traitement

La prise en charge des cryptococcoses s'effectue principalement de maxiiegdemé
par I'administration d'antifongiques. Les traitements adjuvants immunomodulateurs (cytokines

ou anticorps) n'ont pas encore été intégrés a la palette de thérapies courammenf{4ijtilisées
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Il est impératif d'instaurer rapidement un traitement antifongique pauypaococcose Il est
constituéd'amphotéricine B et de5-fluorocytosine pendant une durée ds jours pour

traiter les méningencéphaliteset les pneumopathies graves, puis O semaines de
fluconazole. Lors d'une hypertension intracranienne, des ponctions évacuatrices peuvent étre
ajoutées a la prise en charge. Le progres clinique est graduel. En ce qui concerne la guérison,
un traitement'au moins semaines est requis. Il est important de souligner que des séquelles
(comme la cécité ou la surdité) peuvent subsister apres la guérison si un nerf cranien a été
affecté. Un traitement préventif est systématiguement administré a un patarit it sida

tant que son état immunitaire ne s'est pas amé|[RB§.

|.5. Chitine désacétylase
[.5.1. Mécanisme de converien de la chitine en chitosane

La production naturelle de chitosanes implique I'action séquentielle des synthases de
chitine (Chs) avec un régulateyiCsr) et la chitine désacétylasgCDAS) [29] [30]. Alors ce

sont les principales enzymes qui catalysent la biosynthese de chit@spi32] (Figure 2)

Substrate Final prodwct
1 2

Q—O—O—mu O D 0 OH
C 2 a4
|
0-0-0-0 ©-0-0-Oox
| T |t h k Chitin deacetylase
00000« -  O0O-0-0-0O-OoH
P
000000 00000 O0o
1 2 3 4 G
T 'I' L) ¥ 1- L
0000000 o000 000w

Figure 2 : Mode d'action de la chitine désacétylase sur les oligoméres de chitine. Les
bleues correspondent aux résidus deddtytD-glucosamie ; les spheres vertes a leurs homolo
désacétylés (ylucosamine). Les fleches numérotées indiquent l'ordre et le site de désacé

[178]
Cryptococcus neoformangui code huit d'enzymesChs et trois d'enzyme<sr

[32][6][33] cependant, seules les isoformes constituent le syste®/Csr2 [7] [34] [32]
produisent la majorité de la chitine de la paroi cellulaire pendant la croissance veg2#jtive

et apres qui est convertie en chitospaeaction deCDAs|[33] .

La production de chitosane commence par la synthese d'un substrat appélé chito

(Chito- oligosaccharide) a partir de pools cytoplagques dJDPGICNAc (l'uridine 5*
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diphospheN-acétylglucosamine, par une enzyme chitine synthagehs3) présente dans la

membranenconjonction avec un régulateur apparg/@sr2)[33].

La chitine synthase fonctionne en tandem avec la chitine désacétytagpeemiere
enzyme synthétat la chitine par la polymérisation des résidusaddtylglucosaminyle
(résidus de Nacétylglucosamine )a partir de l'uridine &diphospheN-acétylglucosamine
(UDP-GIcNAC) , et la deuxieme enzyme hydrolysant les groupesé&tamido sur les chaines
de chitne naissantef85][36] . (Figure 3)

H fDH = H rD'H =
LH,C, ' Chitin deacetylase | | H,C '
HO~ "C\;"‘F'H'q\ (EC35.1.41) Ho— S —C7 2
H
\ { 2 H |
- :C =0 “n \ n
H,C
Chitin Chitosan

Figure 3: L'action catalytigie des chitine désacétylases (CDAs) sur la chitine pour former du chitosan
| 6 ac [RT9JELB0EL7S]

[.5.2. Chitine

La chitine : la majorité dees composants sont propres aux champignons et absents de
I'hote[7] ; il existe dans la paroi cellulaire de plusieurs especes de zygomyceétes sous sa forme
désacétylée, appelée chitosafb]

La chitine est un homopolymeére linéaire non ramdi@nhydro-2-acétamideD-
glucoselié enb-1,4[7][37][38] (Figure 4), synthétisé par le systeme de synthase/régulateur
de chitine (Chs/Csr) peut ensuite étre désaceétylé enzymatiquement en chitosane par des
protéines associées a la parbésCDAs . [29] [6]
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:h d chitin microfibril crossed-linked
to B(1.3)-glucan

k—;;—\ D antiparallel nascent chitin chain

/ \ poly-B(1,4)-N-acetylglucosamine
CH,OH CH,OH CH,OH CH.OH CH.OH CH,OH
H H H H H H
H H H H H H i
NH NH NH NH NH NH
(|:=O CI)=O (lle Cc=0 Cc=0 Cc=0

1 1 1
CH. CH, CH, CH, CH., CH,

Current Opinion in Microbiology

chitin microfibril

Figure 4 Structure et diversité de la chitine chez les champignons. La chiting ¢5t4yhomopolymeére de N
acétylglucosamine qui se replie de maniére antiparalléle pour former des liaisons hydrogasi®ingales
chaines de chitine sont liées de maniére covalentef,B)glucane (vert) pour former le squelette interne de
la plupart des champignon§39]

[.5.3. Chitosane

Le chitosane est la forme désacétylée de la chjiog; et est un biopolymere aux
propriétés uniquesaforables d'applications industrielles et biomédicf88} et est un dérivé
de différentes especes de champigh®@u dinsectes il est connu pour varier en degré

d'acétylationDA) , et cette propriété du chitosane cryptococcique reste a détef88her

La quantité de chitosane dans la paroi cellulaire des souches a été quantifiéegpar le
MBTH [7] de cette facon nous savons que les souches afdfisi en chitosane sont
rapidement éradiquées des poumons et ranhtine sensibilité a la croissance dans des
conditions de stress de la paroi cellulairea carence en chitosane affecte également deux
facteurs de virulence dé. neoformansla mélaninect la capsulg41][42]; alors la perte de
chitosane rendCryptococcusplus susceptible d'étre tué par I'nj48] ; que la perte de

capsule ou de mélanine

Le chitosane n'est pas essentiel a la croissangéro . Cependant,il estproduit par
C. neoformangendant la croissangevivon ot amment ~ | a temp®r atu
[6] [32]. Plusieurs études ont montré que le chitosane contribue a la viabilité et a la
persistance dé&€ryptococcusau sein de | 6htt e, ce qui en

| 6®$ adbmméent doune.[Alnfection r®uUssie

10
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C. neoformanscontient des niveaux importants de chitosane pendant la phase
végeétative de la croissanp#l] et sa production lors d'une infection pulmonaire est en grande

partie dépenahtedu niveau de transcription @nCdal [7]
1.5.4.Les CDAs

C. neoformansexprime quatreCnCda putatives [29] , dont trois CnCda ont été
confirmées comme étant des enzymes fonctionnelles qui agissent sur la chitine dans la paroi
CnCdal, CnCda2 et CnCda3 [7] [6] . Ces trois protéines ancrées &Pl (
Glycosylphosphatidylinositol ) qui étaient identifiées par spectrométrie de masse dans le
milieu extracellulaire deC. neoformansprotéome[45] . Ces enzymes présentent une
spécificité tres stricte, convertissent uniquement les homopolymeresadétyglucosamine
(GIcNAC) chitine en son dérivé plus soluble, le chitosgl® . Les mécanismes de la catalyse
de la désacétylase ont été décrits pour la premiere fois pour le patHdigepecoccus

pneumoniaet I'ereyme peptidoglycan&IcNAc désacétylas€spPgdA) [7] .

Les CDAs sont desaminohydrolases appartenant a la famille des estérases
glucidiques4 (CE-4) [48] ; et sont deglycoprotéineavec une teneur en glucides=&0 %
(poids/poids)35] ; la masse moléculaire d&5 a 80kDa . I'enzyme native existe sous forme
de monomérg36] et est active sur plusieurs substrats chitineux et dérivés de la chitme
vitessede désacétylation est d'autant plus élevée que l'oligosaccharide est pkésentme
nécessite au moins quatre résidus decBtylglucosaminéchitotétraose)pour sa catalyse, et
elle est inhibée par les acides carboxyliques, en particulier l'acidewecdin plusMg |
Cal] , Mn ] , Zn| testés domanme chlorufeg, e sonerévélés inhibiteurs a des
concentrations supérieured@mM . [36]

1.5.5.CnCDAl

Les gene<DAs de C. neoformangnt été initialement identifiés par faésence d'un
domaine de chitine/polysaccharide désacétylase dans leurs produits protéiques putatifs. Les
trois désacétylases de la chitine partagent des motifs de ségquence protéique similaires pour
une séquence signaN-terminale clivable et pour I'ajoutC-terminal d'une ancre

glycosylphosphatidylinositdiGPI) [7].

Il a été démontré qu€nCdala 3 représentent tout le chitosane de paroi cellulaire

[29][33][6] produit pendant la croissance végétative dans un milieu dextrose a base de

11
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peptone et d'extrait de levureet chacun peut compenser la perte des deux g§8¢esEn
revanche, lorsqu€. neoformansa été cultivé dans un milieRPMI1640 (généralement

utilisé pour la culture de cellules de mammif¢reSnCdalseul s'est avéré responsable de la
pathogénesf9] [7] doncCnCdaljoue un réle majeur dans la synthése du chitosane pendant
l'infection etestresponsable de la pathogénéese fongigaiee quilélimine la majorié des

groupes acétyles de la chitine lors de la génération de chitosane pendant l'infection de I'héte et
gue lincapacité a produire du chitosane est probablement responsable de la virulence atténuée
de la souche CnCdal sachant queCnCdal avec son actié enzymatique de chitine
désacétylase intacte plutét que sa simple présence dans la paroi cellulaire est nécessaire a la

virulence[7].

CnCdal est spécifiguement régulé a la hausse dans les cellules se développant dans le
poumon de la souris la croissancalans I'environnement pulmonaire de l'animal infecté
stimule la régulation positive spécifique @aCdal (augmente la transcription deCnCdal
) , pour augmenter la synthése du chitosane de la paroi cellulaire chez un héte mammifere
grace a son activité eyrnatique de chitine désacétylgde chitosane produit p&nCdalest

important pour qu€ryptococcugprolifere dans le poumon de I'h§{&] (Figure 6).

15- ek~
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Figure 5 : Diagramme représentda transcripton d€nCdal est augmerct ®e® nl ar
taux de transcription des génes respectifs dans les cellules utilisées comme inoculum ont servi de cc
données sont les moyennes de deux expériences indépendantes, chacune avec trois animaux pai
facteur odd@axprteRs scial cul ® pour chaque g ne en ¢
échantillons pulmonaires a ceux cultivés sur YPD.comparant I'expressionGtial,CnCda2 etCnCda3 dar
les échantillons pulmonaires a leurs niveaux respectifs ahantillon d'inoculum cultivé dans YP[J).

1.5.6. Site activede I'enzymeCnCdal

Apres l'alignement des trois séquences protéiques de déseétyl chitine avec celle

des déacétylases de peptidoglycan&dpneumoniaet C. clindemuthianuniFigure 7) ; ont

12
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éte identifiés les trois résidus catalytique¥166, R254et D294 dansCnCdal, ainsi que les
résidus de liaison au zinD167, H216 et H2P (les sites catalytiques et de liaison métallique
prédits sont localiséentre les acides aminé454 et 302 [7] . Tous lesCDAs ont un
mécanisme catalytique qui nécessite un ion métallique divalent lié au site actif, coordonné par
une triadeHisHisAsp conserée [50]. Alors bien que toute la perturbation de la poche de
liaison au zinc provoque une déstabilisatipff . Pour celales ions métalliques des
métalloprotéines, elle est importante pour le repliement et la stabilité structurale (repliement

correct) [51] et les réaction€DAs ont tendance a étre inhibées par le composé chélateur de

metauxEDTA et renforcées par la présenceCle | ouZ @ 4[R9]
Sp PgdA 256 SAFFDVIQSSYLLEKDA------- A'YQSYFDKKYQK VEXH [FUNEISN PATIRI0
CcCda 34 ————mmm e P LQCTQPG ALBEDDG DIy amTD S
Chldal T8 ===l e TRET LS¥DDG PR3
CnCda2 137 ——-=---—-meeou e psnn’rc Qankis IGIFINEIZNCS — HN2
CnCda3 111 -------mmmmeeee g m——— R EDS'YS EK ALSFDDG PpynigaSpr
Sp PgdA 309 xyDfis--Ty3ay EKNG----- SGNE L. s
Cc Cda 65 A
CnCdal 182 EKNISA-- TI¥RRY ESRY--——— M QTEYMS 0 s
CnCda2 180
Cn Cda3 147 LVA
Sp PgdA 362 'I'DD EN----9
CcCda 123 GCQ DLG— HI
CnCdal 235
CnCda2 233
CnCda3 202
Sp PgdA SKNEA-—= === == == ==~ TEI-QH-QVA| [ESIAZRMIN HSP
Cc Cda ENN'KPET——iH KFNNE ' S—---AD-VGA_ SY§auR
Cn Cda1 ISGGTA-- YET EK ' 'TEY-AP-KLDTEFHTIAE
Cn Cda2 GTNGV-- QDV'I'NN ) DKAGNG'I'Y'I‘TH!P B LN
Cn Cda3 TDEPGQY-VABVEAY -D,. \,|-- --TG-NRT, EL gl D

Figure 6: Identification des résidus potentiels du site actifQdeneoforman<nCdal par alignement multiple

de séquencegmultiséquentiel) des désacétylases de polysacchariles séquences des désslaies de
polysaccharides de C.neoformans (CnCdalCnCda2 et CnCda3) [CNAG_05799,CNAG_ 01230 et
CNAG_01239, respectivementnt été alignées par le programmecdffee sur: la peptidoglycane N
désacétylase des. pneumoniagSp PgdA) (numéro d'acces GenBankDIEB2277.1) et la Cda deC.
lindemuthianunm(Cc Cda) (numéro d'accés GenBank AAT684935D)][53] .Les acides aminés identiques sont

dans les cases noires et les acides aminés similaires sont dans les cases grises. Les résidus conservés
correspondant au sitcatalytique et a la poche de liaison métallique sont colorés respectivement en rouge et en

bleu[7].

|.6. Docking Moléculaire
|.6.1. Généralité sur le docking moléculaire

La recherche traditionnelle pour le développement de nouveaux médicaments nécessite
un environnement de recherche spécialisé. Plutét que de passer de longues périodes jours,
mois, voire des années en laboratoire a tester diverses molécules afin de déterminer leur

efficacité thérapeutique, ce qui est a la fois long et codteux, la rechetr¢hesynthése de

13
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nouveaux composeés chimiques et biochimiques sont de plus en plus associées a des études de
modélisation moléculaire[54] [55] (Figure 08)

Le docking moléculaire consiste a prédire la conformation optimaée étidier les
modes dointer act i oumréeeptdaurnecrameléculaijamoteineicila)ete s
débune petif(igend) moul f@rmer lue complexe moléculaigable [56] pour
découvrir de nouvelles molécules par I'assemblage de deux ou plusieurs entités

Actuellement, un bon nomr e de m®di caments mis sur | e

conception rationnelle basée sur des stratégiesilolage virtuel .

Détermination
des structures de structure

Préparation

Docking

Prédiction
Evaluation

Figure 7: Etapes typiques d'un docking moleculdBd]

[.6.2. Principe du docking moléculaire

Le docking moléculaire se déroule en deux étapes principales complémgHitaire

09) :

La premiére étape il estearching (recherche) : consiste a trouver I'énergie totale
minimale en analysansoigneusementiespace conformationnel, aprés avoir identifié et
généré toutes les modes d'interactiompesitionnante ligand dans le site actie la protéine

soitlespossibles positions et orientatiofp®ses). [57] [58]

La deuxieme étape estdeoring : s'appuie sur des calculs, ou ce que I'on appelle des

données numériques (la fonction de scorqui consistent en un calcul rapide de I'énergie

14
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libre totde du complexe protéirkgand résultan{59], afin de déterminer la conformation
optimale, considérée comme le mode dinteraction le plus précis pour chaque ligand par
rapport a son récepte(i60] [61] [62]

Proteine __

- . Docking |
Ligand i =

g @ . Pose Generation
< ;

Figure 8 : Etapes de docking moléculaireDocking» et «Scoring». [63] [64]

1.6.3. Approches du docking moléculaire

Les différents types de docking se reconnaissent au niveau de leurs conditions

doapplication et de | a natadomner[6fles connai ssan

Le docking rigide qui est basé sur le modedecléserrure » (Figure 10), proposé
en 1894 par Emile Fische[63] Cette procédure est la plus simple et la plus rapide a réaliser
[66] [67] , car la taille de | 6espace de recher.:
conformat 0 n du l i gand n 6 prababilitép destroucep ur austeneent | a
complémentaire sera plus faible. Elle demeure toutefois encore souvent employée pour

| 6amar r agretéine.f68]t ®i n e

(ngand)
(= Y
.\/___\Q y Acuve site
Key (Ligand) Lock (Recepteur) "

l l (Recepteur)

. @&
\' —

Lock-Key Complex Complexe
Ligand-Recepteur

Figure 9: Modele base de docking rigide "Conceptsagrure'[90][65]
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Docking flexible prend en compte la flexibilité du ligand en effectuant deux étapes :
la premiereRt ape correspond ° une exploration de
retrouver, parmi les conformations proposées, la conformation bioactive. Pendant la deuxiéme
étape une fonction de score évalue ces conforma{@®@[70] .L6i nconv ®ni ent me

docking flexible est le temps de calcul considérabrd][72]

Docking semiflexible d 6autres al gorithmes, dits de
pour construire de facon incrémentielle le ligand au sein du site actif de la pigi&jne
Lébespace diesnscodd olrimgpand est alors restreint
do®t ats simplifi®s. Cette strat®gie de reche
variantes, est notamment adoptée par les progrard®&K, FLExX, et Hammerhead .

[66] [69]

L 6 aqeherla plus utilisée dans le traitement de la flexibilité considére la cible
protéique comme corps rigide tandis que le ligand est flexible. Ce type de docking permet

déoobtenir des .6Bsultats plus pr®ci s
1.6.4. Les élémentgdu docking moléculaire

Les éléments indispensables pour pratiquer un doakiol@culaire se limitent a un
récepteur macromoléculaire de nature protéique appelé cible (dans ce cas, IEngdad,
a une petite molécule appelée ligand (dans notre cas, exeum@éoanque antifongique,) et a
un programme de docking qui prédit lanmrmation la plus favorable du ligand au sein du

récepteuf68] [71] ; nous avons choisi le programikiz DOCK .
V Récepteur :

D6 ®t ude et de concepeison|l desmolb@csW®W essurbilc
structure moléculaire tridimensionnelle de la protéine cible. Trois méthodes expérimentales
per mettent aujourdohui de d®ter mi ner l a str
nucléaire(RMN) , la microscopieélectroniqueet la cristallographie paayons X [74] . Cette
derni re technique est responsable de | a maj
de structures appelée la Protéine Data B@&BB) [75] [76]; S'i |l a cible nbest
déposée au niveau de la banque, et que cette derniere contient unee paggtindes
séquences similaires, la modélisation par homologie intervient afin de construire la structure
3D de la cible souhaitégg7][78] [79] [68].
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En biologie, un ligand (du latiigandum liant) est une molécule qui se lie de maniére

by

réversible a une macromolécule cible, une protéine ou un acide nucléique, et remplit

g®n®r al ement

des

rtles

enzymatique et transmission dgrsal.[69]

foncti

onnel s

stabi

En docking moléculaire, le choix du ligand est une étape trés importante. Ce choix

doit étre pertinent en raison de la spécificité du site actif de la cible. En plus le ligand doit étre

également sous forn&D. et peut les dessineoptimiser et enregistrer dans différents formats

(pdb, mol,

ChembDraw, ArgusLab, Titan ou Sybylé e t [63]

[.6.5. Interactions protéine-ligand

La reconnaissance moléculaire et les types d'interactions entre mol&igles 11),

notamment entre protéines et ligands, reposent sur la liaison moléci@a]rgs1]

mol2....etc.) grace a des logiciels de construction moléculaire tels que

Les liaisons covalentes se forment lorsque deux atomes ou plus partagent un électron

de valence. Elles comptent parmi les liaisons les pluedptontrairement aux liaisons non

covalentes, qui stltent des propriétés chimiques, électroniques et géométriqgues des

molécules. Elles conferent une grarftixibilité et plasticité et stabilisation des structures

tridimensionnelles des macromolécules (des complexes prdigamel et protéine

protéine ) ; alors il ya plusieurs types de liaisons faiblg&2]

Receptor

Receptor

van der Waals interaction

Receptor

Parallel-displaced

G O

Lclipsed
H (face to face)

&

T-shaped
{edge to face)

Figure 5 : lllustration des différentes interactions protéligand.[63] [65]
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1 Les forces de Van Der WaalgVDW) :

Il existe différents mécanismes d'adhésion, notamment les interactions électrostatiques
(Figure 12) également connues solise nom do&i nLonean aw dei forces de d e
dispersion72][68] ; qui sontomniprésenteparmi toutes les molécules maldedir faiblesse
[82] par rapport aux liaisons hydrogene et ionid88] et jouet un rdle crucial dans de
nombreux phénoménes physes et chimiges puisquélles sont essentides dans la
condensation des atomes et des molécules, le frottement et I'ad[&&ion.

Le nom de forces de Van der Waals vient de I'équation deslgd/an der Waals,
proposée pour la premiére fois 8873 Cette force généralement attractive n'intervient qu'a
tres courte distance, elle est donc plus intense lorsque les molécules qui interagissent sont

proches et volumineusef84]

Unequal Distribution Attractive
of Electrons force

>

Temporary Dipolles

67 2 6

Figure 6 : Schémaillustre de la force VDW entre les dip6les temporaifé3]
1 Liaisons hydrogénes :

La plupart des éléments du tahlgaériodique ont une électronégativitéN) inférieure a
celle de I'nydrogéne , et seuls quelguas(C, N, O, F, S, CI, Se, Br et Iprésentent une
électronégativité plus élevée qui forme des liaisons non covalentes de I'hydrogene et appelées

aussi ponhydrogene(Figure 13)

Les liaisons H comptent parmi les types d'interactions stabilisantes impoifébitesn
covalentes les plus fortes et les plus courantes et jouent un réle crucial dans la structure des

petites molécules et des macromolécy@s].
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2 Af H

Figure 7 : Schéma représente la laison hydrogéB: un donneur,qui est plus électronégatif que
I'hydrogene).(Aun accepteur HB avec une doublet non liant d'électron). avec deagiegs mesurés dans les
systemes HBl es di stances HéA (L1) et DHEéAA ((LA2L))eé dltl (eRB2)a.ngl e

[85][80]

i Effet hydrophobe :

Le termex liaison hydrophobe » ou plus précisémew interaction hydrophobe »
est |l a tendance qudédont des groupes (ou des n
for mer des | iaisons hydrog ne et ne peuven

coalescence de facon a minimiser les contaats deau[87][81] qui crée une cavité pour

accueillir 'hydrophobe[84] (Figure 14 )

Le rble des liaisons hydrophobes dans la stabilisation de la conformation des
protéines (et d'autres maanolécules) en solution aqueuse est devenu de plus en plus évident.

C'est que sa formation n'est favorisée que par un effet d'ent{8gie

Figure 8 : Configurations de molécules d'eau liquide a proximité de cavités hydrophobes dans des
simulations de dynamique moléculaire. Les particules bleues et blanches représentent respectivement les
atomes d'oxygéne (O) et d'’hydrogéne (H) des moléaiézai. Les lignes pointillées indiquent les liaisons

hydrogéne . Le remplissage de la particule hydrophobe (ro(#8#
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1 Interactions ioniques :

Les interactions ioniques, également appeldesponts salins, se rapportent aux
fortes forces d'attraction électrostatiques entre deux ions de clugmgesees . La distance
typique d'un pont salin est estimée efget4,5 A avec des forces d'interaction atteignant
jusqu'a8 kcal/mol. En présence d'un solvant, ces interactions sont encore renforcées par la

polarité et la petite taille des molécubeau[81]

T I nteracti:ons

Les processus de r ec onnassanblage cant souveht®c u | ¢
dirigés par des interactions non covalentes impliqdasts y st me s ar(Biguo@t i ques
16) . Ces interactions, jouent un role crucial en biologie moléeulat en science des

matériaux[91]

|j-© z:
(i
(-0

Parallel Parallel .
stacked displaced Edge-to-face T'-shaped
X=B,C,N,O X=0,S
) +) R
H

TITTTEM 4

_ v 9

XH—1t Cation—mnt Anion—T1t Lone pair—mt
Figure 9 : Schéma représentalats interactions ", XHi~ , I1¢dati,dnani;ondoubil et non
[92][93]
Parmi elles,ds interactionsi”~ sont particulierement importantes dans les systemes
aromatiques. SeloRlunter et Sanders ces i nteractions peuvent

cycle aromatique riche en ®l ectrons se rapp

attraction électrostique se produit entre les deux moments quadripolaires opfajés
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II. Partie pratique
[l.1. Matériel :

[1.1.1. Microordinateur
Dans notre étude nous avons utilisé des logiciels installés dansnderoordinateus
présentanies caractéresuivants:

Tableau 2 : Les microeordinateurs utilisés et leurs caractéristiques
Micro -ordinateur Micro -ordinateur

1 2
(ACER) DELL
Mémoire (RAM) 4 GO 8 GO
Type de systeme Systéme Systéme
ddéoexol oi ddédexHonoi
bits 64bits
Processeur Intel® Intel®
Core(TM)i5 Core (TM)i
5200U CPU@ 56200U CPU@
2.20GHz 2.30GHz
2.20GHz 2.4GHz
Systeme Microsoft Microsoft
déoexpl oi Windowsl0 Windows 10
professionnel professionnel

[1.1.2. Programmes

VvV  Pymol

PyMOL est un bgiciel de visualisation moléculaire développé Yéarren DeLano. Il
permet la représentatioBD d e structures bi omol ®cul ai r es,
| 6al i gnement de structures, a Tras wiilisé glang la | e t |
recherche,ilest = | 6ori gine doéenvi BDoda pratémespublEgest de s

dans la littérature scientifiqug¢94]

Dans cette étude a aitélisé pour déterminer le site actif par la fonctionnaligvitOmix

et bien sOr permet que la représentabrdes structures protéiques
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V chemira.chemira X

Chimera e s t un | ogici &CSFd®uel opp®&iparal Il dati on
structure mol ®c ul ai r e s . 3D|ld mop&tisatiore les aligoeménts istmidtuaagxe

et | a production doéi mages de q@d!l i t®, tout e

ChimeraX : sa version plus récente, propose une interface modernisée, de meilleures
performances, notamment pour les grandes strucftaresryo-EM), et des fonctionalités
avanc®es comme | a r®alit® virtueCBFR% || est

V Openbabel

Open Babel est un programme gratuit destiné a ctnwes données chimiques d'un
format & un autre dans différents types de fichégrplus convertieD en3D . Les formats de
fichiers pris en charge par Open Babel inclugsdh , mol , mol2, sdf, xyz, pc, smi..etc.
[97]

Dans notre travail, nous l'avons utilisé pour convertir le lighfid de I'enzyme
AngCDA d'Aspergillus nigerdu formatPDB vers le formatSDF, dans le cadre du test de

fiabilité présenté dans la sectidéthodes.
V MZ Dock

MzDOCK e st un pipeline compl et de docking m
interface graphique convivialgsUIl) fonctionnant sousVindows et Linux . Il repose sur
| 6i nt ®gr ati on desouxe tels qgu&Smimagconuore matdursde dopkang),
Open Babel(pour la conversion des formats chimiquesdPetP ( pour | 6anal yse al
des interactions ligafigirotéine). Ce pi pel i ne per met ®gal ement
a partir deSMILES, la préparation des structuresy e ¢ mi ni mi sati on doé®ne
champs de forcd MMF F 9 4 , UF F  la d€fiAitof du) site de liaison a partir de
ligands cecristallisés, ainsi que la génération de rapports et de visualisations interactives
[98]
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Tableau 3 : Les pincipaux programmetilisés

Nom Site Internet

Pymol https://www.pymol.org/

ChemiraX https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax/dovadd.html
Chemira https://www.rbvi.ucsf.edu/chimera/download.html

Open babel https://sourceforge.net/projects/openbabel/
Avogado https://avogadro.cc/install
MZ Dock https://sourceforge.net/projects/mzdock/

Il.1.3. Banques de donnés

V PDB (Protein Data Bank)

Cette ressource eatimentée par les informations d'archives de la Protein Data Bank sur
les formes3D des protéines, des acides nucléiques et des assemblages complexes qui aident
les étudiants et les chercheurs a comprendre tous les aspects de la biomédecine et de
l'agricdture, de la synthese des protéines a la santé et a la maladR€3® PDB s'appuie
sur les données en créant des outils et des ressources pour la recherche et I'enseignement en
biologie moléculaire, biologie structle, biologie computationnelle et-aela. [99]

Dans notre travB nous avons utilisé cette base pour extraire la stru@Drde I'enzyme

AngCDA d'Aspergillus niger, en vue de réaliser un test de fiabilité

V Pubchem

Cboest une banque de donn®es am®ricaine de
Center for Biotehnology Information(NCBI), branche de la Bibliotheque nationale de
médecine des Etatsnis sous l'autorité déNational Instituts of Health(NIH) .

La PubChem est une chimiothéque englobant plusieurs millions de composés mis en
ligne, gratuitement[100]

Dans notre travail, nous avons 3DdieiEDTAs ® cet |

gue nous avons ensuite utilisé pour effectuer un docking avec notre enzyme cible.
V  Uniprot KB

UniProtKB est une base de doeséentrale qui fournit des informations fiables sur les
protéinegséquence, fonction, taxonomie, références).

Elle est utilisée par les chercheurs pour :

1 Identifier et comparer les protéines.
1 Etudier leur fonction biologique.

T Faciliter la recherche biordéale et le développement de nouvelles thérapies
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Utilit® principale : cbest une ressource e:
| 6annotation des prot®i nes dans di veX§ domali

V COCONUT (Collection of Open Natural Products)

La base de donné€&OCONUT (Collection of Open Natural Products) constitue la plus
grande ressource ouverte dédiée aux produits naturels. Elle regroupe des millions de
mol ®cul es dbéorigine naturell e, accompagn®es
chimiques et biologiques, permettant aux chercheurs de les utiliser dans les domaines de la
chimie médicinale, de la pharmacognosie et de la biologie computationnelle. Cette plateforme
facilite ai nsi | a recherche d eratiom ochimie@ a u x c

informatique desnétabolites naturel§102].

Dans notre travail, nous avons consulté cette base afin de sélectionner des ligands naturels

potentiels ° tester contre | 6enzyme chitine
V Bibliothéque antifongique de ChemDiv

La bibliotheque antifongigue deChemDiv contient 16 824 composés

(https:/mww.chemdiv.com/catalog/focusaddtargetedibraries/antifungalibrary/)  cette

banque antifongique est utilisée en docking moléculaire est une collection (ou base de
donn®es) de mol ®c uladie des mdmipdséas rclymigques ecennus pow e s t

combattre les champignons qui sont utiliséa®me ligands dans des études de docking

banque antifongique utilisée en docking moléculaire est une collection (ou base de
donn®es) de mol ®c utladie des mdmpdsés rclgniqyes ecennus pow e s t

combattre les champignons qui sont utilisésmee ligands dans des études de dock|iy

T Cbest un ensemble de m®di caments ou mol ®c
de données.

1 Ces molécules sont testées en simulation (docking moléculaire) pour voir comment
elles se fixent sur une cible protéigeemme une enzyme fongique).

T Le but est doéoidentifier quels compos®s p

aidant a découvrir de nouveaux antifongiques ou améliorer ceux existants.
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Tableau 4: Les pincipdes banquesle donnéesutilisées

Nom Site internet

PDB https://www.rcsb.org/

Pubchem https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
Uniprot KB https://www.uniprot.org/

COCONUT https://coconut.naturalproducts.net/
Antifungal drug https://www.chemdiv.com/

[1.1.4. Outils de prédiction de la structure protéinique
V Swiss Model

Est wnn serveur de modélisation d'homologie de structure de protéines entierement
automatisé, accessible W@ serveur Web Expasy. L'objectif de ce serveur est de rendre la
modélisation des protéines accessible a tous les chercheurs en sciences de la videdu mo
entier[103]

V Robbeta

Robetta est un outil en ligne utilisé pour prédire la structure des protéines a partir de leur
s®quence. ! peut mod®l i ser des parties conn
prédire entieremnt de nouvelles formes. Robetta est utilisé en recherche pour mieux
comprendre | e rlle des prot®i nes. 'l aide au
été déterminée. Cet outil a été créé par un laboratoire spécialisé en biologie striit04hl

V Alpha fold

Le site web AlphaFold est une platefane en ligne qui permet de visualiser et de
télécharger des structur@b de protéines prédites a partir de leur séquence. Il donne acces a
des millions de modéles, méme pour des protéines sans structure connue, et il est gratuit et

facile a utiliser pouta recherche en biologie et en médecifi5]

V |-TASSER (lterative Threading Assembly Refinement)

I-TASSER est un outil en ligne qui pertmde prédire la structur8D d'une protéine a
partir de sa séquence dacides aminés. Il utilise des modeles connus pour construire la

structure et peut aussi fournir des informations sur la fonction de la prof&0&]
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V Phyre22

Phyre22 est un site web gratuit qui permet déywir la forme e 3Dd 6 une pr ot ®i n
partir de sa suite dbébacides ami n®s. ! Compe
la forme. Méme pour des protéines peu connues, il peut proposer une structure probable. II
donne aussi des informationsrsies parties importantes de la protéine et est facile a
utiliser [107]

V Prosa web

ProSAweb est un outil en ligne utilisé pour évaluer la qualité des structures de protéines.
Il identifie les erreurs possibles dans les modéles en les comparant a des structures connues.
Le programme donne un score global etdtsils sur les régions peu fiables. Il est souvent

utilisé aprés la modélisation pour valider les résultdi@8]

V ModRefiner

ModRefiner est un outil web utilisé pour améliorer la qualité des strucBDesde
protéines. Il affine la position des atomes dans une molécule en corrigeant les erreurs
possibles dans | e mod | e initi adconfolmatonst i | a
pour rendre la structure plus réaliste et plus proche de la forme naturelle. ModRefiner est
souvent utilisé aprés une modélisation pour obtenir une structure plus précise et préte pour
d'autres analyseld.09]

V AlUPred (Artificial Intelligence 1 based IUPred)

AlUPred e s t un out il web wutilisant |l 6i ntellig
intrins quement d®sordonn®es dans |l es pr ot
di&Pred avec des m®t hodes do aAPredeofiré uns snailpee aut o1
préece i on dans | 6identification des segments pr

des fonctions biologiques clés et des interactions moléculdik&6][111]
V T-Coffee(Treebased Consistency Objective Function For alignment Evaluation)

T-Coffee est un programme de bioformat i que uti |l i s® pour | 6 al
séquences protéiques ou nucléotidiques. Sa méthode repose sur le principe de consistance, qui

per met déoam®l i orer l a pr®cision et l a fiab
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approches classiques. En plies son algorithme de base, il propose différentes extensions,
commeM -Coffee pour combiner plusieurs alignements, Expresso/3DCoffee qui intégre

des données structurales. Ce logiciel, libre et eqmemce, est accessible aussi bien par ligne
de commandgue via une interface web, ce qui en fait un outil pratique et polyvalent dans les
analyses bionformatiques[112]

Tableau5: Les pincipaux outilsutilisé

Nom Site internet

Swiss Model https://swissmodel.expasy.org/

Robbeta https://robetta.bakerlab.org/

Alphafold  https://alphafold.ebi.ac.uk/

I-TASSER  https://zhanggroup.orgMASSER/

Phyre2 http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
Prosaweb  https://prosa.services.came.slmat/prosa.php
ModRefiner https://zhanggroup.org/ModRefiner/

T-Coffe https://tcoffee.crg.eu/

28


https://swissmodel.expasy.org/
https://robetta.bakerlab.org/
https://alphafold.ebi.ac.uk/
https://zhanggroup.org/I-TASSER/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
https://zhanggroup.org/ModRefiner/
https://tcoffee.crg.eu/

Partie pratique Matériel et méthodes

Il .2. Méthodes:

Il .2.1 Récupération de la séquence'acides aminés de la protéin€nCdal

Pour accéder a la base de donrides’rot KB, veuillez cliquer sur le lien suivant
(https://www.uniprot.org/ Dans la barre de recherche, saisissez le nom de l'enzyme
(CnCdal Cryptococcus neoformansou le numéro d'accés de la protéind9VPD7
.(Figurel?7)

JOVPDT - CDA1_CRYNH
Chitin deacetylase 1- Gene: CDA1 - Cryptococcus neoformans var. grubii serotype A (strain H99 / ATCC 208821/ CBS 10515/
FGSC 9487) (Filobasidiella neoformans var. grubii) - EC:3.5.1.41 - 470 amino acids - Evidence at protein level - Annotation score:

&

#Hydrolase #Carbohydrate metabolism #Cell wall biogenesis/degradation #Chitin degradation #Polysaccharide degradation #Virulence

1domain + 2activesites « 9 reviewed publications

Figure 10: Le choix denuméro d'accés: (J9VPD7) pour récupéaeséljuence d'acides amidun enzyme
CnCdalCryptococcus neoformamspartired'UniProtKB

Nous pouvons extraire la séquence d'acides aminés de la protéine auHABHAt
comme suit :

Tools + & Download @ Add Highlight ~ Copy sequence

Length 470 Last updated 2012-11-28v1
Mass (Da) 48,854 MD5 Checksum® A9A6BIECBI0EC6B254AA5DC6CACI15AB

10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110
MFTFAAFSAL LISLAGWAQ TTGTSVDSSI LTKTADSTGP SGFSIPALSE LTSGAPTDST VALYSTFAAG ATPTVSGAPV LPTSALTIAD YPALDVTPPT NSSLVKDWMA
120 130 149 150 160 170 180 190 200 210 220
KIDLSKVPSY NVTTGDCSTD AAAISDGRCW WTCGGCTRET DIVECPDKNV WGLSYDDGPS PFTPLLIDYL QEKNIKTTFF VVGSRVLSRP EMLQTEYMSG HQISIHTWSH
230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
PALTTLTNEE IVAELGWTMK VIKDTLGVTP NTFRPPYGDI DDRVRAIAAQ MGLTPVIWTS YTDGSTTVNF DTNDWHISGG TATGASSYET FEKILTEYAP KLDTGFITLE
340 350 360 370 330 390 400 410 420 430 440
HDIYQQSVDL AVGYILPQVL ANGTYQLKSI INCLGKDTSE AYIETSSNQT TTQITAATGS QSTFFQPIVG TATGAEVSAP SEATGSTAAG SAASTTSGSG ASASTGAASN

450 460 470
TSSSGSGRSA  TMGGALIALA  AVAVGMVYVA

Figure 11 : Séquence d'enzyn@enCdalde Cryptococcus neoformarmntient 470 AA extrait par la base de
donnée UniProtKB (Nugro d'accé:JO9VPD7) avec la masee moléculaire par unité(Dad@854

I1.2.2. Modélisation des structures d'enzymeCnCdal

1 Swissmodel

Le serveur SWISSIODEL de modélisation comparative automatisée de structures

protéiques a été utilisé suivantlilen (https://swissmodel.expasy.orj
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En modélisation comparative, swissmodel génére un modéle prot8iQud'une
séquence cible est par application d'informations expérimentales a partir d'une estructur
protéique servant de moddtemplate). Dans SWISSMIODEL, le processus de modélisation

par défaut comprend les étapes principales suiv@tit8 (Figurel9)

1-Données d'entrée La protéine cible gut étre fournie sous forme de séquence
d'acides aminés au formBASTA, Clustal ou entexte brut. Un code d'accédniProtKkB s 6 i |

y a peut également étre spécifié.

2-Recherche de templete Les données fournies a l'étgm&cédente servent de
requéte pouta bibliotheque de modeleSWISSMODEL SMTL [114] . SWISSMODEL
effectue cette recherche en utilisant deux méthodes de recherche dans les bases de données
BLAST , rapide et suffisamment précis pour les modéles étroitement apparehtélie
[115], qui améliore la sensibilité en cas d'homologie éloignée pour rechercher des structures

protéiques évolutivement apparentées.

3-Sélection de Templateet Construction du modele: Une fois la recherche de
templates terminée, les modéles générés pbacune sont classés selon la qualité attendue
des modeles obtenus, estimée par I'évaluation de la qualité globale du (@MEE) et
l'estimation de la qualité de la structure quatern@®QE) .

5-Estimation de la qualité du modeéle a la fin, pour gantifier les erreurs de
modélisation etfournir des estimations de la précision attendue du modele, SMTEREL
s'appuie sur la fonction de sc@@MEAN tilise les potentiels statistiques pour évaluer la
gualité des structures protéiques prédites. Ellenfbdes estimations de qualité globales et
locales, aidant a identifier les zones d'erreur potentielles dans le modalEord QMEAN
éleve indique une meilleure concordance avec les structures déterminées expérimentalement

[116] — =
& SWISS-MODEL® B proe

Repository | s =
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Figure 12: Une figure représentant l'interface principdieserveur SwissModel et la transition vers la
deuxieme interface, qui met en évidence les étapes de saisie des entrées afin de faire une.prédic

1 AlphaFold
UCSF ChimeraX, un outil avancé de visualisation moléculaire, permet de prédire

lastructure 3D des protéines en se connectant aux servédlpkaFold ; le lien de

téléchargement est disponilfénttps://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax/download.html) . Le

programme permet d'importer des séquences d'acides aminés ou des idedtifiardas |,
puis utilise des serveurs externes tels que la base de données Alpiddbtuddrold DB ) de
'EMBL -EBI ou le serviceColabFold pour générer un modéle protéiq@B grace a des
techniques modernes d'apprentissage profdeep learning )[117] . Ces modeéles sont baseés
sur la structure primaire de la protéine (séquence), sans nécessiter de modéles d'homologie .

DansChimeraX la préliction par défaut comprend les étapes principales suivHritgk:

Données d'entrée 1a séquence d'acides aminés de la protéine cible peut étreasaisie
format FASTA ou sous forme @lfichier texte . S'il est disponible, l'identifiantniProtkKB
(dansce cas le numéro d'acces de I'enzy@m€dal est :JO9VPD7) peut également étre saisi
pour récupérer le modeéle directement depuis la base de données AlpgiiaBpld_a saisie
s'effectue via l'interface de commandeQlemeraXou l'outil de prédictiorlphaFolddans le

menu des outils interactifs

Construction du modele AlphaFold : la séquence de I'enzyme esvayée au
serveurAlphaFold approprié. Pour les identifiants, la base de données puldigphaFold
(EMBL -EBI) est utilisée, ou des modeles préts a lI'emploi sont récupérés a partir des
prédictions générées précédemment. Si une séquence brute est saisef ellvoyée au
serveurColabFold, qui sert d'interface simplifiée poddphaFold2 et génére le modeéle en

temps réel via les interfac&oogle Colab. [120]

Récupération du modele et évaluation de la confianceune fois le modéle chargé,
il s'affiche dans linterfac8D ChimeraX, accompagné d'une carte couleur basée sur le score
de confiance de la prédictiqpLDDT). Les couleurs indiquent la qualité de la prédictien, |
bleu indiquant une confiance élevée et le rouge une confiance faible, reflétant la précision de

la prédiction d'AlphaFold pour chaque région de la séquence proté¢iftlg (Figure 21)
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Analyse et évaluation du modele ChimeraX offre des outils d'analyse visuelle
complémentaires, notamnterdes graphiques secondair€bigure20) , l'analyse des
interactions et la mesure des écarts entre le modéle et les modeles expérimentaux disponibles.
Il est également possible d'effectuer un alignement structural avec des structures similaires ou

de compeer plusieurs modeles afin d'évaluer la stabilité et la précision de prédigtizi] .

Predicted IDDT per posttion

Figurel9: StructureduCnCdal prédit par AlphaFold et des graphiques secondaire : PL DDK ; 8&tonce
couvrage

Exportation du modéle :le modele obtenu peut étre enregistré au forpdii ou .cif
pour étre utilisé dans dautres applications telles que la modélisation moléculaire, la

conception de médicaments ou la documentation scientifijR2]

Cette méthodologie s'appuie sur la puissance d'AlphaFold pour prédire les structures
des potéines a partir de leurs seules séquences. Cette méthodologie révolutionnaire a ouvert
de nouveaux horizons en biologie structurale, notamment aprés son succes avéré dans le test
CASP14. [121][123]

Tools Favorites Presets Help

Binding Analysis » | Medicalimage  Markers

iy SJe L 1HELM QA

sl White Black Simple Soft Full Inspect
><

Higher-Order Structure

Volume Data

More Tooks..

V| Alphafold

M Command Line Interface Modelax Conpaaiv Name o - ‘ Cose: =
¥ Log =i
V| Models |
| Toolbar |

Copie le séquence
d’enzyme CDA1

Command:
Welcome to ChimeraX g

Figure 13 : Interface du programme ChimeraX et les étapes de son utiligationprédire la structure de
protéineCnCdal a l'aide du serveur AlphaFold intégré a ChimeraX
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I Robetta

Robetta un outil de prédiction de la structure des protéim8B disponible sur le lien (;

https://robetta.bakerlab.orq) . Robetta s'appuie sur une combinaison de modélisation

d'homologie et de techniques de prédiction de novo, utilisant la platelRoseT TAFold

[124] , une approche moderne basée sur l'intelligence artificielle et I'apprentissage profond
pour construire des modeéles protéiques haute résolution basés uniquement sur les séquences
d'acides aminég104](Figure23)

Robetta comprend les étapes de base suivantes

Donnéesd'entrée : le serveur recoit la séquence dacides aminés geotaine a
modéliser au formafASTA . Un identifiantUniProt peut également étre saisi si nécessaire,

et plusieurs séquences peuvent étre fournies pour I'étude d'un copnpligsgue. [104]

Identification des régions modélisables de maniere homolog :

Robetta analyse la séquence soumise afin didentifier les régions modélisables en
fonction de leur similarité avec les structures existantes ddPidBa Des outils d'alignement
de séquences tels qBeAST et HHsearch sont utilisés pour découvrir ceggions et leurs

modéles correspondants, le cas éched3]

Modélisation de novo avec RseTTAFold : pour les régions sans modéles
d'homologie clairs, le serveur utilise un réseau neuronal a trois RoiesTTAFold, qui
combine les informations des séquences protéiques, des alignements de séquences multiples
(MSA) et des représentatio® prédites. Cette technique permet une prédiction précise de la

structure, méme en l'absence de modeles de simi[a2i] .

Construction du modeéle final : les modeles générés par I'homologie et la
modélisation de novo sboombinés pour construifedes modeleprotéiqus complets. Ce
modéle est ensuite affiné a l'aide d'algorithmes de raffinement physique dans le cadre Rosetta,
en tenant compte des contraintes évolutives et structur@ll23] (Figure22)
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Domain ID Domain Parse. Confidence @ Modeling Method Model Span Length Date (PST)
652889 1 1 0.64 RoseTTAFold 1470 470 3 Mar 2025

Figurel4interfacede Robettajui affiche les résultats

Evaluation et qualité du modéle :la qualité des modéles générés est évaluée a l'aide
des métriques énergétiques et des probabilités statistiqussdég ainsi que des indices de
confiance pour différentes régions du modeéle. Des estimations de confiance par résidu sont
égalenent fournies pour aider l'utilisateur a interpréter les résultats de la modéligktign .

Robetta est un outil puissant pour la prédiction de la structure des protéines, en
particulier lorsqu'il s'agit de nouvelles protéines qui n‘ont pas de modeles sbnilaire
démontrant des performances élevées grace a la combinaison de lintelligence artificielle et
des techniques de raffinement phygadd04]

Les résultats:
Le serveur Robitta fournits modéles
représentant la structure prédite de
la protéine Cdal. Chague modé&le
différe de I'autre selon les notes de
qualité. Chague structurede ces

&les peut &tre téléchargée sous
format PDB.

gslroms error estim
b
-

Figure 15 : Une figure représentant la transition entre les fenétres du serveur Robetta dans le but d'e
et de saisir deentrées telles que la séquence d'acides aminés de I'e@@NCDAL. Au final, le servel
fournit 5 modéles prédits avec une courbe qui évolue avec I'évolution de la qualité de la prédiction po
structure
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1 Phyre 2.2

Le serveur Phyre2 a été utilisé pour prédire la structure tridimensionnelle des protéines.

Il est disponible au lien suivan( http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre?

Phyre22 s'appuie sur la modélisation par homologie, qui permet de générer un modele
tridimensionnel d'une protéine cible en inférant des informations structurales a partir des

séqueaces d'autres protéines de structure connue .
Phyre22 comprend les étapgsrincipales suivantes (Figure24)125]

Données d'entrée :la séquence d'acides aminés de la protéine cible est saisie a
format FASTA ou sous formeale texte brut Le serveur permet également a l'utilisateur de
sélectionner le type d'analyse souhaité (analyse typique, analyse dense ou modélisation d'un

complexe protéiqugll26] .

Identification du modéle : Phyre22 utilise un algorithme basé sur les modéles de
Markov cachégMMC) ou (Hidden Markov Models : HMMs) pour comparer la séquence
de la protéine cible a une vaste base de données de structiiéggueis connues (telle que la
PDB)

Cette approche permet de détecter une homologie distante, difficile & détecter avec des
outils traditionnels tels quBLAST, améliorant ainsi la capacité du serveur a trouver des

modeles appropriés, méme avec une fabtelarité de séquencd127]

Alignement de séquences et construction de modelespres avoir sélectionné le
modele le plus approprié, la séquence de la protéine cible est alignée sur la séquence choisie a
l'aide de techniqueédMM . Un modéle3D de la protéine cile est ensuite construit a partir de
cet alignement, avec des informations supplémentaires utilisées pour prédire les structures

secondaires et améliorer la précision du mad2@s]

Modélisation de novo :s la protéine contient des régions qui ne correspondent a
aucun modele annu, Phyre2 utilise un algorithre comme IntFOLD/Poing pour la
modélisation de novo pour générer des estimations approximatives de ces[p26iieen
utilisant souvent des regled'énergie structurale et des prédictions de repliement secondaire

afin de modéliser ces régions au plus pf@28]
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Evaluation du modeéle et présentation des résultats Phyre22 affiche le modéle
obtenu a l'utilisateur, ainsi que des informationslewscore de confiance pour chaque partie
du modeleet I'étendue de la couverture du modglées prédictions de repliement sedaire
et de régions dépliée$116][125]

Phyre22 est un serveur bioinformatique puissant et largement utilisé pour prédire la
structure des protéines, notamment en cas de faible homologie de séqueteey gt
recours a des modelevIM sensibles et a des techniques de modélisation complémentaires
[125]

Phyre2.2

Protein Homology/analogY Recognition Engine V 2.2

Logging in | gives you access to our Expert Mode features. )

We are pleased to announce the release of Phyre2.2, which contains a number of new features (see the help menu for more details).
If you really need to use the old version, checking the "Traditional Phyre2” button will allow this.

One-to-One Threading™ (which models your sequence against a user-supplied model) can now use models directly from the AlphaFold Protein Structure Databaseld.

Please do not use "intensive mode” unless your search using "normal mode"” indicates that a single model does not cover most of your sequence. [

Current Phyre2 server load = 19% (normal running) &3

uchakour@edu univ-djelfa dz
DA1 fasta from UniProt

GTSVDSSILTKTADSTGPSGFSIPALSELTSGAPTDSTVALYSTFAAGATPTVSGAPVI
VPSYNVTTGOC: SOGRCWMTCGGEC

Phyre Search || Reset |

Figure 16 : illustration de | iterface utilisateur principale du serveur phyre2.2. Cette interface <
plateforme initiale pour la saisie de diverses données, notamment les séquences d'acides aminés, les
mail professionnelles et les modéles de prédiction

1 I-TASSER

Le serveur {TASSER (lterative Threading Assembly Refinement)a été ufisé pour
prédire la structure 3D des protéines. Il est disponible via le lien suivant
‘(https://zhanggroup.org/I-TASSER) .

I-TASSER repose sur le principe de la modélisation d'une stru@Drepar threading
structurel, suivi d'un assemblage itératif des parties du modéle et d'un raffinement par
simulations physique§l29]. Cette approche est particulierement efficace en l'absence de
modeles d’homologie hautement congruents. Le travail -pASBEER comprend les étapes

principales suivanteg130] (Figure26)
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Données d'entrée :la séquence protéique cible est fournie sous forme de séquence
d'acides aminéau formatFASTA ou detexte brut. Un identifiantUniProt peut également

étre saisi ou la séquence peut étre téléchargée depuis une base de donnéefl&iierne

Identification du modele de threading : la séquence dentrée est transmise a un
ensemble de programmes de threading (telsLMETS : Local MetaThreading Server )
[131], qui analysent la base de donn®&B a la recherche de parties structurelles similaires.
Cette étape repose sur la comparaison de la séquence protéique avec une bibliotheque de
structures connues, afin d'extraire des fragments structurdes afia construction du modele
final . [106]

Assemblage itératif de la structure : apres avoir identifié les modeles appropriés, |
TASSER assemble le modé&® de la protéine de maniere itérative. Les fragments de modele
extraits sont synthétisés et intégrés a l'aide d'algoeshde simulation de mouvements
moléculaires, les espaceurs, les liaisons et les structures secondaires étant ajustés pour

améeliorer la stabilité et la précision du moddl£06] [132]

Affinement du modele et modélisation des structures secondairesle modéle est
d'abord optimisé par des simulatsophysiques utilisant I'algoritherSPICKER (Clustering
Algorithm ) [133] pour assembler des modeéles similaires. Cette étape est suivie de
l'optimisation des chaines latérales et de la prédiction des régions indéfinies dans les modéles
a l'ade d'outils internes aTASSER .[106]

Evaluation et qualité des modéles la qualité des modéles obtenus est évaluée a l'aide de

plusieurs indicateurs , tels quérigure25)

Le score C reflete le degré de confiance du modele en fonction de sa correspondance avec

les modelesavec des valeurs comprises enget?2 .

Le score TM et le RMSD ils mesurent la similarité structurelle entre le modéle et les

structures de référenc§l34]
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Top 10 Identified stuctural analogs in PDB

Click
to view

®

Rank PDB Hit TM-score RMSD? IDEN2 Cov Alignment

Sip6A 0709 0.76 0.164 0.715 Download
TvgoA 0444 590 0.048 0613 Download
1cfsA 0429 575 0026 0589 Download
TblyA 0428 215 0.280 0.455 Download
0426 253 0.220 0.462 Download
8helA 0424 256 0.249 0.462 Download
7dd9A 0424 582 0.060 0.589 Download
4xc6A 0419 641 0.073 0628 Download
BeztA 0419 654 0047 0625 Download
0418 201 0.284 0.443 Download

© @ N ;AW N
x4
5
=

>
)
g
2
=

(a) Query structure is shown in cartoon, while the structural analog is displayed using backbone trace.

(b) Ranking of proteins is based on TM-score of the structural alignment between the query structure and Known structures in the PDB library.
(€) RMSD? is the RMSD between residues that are structurally aligned by TM-align

(d) IDEN? is the percentage sequence identity in the structurally aligned region.

(€) Cov represents the coverage of the alignment by Th-align and is equal to the number of structurally aligned residues divided by length of the
query protein.

[ Reset o initial orientation | () Spin On/Off

Figure 17: l'interface qui affiche les résultats du serveTASSER

Les fichiers de modele sont également présentés au fBidiaavec des cartes polar

prédiction de la qualité du modéle lo¢astimation de I'erreur par résidu) .

Le serveur {TASSER est un outil de pointe pour la prédiction de la structure des

protéines, combinant des méthodologies de filaments flexibles et des simulations sésictural

avancées pour obtenir des modeéles précis, méme en l'absence d'homologie de séquence
directe. [130][135]

)
- L] ProleiaMame  Length C-score  EsSmated TM-score Estmahdmﬁ ‘Submession date User's email address. User's P
S5 BT am L) WA LY pir=Sic oo@eduuniv-getad 154242 57 0

les Résultats:

P Outieall. Extus s wesiute S 1 TUSSER. i S,

[T ———

Figure 18 : Présentationle l'interface utilisateur principale du servedFASSER , illustrant les entrées requ
qui doivent étre saisies pour terminer le processus, ainsi que linterface désignée pour afficher le
attendus .

Il .2.3.Validation de la structure modélisée

'y a plusieurs serveurs qui facilitent la validation, notammeiirrat
(https://saves.mbi.ucla.edu/, MolProbity ( https://molprobity.biochem.duke.edu), ProQ
(https://prog.bioinfo.se/ProQ/ProQ.html),ProsaWebttps://prosa.services.came.sbg.ac.a
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t/prosa.php)SwissModelfttps://swissmodel.expasy.ory Cependant, dans cette étude, nous
n'utilisons que les deux dernigiiSigure27) . On a plusieurs indicateurs qui nous permettent

egalement de connaitre la fiabilité de chaque structure afin de déterminer la structure la plus
réaliste a utiliser comme modele final pour la suité de®t u d e .

ProSA-

Protein Structure Analysis
Please ure in PDB format

&SWISS—MODEL“ P

deuxieme interface
is a fully automated protein structure homology-modelling server, accessibie via the Expasy web server

The purpose of this server s to make protesn modeliing accessible o all Ife science researchers woridwide.

' Start a new Structure Assessment Project

UPLOAD MODEL

Structure:

3 swiss pdd €
= f you I r model number blank
Sequence Search: [] Search UniProt (> 90% sequence Identity ) Bt funclionally @
the firsf nd in the file will be analysed.
4 | Afficher les résultats
Run Analysis: Stereochemistry (MolProbity) B 2 | Analyse

Model Quality Estimation (QMEANDIsCo)

Compare to Reference (IDDT, QS-Score, TM-Score, RMSD, DockQ)

Results for swiss.pdb, chain A (225 aa) l

UPLOAD REFERENCE

Reference: Overall model quali
Ajoute la template 5 quality

ject Te Z-Score: +6.94
Project Title: swiss.pdb
Email: 6 | Email (Optional)
N 7 A i |
J Kray

Figure 19: Interfaces des serveurs SwissModel et ProsaWeb pour la validation de la structure des prc
serveur SwissModel dispose d'une interface principale et d'une seconde interface, que nous utilise

I'étape 2. Cette interface permet de saisir les données. Le serveur ProsaWeb dispose d'une interface
la saisie des données, et les résultats sont affichés en dessous

I1.2.4. Optimisation de la structure validée

Apres lidentification du modele structural optimal prédit par le ser&MSS
MODEL, la structure est affinée par le serveModRefiner via le lien suivant

(https://zhanggroup.org/ModRefiner/); Une fenétre s'affiche permettant a I'utilisateur de

saisir la structure a améliorer, avec la possibilité d'inclure une structure de référence et de
rédiger un email professionnelFigure28)
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Home Research COVID-19 Services Publications People Teaching Job Opening
Online Services
-TASSER
| D-LTASSER
i I-TASSER-MTD
C-4-TASSER \ / )[ / e
CR--TASSER f > *I/w#,’
QUARK ‘(
C-QUARK High-Resolution Protein Structure Refinement]
D-QUARK
DRfold ModRefiner is an algorithm for atomic-level, high-resolution protein structure refinement, which can start from either C-alpha trace, main-chain model or full-atomic
DRIokd2 simulations, where conformational search is guided by a composite of physics- and knowledge-based force field. ModRefiner has an option to allow for the assignment of ¢
LOMETS One aim of ModRefiner is to draw the initial starting models closer 1o their native state, in terms of hydrogen bonds, backbone topology and side-chain positioning. It alsc
e also supports ab initio full-atomic relaxation, where the refined model is not restrainted by the initial model or the reference model
CEmreador Go to Job M42528 to view an example of ModRefiner output. While the current webserver only supports single-chain model. the latest 64-bit Linux version also supports di
SEGMER Cut and paste the structure you want to refine (C-alpha trace, man-chain model or full-atomic model) in PDB format here
DeepfFoid
DeepFoldRNA
| FoldDesign
i COFACTOR
COACH
| MetaGO
| Tripetco 4
RO Or upload the target structure file from your local computer
= ] ) [ 5 | swiss.pdb
ModRefiner . Upload a reference structure (only C-alpha trace required) to which the refined model will be driven (Opticnal)
REMO @/,‘ S Tpud') Toly.pdd
DEMO Email (Mandatory, where results will be seat to) Rédiger un email
DEMO-EM [amina bouchakour@edu univ-djelfa dz —— professionnel
| owros  (3) [RunMcdRefner ¥ Cioar Form |

Figure 20 : Interface principale du serveur ModReidinou les utilisateurs peuvent saisir des données a ¢
Celleci comprend deux structures cléla structure a affiner (la structure de la protéim€dal prédite par |
serveur SwissModel) et la structure modele utilisée pour la modélisatiomugaust de la protéindngCda
code d'accésbly7)

11.2.5. Préparation de la strucured'enzymeCnCdal

La préparation des protéines est une étape cruciale pour garantir la précision de
I'interaction entre I'enzyme et le ligand. Ce processus est essentiel pour corriger et stabiliser la
structure tridimensionnelle, asamt ainsi une compatibilité optimale avec les programmes
d'amarrage et I'obtention de résultats fiables et interprétables. Lors de la phase de préparation
de l'enzyme, plusieurs actions sont entreprises, notamment I'élimination des molécules d'eau
indésirdles, des ligands et cofacteurs non essentiels (non impligués dans linteraction
étudiée), des ions non directement associés a la fonction et le nettoyage des atomes
d'hydrogene polaires. Cette procédure est facilitée par divers programmes et serveurs, par

lesquels nous choisissons le progran@hemera pour le faire.(Figure 29)
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<. UCSF Chimera
File Select Actions Presets Tools ( 1 jJes Help

Control-o
Fetch by ID...

General Controls
Viewing Controls
Depiction

Structure Analysis
Structure Comparison
Sequence
Surface/Binding Analysis
tructure Editing ( 2,
Amber -
MD/Ensemble Analysis
Higher-Order Structure
Volume Data

Demos

Movement

Utilities

Save Session As... Control-S

Save Image...
ve PDE... (&)
Save Mol2... —
Export Scene...

Publish...

yYYYYVYYy

AddH

Add Charge ~
Dock Prep (3 )
PDB2PQR -
Rotamers

Adjust Torsions

Build Structure
Model/Refine Loops
Movement Mouse Mode
Minimize Structure |
Add Ions
Solvate
Write DMS
Change Chain IDs
Renumber Residues

Close Session
Quit

Y vYYVYYVYTYY

Additional Tools

Figure 21 : linterface principale du logiciel Chimera, ainsi que les procédures employées pour
I'enzyme, faciliter la minimisation de I'énergie et enregistrer latstreicésultante au format PDB

I1.2.6. Identification du site actif d'enzymeCnCdal par la fonctionnalité CavitOmix

Il est essentiel d'identifier le site actif pour déterminer précisément I'emplacement du
ligand et faciliter ainsi le processus d'amarrage moléculaire. Cette tache est réalisée a l'aide du
logiciel PyMOL . Pour commencer, nous affichons la structure en accédant awehéaw
de la barre d'outils supérieure, en sélectionsddpen » et en toisissant la structure prédite
de la protéineCnCdal obtenue a partir de SwissModel. Nous suivons ensuite les étapes
décrites dans les figures-jointes (Figure30) . De I'étapel a I'étapel2, le site actif est

enregistré exclusivement au format souhasté sélectionnant spécifiguemenfdemat PDB
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File Edit Build Movie Display Setting Scenes Mouse Wizard

New Window (Default) Zoom v Orient Rock  Presets... Plugin Manager Builder.. Scenes () Draw/Ray v e
e azincimeseciay,)

= . La structure de Cdal: Le acy Plugins ] " A ls Hl B
G ( 1 9 All L c
Open Recent... » CavitOmiX @/I * swiss_Prep ASHLC
Get PDB... Alignment
Save Session APBS Electrostatics o

arto
Save Session As... Excel Exporter careen
N s lectioné
Lighting Settings ::::l.ls:r:::v::ol:!cavité
Export Image As Ld Morohi
orphiny
Export Movie... ping
Export Structure.m=s Export Molecule...
Expod Map___ Pour enregistrerla structure e

Log File . de cavité sous format PDB
Run Script... Spottilignments v SWISS_.EPCAV A S H L
Working Directory L SWISS_..AV LIG A S H L
Edit pymolre (SWISS..V_RES) A S H L
Reinitialize L
Quit

Aprés I'étape «3 »:Une nouvelle interface apparait au sein de I'interface ‘

& 3-Button Viewing ~

principale.
Caitlimt B ceaom
T Empowered by |n phore Empowered by |n phore
c\ ‘ a partnership of Qa \ l | | I a partnership of (\-a
swiss_Prep f\E Run switss_Prep_caw Settings Save CavObj
e Canies Annotations E——
- #1,49 pts, 150 Ar3 Coulomb potential
i 2,42 pts, 101 A*3 Hydrophobiclty
#3,19 pts,, 60 Ar3
#4, 16 pts. 66 A*3
#5, 4pts, 25 An3
#6,4pts, 25443
£, 4pts, 25403
swiss_Prep_cav:
Finished
Cliguersurla
premiére choix
Shape Cavities
Name of next CavitOmiX ohject: .
swiss. Prep_cav_1 ( a Load CavOb Rerun LigSite
\
Retrieve Structures Jcalyoe Cavities Settings  log  About /é\ Retrieve Structures  Detect Cavities  Analyze Cavities  Settings  Log  About
J
\9 ) 4

Figure 29 : Interface utilisateur du programme PyMol, utilisé pour déterminer le site actif et ids
les acides aminés essentiels impliqués dans linteraction entre lI'enzyme et le ligand. Cett
utilise la foncionnalité CavitOmiX du programme
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II.2.7. Identification du site actif d'enzymeCnCdal par I'alignement multiple

Pour r®aliser | 6al i gnTeQoftee(Treebaged Conpidteacy | a
Objective Function For algnment Evaluationpa ®t ® uti |l i s® en acc®dant

https://tcoffee.crg.eul/ Apr s ouverture de | a page dobaccu

1 sur lafigure 31) , | OcoPpoteines ma ®t ® s®l ecti onn®e afin d
doacides ami n®s de sCnCdaliChCdag CrCgafh ArgCda®3RRgdaj ®e s (
VdPDAL, CcCdaetPst1 36 6 1) . Par « Gombksnariles aigneuls papuydairas © n

a été choisie, ce qui conduit aeunouvelle interface (repérée par le nume@sur lafigure

31 . Cette interface offre deux possibilit®s
fichier contenant les séquences au forRRBTA via le boutork Click here to upload a file

»oucollegw directement | es s®quences doaci des ami

I : | T-COFFEE
SIMPLE MSA
[ 2 ] ‘

M-Coffee DA [3

Aligns DNA. RNA or Proteins by combining the output of popular aligners

Sequences input

Sequences to align

Figure 22: Etapes de l'aligenement multiples paCaffe
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Lorsque les séquences d'acides aminés sont importer dans a plateérm€offee,
le programme commence par lire les donn@éséralement au form&ASTA), puis génere
un ensenble d'alignements par paires entre chaque paire de séquences a l'aide de divers
algorithmes(tels que l'alignemenltocal et global, Clustalw , Lalign). Ces alignements
permettent de recueillir des informations sur les correspondances locales et glofrale=sse
paires de séquences. A partir de ces informations, un alignement multiple pro@dekjf

est construit[136]

Enfin, le résultat est restitué sous différents formats, tel$~4&3A ou Clustal, afin

de faciliter | 6exploitation (Eigurel3d vi suali sat

e
I c o F F E E Home History Tutorial References Contacts Projects Download

M-Coffee alignment result

MSA

T-COFFEE, Version_11.00 (Version_11.00)
Cedric Notredame
SCORE=568

*
BAD AVG GOOD
*

sp|J9VPD7 | CDAL i 52
sp|J9VND2 | CDA2 i 53
sp|P82476|CDA3 i 50
7BLY 1|Chain i 58
AAT68493.1 i 60
EDK82277.1 : 47
8HFA 1|Chains : 61
8HE1_1|Chain : 56

cons : 56

sp|J9VPD7 |CDAL -LAGVVAQT - -TGTSV 26

sp|J9VND2|CDAZ2_ === == T- -LTAGAAFAH-T- GC 23
g P82476 | CDA3_ oo === sos CEER --LFAVVAAA- - - - - 21

7 1|Chain - .-

AAT68493 1

EDK82277.1

8HFA_1|Chains FVNLR. NCVLGHEL - - - - - - - - 1 e —— 15
8HE1~1|Chain TLV. M- - -VASLLRF-------- 19
cons 1 * 63
JOVPD7|CDAL 27 D- SSILTKTADSTGPSGFSIPALSELTSGA ------------------------------- 55
JYVND2 | CDA2_ 24 G- --GHEIG-RRNVGGPMLYR- -----RAVTID----------coommmmm e emem e oo o 45
Sg P82476 CDA3_ 22 R---ESWLQ-PRDSPVSQLFR------ RTAPD ------- 43
Chain 16 ---m-mmmmmmmmmmmmmen- 15
AAT68493 1 i} sooococoosssooosccooos 17
EDK82277.1 64 EQKIESLKK-EKDDQLSEGNQ 119

e e o _________________________________________ 1s

Figure 31: Résultat de l'alignement, qui se présente comme le fichier texte : chaque ligne représente une
séquence d'entrée. Les espacgsréprésententek bréches ajoutées par le programme pour un meilleur
alignement . Si les colonnes sont identiques pour toutes les séquences, elles sont toutes représentées par le méme
caractére (trés conservateur) et certains formats de sortie (tels que CLUSTAL oujdutihtaune ligne en bas

de chaque bloc(*) signifie la correspondance: identique). (:)signifie fortement conservé . (.)signifie faiblement

conservé? 3

11.2.8. Testde fiabilité du programme de Docking MZ Dock
Avant dadco6db®tdiele de | 6inhibition de chitin

nous avons tent® do®v a Mzleock utilisé. Four eeta,inbus avés d u p
fait appel © deux tests compl ®meRMSEA (Rooes | 6®

meansquare deviation)ét6 anal yse visuell e
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Pour notre analyse, nous avons utilisé la structure de I'enAngEDA dérivée
d’Aspergillusniger, qui sert de modéle a I'enzyn@CDA1 de Cryptococcus neoformans
Nous avons récupéré la structure de cette pretaupres de la Protein Data Bank (numéro
d'accés 7bly) au formatPDB, puis obtenu la structure de son ligand. A l'aidePgidol |
nous avons séparé I'enzyme et le ligand, préparé chaque composant individuellement et les

avons ancreés a l'aide #Z Dock . (Figure33)

RCSB PDB  Deposit - Search ~ \Visualize ~ Analyze - Download ~ Leam - About~ Careers COWVID-19 |m_\;| |m| ‘WT.‘

- — 23 1,068,577
| > » ) - a Structures from the a Computed Structure. Tty Include CSM @ n
FRoTEIN DATA BANK o PDB archive Modeis (CSM)
Advanced Search | Browse Annctatons Haip
T 2PDEB f2onoecx SNAKB 8520 @ PDB-HM m
m Structure Annotations Experiment Sequence Genome Versions
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Figure 24 : Fenétre de l'entrée PDB la structure protéque daArngCDA (numéro d'acces : 7b
avec visualisabn de sa structure et la structure de son ligand (MLI).

V Root Mean Square Deviation (RMSD)

La valeur de déviation quadratique moyenneRMSD (Root Mean Square Deviation)
entre la conformation et l'orientation du ligand déterminées par le logiciel d'amarrage, et son

positionnement au sein dwmplexe expérimental doivent étre minimisés . Une vV
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faible, proche deéro, indique que la conformation prédite par le logiciel est proche de la

conformation de référencg¢l37]
V Analyse visuelle

L'analyse visuelle aprés le tRMSD est e étape essentielle réalisée PgMol pour
évaluer les performances du programiig Dock. Ce processus permet de visualiser les
résultats et d'observer les différences entre le complexe expérimental et le ligand identifié par
le programme d'amarrage, répentées par la valeur numériqueRMSD .

11.2.9. Les étapes de docking moléculaire par MADOCK
2.101. Sélection et préparation @sligands:

La préparation debgandsutilisés dans cette étude débute par la sélection du fichier
desligands approprié (formats acceptésmol2, .sdf, .pdb ou .mg). Les ligands sont ensuite
trait®s par | 6aj out des charges ®l ectrostat
déune optimisation de @BRBurafsimuddasetane i du me

conforme aux conditions de simulation.

La figure 34 ci-dessous montre les étapes suivies pour la préparation des ligands en

utilisant le programm&lz-Dock.
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MzDOCK - X
IS NI AQ0 . RSN
- y |

Welcome to MzDOCK, An Automated Pipeline For Molecular Docki

Developed By Molexca - Drua Discovery Software S¢ 4 5 | Version: V2

New | Click New to Start or Refresh é
2 3 I

Select Ligar  Select Previous

1. Preparing The Ligands (Lioands prepared for d

Gl

2. Preparing The Pri

(Protein prepared for d

>

MzDOCK X
0 Succesfully Selected The Ligands

VI

Select Prot ~ S°fct Prepare
MzDOCK ? X MzDOCK
inding Si Select (Bi
Bindina Site Ligand Selectic Forcefield MMFF34 Enantiom
I 5Mllfg.clctccc1 Ok
T_L d Generate i
A (Analoa Modd S
Mol2 Select Prepare
Scor]
. SDF Select Prepare
oavi
Analyze setProtein Custf§l poB Select Prepare
Analyze Flex ~ Convert = Get Cligand Exhdl Mol Select epare pH |74 || DrawMol

Figure 25: Préparation des ligands en utilisant le prograriM#ZeDock

2.102. Sélection et préparation de la protéindCnCdal) :

La préparation de la protéine débute par le téléchargement ou la sélection du fichier

structural (généralement au formptb) . Cette ®tape est suivie d
delastuctur e, i mpliquant |l 6®l i minati on des mo|
gue des petites moléculdes ol vant s. Par |l a suite, des at ol

particulier | es hydrog nes

pol ai raide, desaf i n

interactions intermoléculaire@onne protonationgt de préparer la protéine aux analyses

computationnelles ultérieusg138]

La figure cidessous montre les étapes suivies pour la préparation de la protéine en

utilisant le programm&lz-Dock.
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M2DOCK ~ MzDOCK ? e
- Hydrogen: Add Hvdrogens
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=
Selectligal /~ °f 95 preparl
1 2 A 4
= — paddin 0 | [ Creck | Add
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>
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(®) Fix Tssues Necessary MIDOCK X
Save Seled FOIdel' o Succesfully Selected The Protein For Docking,
Click Prepare
Analyze GetProtein Custor () Edt ’
Refine Analyze Flex  Convert | Gef Cligand Exhau 8

Figure 26 : Intefface du programme MDOCK représente les étapes de sélection et de préparatian d'un

protéinepour débuter le docking moléculaire

2.103. Détermination du site actif:

déinitier | e de docking

identifier et a sélectionner le site de liaison potentiel entre le ligand et la protéine. Cette

Avant processus

identification peut étre réalisée soit par une approche manuelle fondée sur les connaissances

structurales de | a prot ®i n eégréssaoprogrammedd 6 ai de

Docking moléculaire, permettant une prédiction plus systématique et objective des cavités de

liaison.

Lafigure 36cikdessous il lustre | es ®tapes suivies

site de liaisoma|l 6 a i d egrardmeMzpDock : le bouton« Site de liaison »permet de
g u<ePrépabeo ppermet deconfirmer le site et

doi

spécifier le site de liaisgna n di s

eventuellemendteg ® n ®r er | a gril |l e nteraction
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Lorsque le site de liaisofsite actif) est connu il peut étre spécifié soit par ses
coordonn®es tridimensionnell es, S Gditfpar kg a r | 6
ligand cocristalliseEn revanche, dans le cas ou le site est inconnu, une approche de docking
aveugle(blind docking) peutét e appl i qu®e, |l e programme expl

surface protéique afin de proposer les sites potentiellement pertifE3@$

MZDOCK B X €o Lg  Confirm nde 9
y - A " Manual FlexDe

Welcome to MzDOCK, An Automated Pipeline For Molecular Docki

Develoned By Molexca - Drua Discovery Software Solutions | Version: V2

New | Click New to Start or Refresh

Select Liga e Previous | 1. preparing The Ligands (Ligands prepared for d
[Aaa ]
Select Prot 1 2 2. Preparing The Pr (Protein prepared for d I -
Bindina Site Gelect Prepare 3. Bindina Site Confiquration (BindinaSite Confirmed
MaDOCK 2
Run Docki ngl (Ready To Dock) Modeso Chosss The Co-Crystallized Ligand(The Grid Box Will Be Placed In
Scorin vina .
Anal 5 Tune
alyze Custor () Edit
Analyze Flex  Convert  Get Cligand Extiau 8

Figure 27 : Interface du programme MBOCK représente les étapesldsélection eta préparatiord'un

site actifpour débuter le dockingioléculaire

2.104. Exécution de lI'amarrage moléculaire:

Une fois les ligands, la progine et le site de liaison correctement prépares, le
processus de Docking est initi ®. Avant | 6ex¢
définis, notammentModes (nombre de poses ou conformations génér&esy,ing (méthode

dé®val uat itvima) et Exlauvstiven@syrdaveau de précision de la recherche, dont

| 6augment ation am®liore |l a fiabilit® des r ®s
Léal gorithme g®n re ensuite un |l arge ens
illustrant l es diff® rentes possibilit®s de | iaiso

ces poses repose, entre autres, stralesformation de Fourier rapide (FFT, Fast Fourier
Transform), qui intégre la complémentarité de la surface et la strucidiménsionnelle des

partenairesnoléculaires
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En contraste, Réaluation des pose€Scoring) repose sutdeur pertinence ou leur
stabilité énergétique ou géométrique selon les critséoggants: Score ZDOCK (qui se
fondes ur | 6i nt ®gr i t ®ropgiéés we® surfacechasges @lectrostaicgues
hydrophobicité, etc.) eZ-Rank (optionnel) il est fourni une évaluation énergétique plus

précise Les résultats somnsuiteclassé®n fonction deces valeurg140]

Le programmeMZ -Dock exploredifférentes positionpossiblesde liganddans lesite
actif. Chaque position est évalugar l basale sonscore &ffinité (énergie de liaison) et de

la RMSD (écart structural par rapport aux autres ppses

2.105. Analyse des résultats :

Pour | 6anal y sdeckirdydasfonatidhe Anlyses sparmed de générer un
fichier répertoriantes meilleures poses obtenues, classées selon le score de(HRSHDK
score / ZRank) et la RMSD, | orsqudune structure de r ®f ®r
s®l ecti onn®es peuvent ensuite ‘visualisatiow ets u a |l i

modélisaationmoléculaire tels quByMOL ou Chimera.

Loexamen comparatif de plusieurs poses of
plus pertinent sur | e pl ad 6laif delilimspri(eguiraée De p |
en kcal/mo) constitue un ctere supplémentaire de sélection : plus la valduad fastni t ®
n®gative, plus | 0interaction est consi d®r ®e
des poses peut étre affinée par une analyse approfondie REIS®, afin do®val

proximité stucturale des complexes générés par rapport au modéle de référence.

2.106. Visualisation des interactions :

La visualisation et | 6analyse des interac
logiciels de modeélisation structurale tels gegMOL et ChimeraX Ces outils permettent
déidentifier et de caract®riser avec pro®ci si
liaisons hydrogene, les interactions de Van der Waals ainsi que les empilements aromatiques

de type -".
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ll. 3. Résultats et Discussion
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Figure 28: Prédiction de la structure d'enzyn@nCdal par AlphaFold et validation de structure
SwissModel et Prosa Wela. La structure d'enzym€&nCdal prédite par l'outil AlphaFold visualisée pe
logiciel Pymol.b.Prédictiondes régions désordonnées a l'aidddPred dans la structure d'enzyi@ecdal.c.
Ramachandrant Blatl.Evaluation locale de la qualité du modele protéiGn€dal.e. Analyse du Zscore de
structures protéiques obtenues par ravons X et RMN en fonctioardore de résidus .
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Figure 29 : Prédiction de la structure d'enzyraCdal par SwissModel et validation de la structure
SwissModel et ProsaWeba. La structure d'enzym€nCdal prédite par l'outil SwissModel valisée par |
logiciel Pymol .b. Ramachandrant Blot. Evaluation locale de la qualité du modéle protéi@n€dal .d.
Analyse du Zscore des structures protéiques obtenues par rayons X et RMN en fonction du nombre de
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Figure 30 : Prédiction de la structure d'enzyit@eCdal par Robetta et validation de structure par SwissModel
et Prosa Web.a. La structure d'enzym€nCdal prédite pafoutil Robetta visualisée par le logiciel Pymbl
Ramachandrant Blat. Evaluation locale de la qualité du modeéle protéiGne€dal.d. Analyse du Zscore des
structures protéiques obtenues par rayons X et RMN en fonction du nombre de résidus .
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Figure 39 : Prédiction de la structure d'enzyi@aCdal par Phyre2.2 et validation de structure par SwissModel
et ProsaWeb.a. La structure d'enzym€nCdal prédite par l'outil Phyre2.2 visualisée par le logiciel Pyrol
Ramachandrant Blotc. Evaluation locale de la qualité du modéle protéign€dal .d. Analyse du Zscore des
structures protéiques obtenues par rayons X et RMN en fonction du nombre de.résidus
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Figure 31 Prédiction de la structure d'enzyn@nCdal par {TASSER et validation de structure

SwissModel et ProsaWeha.la structure d'enzym€nCdal prédite par l'outi-TASSER visualisée par
logiciel Pymol .b. Ramachandrant Blotc. Evaluation locale de la qualité du modeéle protéiquEdal .d.
Analyse du Zscore des structures protéiques obtenues par rayons X et RMN en fonction du nombre de

1.3.1.Pr ®di cti on des r ®gi ons AW®Bredrdahslaséqense ~ |
de | 6 &€&nCdglme
L'axe horizontal(X) : représente la position des acides aminé® @environ470) et

I'axe vertical(Y) : indigue le niveau de désordre, allant0de1 (Fig.37.b) . La ligne rouge
illustre ainsi le profildu désordre prédit tout au long de la séquence en acides aminés. Les
valeurs proches d& suggerent des régions désordonnées ou non structurées et les valeurs

inférieures &,5sont généralement considérées comme des régions strucfLidés.

I1.3. 2.Validation de la structure modélisée
Les figures (37; 38 ; 39 ; 40 ; 41) représentat une comparaison de la qualité des
modeéles d'évallé de la chitin désacétylase(@CnCdal) de Cryptococcus neoformamsédites
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par les serveur@lphaFold , SwissMode] Rosetta, Phyre2.2, ITASSER) . La sélection de

la meilleure structure est catidnnée par les parametres présentés damableau 6 Les

valeurs colorées en vert représentent les bonnes valeurs. Mais, dans notre cas, nous
concentrons uniqguement sur les parameétres suiv&#machandran Plot , ZScore , Local

Model Quality , QMEAN Dis Co global et local

Tableau 6 : les indicateurs de la qualité du modele de chitine acétylag@eCtial) qui

déterminent la meilleure structure

AlphaFold SwissModel Robetta Phyre2 I-TASSER

MolProbity Score 1.78 2.02 2.82 3.03 4.32
Clash Score 1.33 10.64 13659 107.97 78.61
Ramachandran Favorise 87.82% 92.38% 96.58% 90.61% 63.36%
Ramachandran Outliers 3.85% 0.90% 0.64%  3.29%  16.81%
Rotamer Outlier 2.65% 1.01% 0.00%  0.00%  24.87%
C-B-Deviation 6 2 0 0 112
Bad Boods 0/3509 0/1812 2/3509  15/1730 30/3387
Bad Angles 24/4813 12/2480 11/4813 10/2365 290/4439
Cis Non-Proline 2/445 i 1/445 I - 81445
Cis-Proline 1/24 1/12 1/24 %///////// 2/24
Twisted Non-Proline 15/445 i i %///////// 76/445
QMEAN Dis Co Global 0.52 0.64 /C;.58 g{59 0.42
QMEAN Local -5.72 -1.72 -0.84 -4.60 -15.52
Z-Score 7.3 -6.94 -8 . 6 4 -547 -3.27
Max Sub 0.699 0.420 0.821 0.466 0.742
LG Score 7.756 5.884 9.626 6.216 6.055

a. Cart de Ramachandrant

Les cartes de Ramacltdrtan obtenues a partir des modelé&wissModel(Fig.38.b),
Robetta(Fig.39.b) et Phyre2.2(Fig.40.b) mont r ent gue | a majorit®
aminés (angles diedres et () se situent dans deux régions principales haut a gauche,
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correspondant piquement aux feuillets bé{@-sheets) et en bas a gauche, caractéristiques
des hélices alpha droitésght -handedU-helices).

Cette répartition est considérée comme normale et indique une structure protéique
initialement stable. Toutefois, les proports varient selon les modele®kobetta 96,58 %),
SwissModel 92,38%), Phyre22 (90,61 %), AlphaFold 87,82 %) et I TASSER 63,36 %,
respectivemenfTableau 6). Il en résulte que le modele Robetta apparait comme le plus fiable

selon la carte de Ramaaidran, suivi de prés par SwissModel

Les points situés en dehors des zones vertes représentent des configurations rares ou
inhabituelles(p ouvant r ®sulter de | a pr®sence de bol
ou de résidus non structuyéBansla séquence d'enzyn@nCdal, nous avons identifié des
régions flexibles et instables (région ddésordonnée, s6®t endant 3@e | dac
jusqubau der n47@ rgraeecau desveudUPred §L11] (Fig.37.b). Cette
caractéristique expligue le pourcentage relativement élevé de valeurs aberrantes dans la carte
de Ramachandran observé dans certains modétegamment [-TASSER =16,81 % et
AlphaFold =3,85 % (Tableau 6).

b. Z-Score

Analyse duZ-score des structures protéiques obtenues par rayoret RMN en
fonction du nombre des résidus ou l'axe horizo(¥gl représente le nombre des résidus
(acides aminés) dans la protéine et l'axe ver{i¢preprésente la valeur d+score, qui est
utilisée comme mesure pour comparer la qualité ou la similitude d'un modéle protéique avec

des structures connues (expérinadeg) (Figure 37.e ). [108]

Les points bleu clair représentent les donr{ges strutures) obtenues par diffraction
des myons X, tandis que les points bleu foncé proviennent de la résonance magnétique
nucléaire(RMN) ; Nous notons qu'il existe une tendance Zhkgcore a diminuer (plus
négatif) avec l'augmentation du nombre de résidus, en particulier dans les données de

rayons X, tandis que les donnéB8/N sont plus concentrées sur les petites protéifietl ]

Signification des résultats :

Le point noir représente le model de notre enz@n€dal. En observant notrg-
score nous pouvons estimer que la valeur du score global qui est basée sur des statistiques
effectives de la structure deslears présentes pour les protéines naturell€ela nous
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renseigne donc sur le degré de correspondance avec des structures connues ou considérées
comme fiables, sachant gudune valeur se sit
indique généralenmt une meilleure fiabilité et une plus grande proximité avec les structures
réelles[108]. Toutefois, ce résultat dépendadgment du nombre de résidus présents. Ainsi, la
structure prédite par le serveur RobéRascore =-8,64)(Fig. 39.d) apparait comme la plus

probable et la plus fiable, suivie de celle obtenue par AlphaHeigl37.€), puis par
SwissModel Fig.38.d).

c. Local Model Qualité : (Local Quality Assessment of the Protein Model Based on
KnowledgeBased Energy)

Evaluation locale de la qualité des modeéles protéiqueSnal a été réalisée a

partir de | 6®nergie d®rivW®e tédesrégomsspeafiqgusss anc e
de notre mod | gX) colrgsgordea lahpositionzdesnatided aminés dans la
séquence (dé a 470 |, tandi s q@ei ndoiagxkuee vlieerst iwalleur s do

les connaissances (données connues). Lesrsat@gatives traduisent des régions de bonne
qualité (structure fiable), alors que les valeurs positives refletent des régions de moindre
qualité. [142]

Signification de la courbe :

Lacourbere@s ent e | 6®val uation des profils ®ne
cel a, nous avons utilis® des fen°tres glis
stabilité de segments successifs de la séquence : les petites fgagteeemple 10 résids)
permettent de détecter des variations énergétiques fines, correspondant a des instabilités
locales au niveau de courtes portions de la chaine polypeptidique ; les fenétres plus larges
(par exemple 40 résidus)lissent ces fluctuations et donnent uneiorisglobale de la

tendance énergétique de la protéine

Dans ce contexte, une énergie locale négative traduit une conformation favorable,
proche des valeurs observées dans des protéines natives correctement repliées, ce qui reflete
une bonne stabilité sttcut ur al e. €& | i nverse, une ®nergi e j
fiables ou potentiellement mal modélisées. Ainsi, le fait que la majorité des segments
présentent des valeurs négatives suggere que le modele global possede une qualité structurale

généralement élevéd143]
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Des pics dé®nergie ®l ev®s auxlafiepadnveéami t ®s
des modeéles|-TASSER(Fig.41.c) et AlphaFold(Fig.37.d) et Phyre2.4Fig.40.c) suggérent
une faible fiabilité dans ces régions, ce qui est fréequent a cause de leur flexibilité ou désordre
structurel. Alors, les bons modéles ayant ges d'énergie qui diminuent sont le modéle
Robetta(Fig.39.c) et le Swiss Mode{Fig.38.c ).

d. QMEAN Dis Co global :_(Qualitative Model Energy ANalysis Normality Distance Constraint
Quality)

Un indicateur avancé utilisé pour évaluer de maniére globatpidlité des modeéles
tridimensionnels de protéines sur le servBWISS-MODEL , qui est basé sur I'homologie
(homology modeling) et ne se limite pas a une simple comparaison géométriqgue du modéle
mais en utilisant des informations structurelles plus cerg®{144], il prend en compte les
distances inteatomiques observées dans des protéines expérimentales de haute résolution
déposées dans la Protein Data B4REB) . Plus précisément, il compare lestdixes
courtes et longues entre les chaines latéfaide chains)d 6 aci des ami n®s dan
construit a celles attendues statistiquement dans des protéines naturelles. Si les distances
observées dans le modéle sont cohérentes avec ces distrilexp@ngnentales, cela indique
que la structure modélisée adopte une organisation spatiale réaliste et fiable. En revanche, des

écarts importants traduisent des régions potentiellement mal modélisées ou irjd#hjles.
Interprétation des scores QMEANDiIsCo global :

Plus les valeurs sont prochesXelus la qualité de modele est élevée et le modéle est
similaire ala structure native de la protéine, et vice vdfs#b] . Alors, le modele le plus
acceptable est Swiss Mod€MEA N Dis Co global = 0,64 )Tableau 6)

e. QMEAN Local
Une partie du systeme d'évaluation de la qualité des modéles tridimensionnels des

protéines le scorMEAN (Qualitative Model Energy ANalysis), utilisée pour évaluer la
fiabilité de chaque résidu indoiellement dans le modelest alors plus détaillée par rapport

a I'évaluation globale du mode[@46]

Les valeurs sont généralement comprises ebt(eeilleure qualité) et 1 (moins
fiable), ou les valeurs proches dero indiqguent une meilleure correspondance avec les
structures expérimental§kl6] . Et dans ce cate bon modéle est Robett@ MEAN local =
-0,84) , suivi de SwissMod€lQMEAN local = -1,72) (Tableau6) .
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Aprés avoir réalisé la prédiction structurale de la chitin désacétylase 1 a l'aide de
plusieurs serveurs de modélisation protéique spécialises, lesanadbtenus ont été évalués a
laide d'un ensemble d'outils de validation structurale basés sur la puissance statistique,
l'ajustement géométrique et la qualité de la localisation spatiale des acides aminés. Les
résultats de I'évaluation ont montré que nwdele deSWISSMODEL présentait la
meilleure qualité structurale tridimensionnelle, affichant une proportion plus élevée d'acides
aminés situés dans les régions autorisées du diagramme de Ramachandran, ainsi que des
valeurs favorables pour des indicatetels que I&-score... , reflétant la stabilité stérique et
la cohérence avec les propriétés structurales prédites de I'erRgnmnséquent, la structure
de SWISSMODEL a été adoptée comme le modele le plus précis et le plus fiable pour les

études liérieures liées aux propriétés structurales et fonctionnelles de I'enzyme.

I1.3.3.La structure optimisée
Apres un délai de traitement défini par le servélodRafinie , les résultats sont

présentés sous forme de trois structures distinctes : La preocwgespond a la structure
initiale, prédite par le serve BWISSMODEL (Fig.38.a) . La deuxiéme correspond a la
structure de référence choigkegure 42), dans ce cas la protéid@gCDA (numéro d'acces :
7bly) a été utilisée . La troisieme structure ithesle modele affiné. Il est important de noter
gue le serveur calcule la valeRMSD et le scorefM pour la structure initiale, la structure de

référence et la structure améliofgegure 42).

Léobjectif de cette opt i maleseldstructare aisdelad e mi
rapprocher le plus possible de son état natif. Ce processus fonctionne au niveau atomique
(raffinement de tous les atomes), en considérant chaque atome de la protéine pour rectifier la
géométrie de la structure et pour amdr les interactions entre les atomes, telles que les

liaisons hydrogéne, et d'autres interactions non covalefités]

Figure 32: Résultatsobtenua pr ~ s | ' am®l i or at i oOnCddleprédita parsSwissWade
l'aide du serveur ModRefiner. Elle présente le modele structural initial (la structure de I'e@a@deel prédit
par SwissModel), le modeéle structural de référence (incluastdee TM et la valeur RMSD par rapport |
structure initiale) et le modele structural amélioré (avec le score TM et ses valeurs RMSD par rapport a i
de référence et a la structure initiale)
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Tableau 7: La différence entre la structure initial et la structure raffinée .

La structure initial La structure rafinée
Ramachandrant plot 92.38%0 95.96%
Z-Score -6.94 -6.54

Local Model Qualité M\ ~7 M\

QMEN Dis Co Global 0.64 0.63

QMEN Local -1.72 -1.75

11.3. 4. Discription structuralle
La Ffigure 43 représente la structur8D prédite de la chitine désacétylase 1

(CnCdal) de Cryptococus neoformans l'aide de serveuswissModel . La structure est

initiée a partir du résidd50 (150-374). Cela peut étre di a un manque d’homologie de
séquence avec le reste de la protéine, car le seédvaasModels'appuie sur la recherche d'un
modeéled'homologie connu dans la banque de struct(P&B) [147] [144] [113] . Si un

modele similaire n'est pas disponible pde reste de la séquencé-149 et 375470, le

serveur ne pourra pas construire de modele fiaBkr ailleurs, la régioh50-374 correspond

au segment de la protéine présentant une forte conservation de séquence entre différentes
espece$l48]. Cette conservation indique que les acides aminés de ce domaine jouent un role
fonctionrel importantest souvent le domaine catalytique de l'enzyme, responsable de son
activité ce qui limite les variations évolutivg$49] . En conséquence, cette région possede
généralement une structuredimensionnelle similaire a travers plusieurs organismes, ce qui
facilite son alignement avec des modeles de structures connus et rend la modélisation par

homologie plus fiable et précis¢0][148]

Une autre raison possible est que les parmieerminales et C-terminales sont

souvent irréguliéres ou intrinsequement désordonnées. Ces régions sont flexibles ou étirées, et
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manquent donc d'une structure stable pouvant étre modélisée avec précigionsoit

négligées dans les modeles structur@ilkl]

La structure caespond uniquement & &haine A laquelle comporte dixélicesU
représentées en rouge et réparties a travers différentes régions de la structure protéique. Ces
régions indiquent des régions stables importantes dans le maintien de la stabilité structurale et
riches en interactions internes (telles que les liaisonsobgde)150] [151] . Lesfeuillets b,
représentés en jaune, constituent un noyau structural stable de la protéine, généralement
disposés de maniere parallele ou antiparallele. lls jouent un réle essentiel dans & d&bilit
| 6architecture tridimensionnelle et intervie
des enzymes ainsi que des sites de liaiflBR]. Les ouclesreprésentées en vert, agissent
comme des liens flexibles entre les éléments de structure secorfdairese its sobt)plus
flexibles que les autres éléments et interagissent souvent avec d'autres molécules (comme des
substrats ou des protéines partenaires), contribuant ainsi a la flexibilité et a la fonction du site
actif. [153][154] , le petite sphere vertereprésente un ion métalliqeZ n ) probablement
situé dans le site actif ou un site de liaison important , potentiellement essentiel aél'activi
enzymatique et a la stabilité structurgll&5]. Par contre, le repliement structural général : La
protéine appartient a la famille des polysacchariégadétylases ou a un repliemént/ b ) 7
barrel fold ou NodB fold , dans lequel les feuilles sont disposées de maniere a former un
noyau actif central . Ce type de repliement est courant dans les enzymes catalytiques des

réactions de polysaccharides et nécessitent des ions métalliqu¢$56][157][31]
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Figure 33 : Visualisationen carton par PyMol ; de la structure tridimensionnelle (3D) prédite de la
désacétylasgdnCdal) a l'aide du serveur SwissModel .

[1.3.5. Identification du site actif denzymeCnCdalpar | 6out i | CavitOmi x

CanitOmix est urPlugin développé pour le pymopour analyser la structure tertiaire
des protéines et identifieed sites actives avec une grande précision grace a des3iartes
basées sur des nuagds points physicahimiques. Chaque site active est représenté par un
ensemble de point8D (nuagesde points) au sein de la protéine, et a chaque point sont
attribuées des propriétés physumiques telles que I'électrostategu’hydrophobicité, la
taille, la forme et la capacité a former des liaisons hydrogene. Cette représentation permet de
capturer I'empreinte de la site active avec une grande précision par rapport aux méthodes
traditionnelles. Le systeme compare ensuitediées de liaisoBD (empreintes digitales)a

une vaste base de données de poches connues afin de déterminer leurs sifdiEB]tés

Apr s avoir ident i f iGCavitOnex desRyMa noaspobuvdns gr ©c €
identifier les nomsdacides aminés clés ou essentiels contribuantiai$an du ligand. Pour
ce faire, sélectionez l'option« Display » dans la barre de menu supérieure. Un nouveau
menu s'affiche , dans lequel nous choisissons la premiere ebieguence». Cette action
présente la séquence protéique complete, mettant en évidence les principaux acides aminés en

couleur comme indiqué dans le tableau joint a I'imégigure 44) .
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