*M\ République Algérienne Démocratique et Populaire #\
; é&gg‘\ Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique f &%@
L(I& UNIVERSITE de TLEMCEN ‘(iy

v Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la E f

Terre et de I’Univers

Département de Biologie

MEMOIRE

Présenté par
Mahcer Nour El Houda

En vue de l’obtention du

Dipléme de MASTER

En Biologie Moléculaire et Cellulaire

Théeme

Inactivation pharmacologique de la connexine 43 par

les deriveés opioides (Naldemedine) au cours du stress

Ischémique

Soutenu le 18/07/20, devant le jury composé de :

Présidente TABET HELAL Sana Maitre de conférences B Université TLEMCEN
Encadrant BERRAHOUI Samira Maitre assistante A Université TLEMCEN
Examinatrice  Dali youcef M Maitre de Conférences A Université TLEMCEN

Année universitaire 2020/2021



Remerciements

Avant tout je remercie " Allah" le tout puissant qui m’a aidé et m’a donnée la force et la volonté

pour réaliser ce modeste travail.

Je tiens a remercier mon encadrante, Mme BERRAHOUI Samira, pour son soutien, sa grande

disponibilité, ses encouragements, ses précieux conseils.

Je tiens également a remercier, Madame Dali Madjda et Madame Sana Tabet Helal, d’avoir
accepté d’examiner ce travail, leurs remarques et critigues me seront précieuses et

enrichissantes.

Je tiens a exprimer également toute ma reconnaissance 8 Mr CHERRAK Sabri pour m'avoir
guidé durant la réalisation du travail avec une disponibilité permanente et de m'avoir fait

bénéficier de ses connaissances dans le domaine de docking moléculaire.

Mes remerciements s’adressent aussi a tous mes enseignants du département de biologie a la
faculté des sciences de la Nature et de la Vie, des sciences de la Terre et de I’Univers, Université

Abou-Bakr Belkaid Tlemcen.




Dédicace

Je dédie ce travail a mes chers parents les plus proches de mon cceur, pour

leur sacrifice et leurs encouragements tout au long de mes études

A la bougie qui est la source de la lumiére de ma vie, et qui font toujours pour
éclairer mon chemin, a mon cher pére Benamar, je dédie ce travail et lui

souhaite une longue et bonne vie

A la fleur qui adoucit et parfume mes journées, qui soutiennent les nuits
jusqu'au sommeil, a ma chére maman Karima, je dédie ce travail et lui

souhaite une longue et heureuse vie

A mes chéres sceurs Sabrina et Rania mes meilleures, pour leur amour,
leur soutien moral pendant mes 5 années d’études
A mon cher frere Amine

A mes petits d’amour Adem et Serine

A toute ma famille

A mes cheres amies : Dounia, Naima, Souheyla et a tous mes aimables amis

A toute personne qui a participé de loin ou de prés dans la réalisation de ce

travail




Résume

La connexine 43 (Cx43) est I’unité de base dans la formation des hémicanaux (Hc) et des gap
jonctions (GJ) des cellules myocardiques. Ces derniers, fournissent un acces entre I’ intérieur
des cellules et le milieu extracellulaire. Suite a un stress ischémique, une accumulation de
métabolites dans le compartiment extracellulaire est observée, en combinaison avec un apport
réduit en oxygene et acidose extracellulaire. Des données indiquent que la présence de Cx43
mitochondriale est de la plus haute importance pour que les voies cardioprotectrices soient
fonctionnelles.

Le but de notre étude, est d’étudier I’interaction de la Naldemedine avec Cx43 afin de
repositionner cette molécule approuveée par la FDA, dans le cadre de la thérapie de I'ischémie.
Les résultats obtenus nous permettent de proposer cette molécule comme cible potentielle de
Cx43, puisque le docking moléculaire a révélé une affinité de liaison élevée entre ce ligand
et Cx43. Des analyses de simulation moléculaire plus poussées, et une étude in vivo sont
cependant nécessaires pour confirmer I’interaction et 1’effet inhibiteur potentiel

Mots clés : Connexine, Cx43, Ischémie, Naldemedine, Docking moléculaire.
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Abstract
Connexin 43 (Cx43) is the basic unit in the formation of hemichannels (Hc) and gap junctions
(GJ) in myocardial cells. These provide access between the interior of cells and the extracellular
environment. Following ischemic stress, an accumulation of metabolites in the extracellular
compartment is observed, in combination with reduced oxygen supply and extracellular
acidosis. Data indicate that the presence of mitochondrial Cx43 is of the utmost importance for
the cardioprotective pathways to be functional.
The aim of our study is to study the interaction of Naldemedine with Cx43 in order to reposition
this molecule approved by the FDA, as part of the therapy of ischemia.
The results obtained allow us to propose this molecule as a potential target of Cx43, since
molecular docking revealed a high binding affinity between this ligand and Cx43. Further
molecular simulation analyzes, however, and an in vivo study are needed to confirm the
interaction and potential inhibitory effect

Keywords: Connexine, Cx43, Ischemia, Naldemedine, Molecular docking.
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Introduction

La connexine 43 (Cx43) est I’unité protéique de base dans la formation des canaux des gap
jonction (GJ) dans le myocarde (Schulz et al., 2015). Les GJ constituent la base de la
communication intercellulaire dans le systéme cardiovasculaire pour le maintien du rythme
cardiaque normal. Dans les cardiomyocytes, l'isoforme la plus abondante est la Cx43. Des
altérations de son expression et de sa distribution ont été observées dans la maladie du
myocarde; c'est-a-dire dans la cardiomyopathie hypertrophique, l'insuffisance cardiaque et
Iischémie (Michela et al., 2015). En effet, les connexines sont impliquées dans la mort et la
survie des cardiomyocytes. Ainsi, le couplage chimique par les GJ joue un role clé dans la
propagation des Iésions entre les cellules connectées. De plus, les canaux formés par Cx43 sont
impliqués dans les lésions d'ischémie/reperfusion et la protection du préconditionnement
ischémique (PI) in vitro (Chen et al., 2016). En outre, les connexines situées au niveau des
structures cellulaires non canonique, notamment les mitochondries et le noyau, ont démontré
leur implication dans la cardioprotection (Rodriguez-Sinovas at al., 2021).

En effet, la protection du preconditionnement ischémique (PI), qui est une des manceuvres
cardioprotectrices pour réduire la taille expérimentale de l'infarctus du myocarde (Kloner et
al., 2006), dépend des canaux fonctionnels formés par la Cx43, puisque le découplage des
canaux ou le déficit génétique en Cx43 abolit la réduction de la taille de I’infarctus par le PI
(Schulz et Heusch, 2004). De plus, un réle clé dans le préconditionnement semble étre joué
par la Cx43 mitochondriale. En effet, I'némicanal mitochondrial Cx43 peut influencer la survie
cellulaire en modulant I'intégrité mitochondriale (Michela et al., 2015).

Il semble donc évident que la Cx43 constitue une cible thérapeutique idéale dans la prise en
charge de I’ischémie. Nous nous sommes intéressés dans notre travail aux molécules
médicamenteuses susceptibles d’interagir avec la Cx43, pour un repositionnement dans le cadre
de la thérapie de I’ischémie.

Le repositionnement, processus d'identification de nouvelles utilisations thérapeutiques pour
les médicaments anciens/existants/disponibles, est une stratégie efficace pour découvrir ou
développer des molécules médicamenteuses avec de nouvelles indications
pharmacologiques/thérapeutiques (Rudrapal et al.,, 2020). Le repositionnement des
médicaments se développe dans le domaine des maladies rares et négligées. C'est une nouvelle
facon d'aborder les composés médicamenteux et les cibles qui ont été « dérisqués » au cours
des étapes de développement, ce qui accélére le processus et permet ainsi d'économiser de
I'argent, car le médicament pourrait étre produit avec moins d'efforts et commercialisé avec une

marge bénéficiaire énorme (Naveja et al., 2016).
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Introduction

Suite a un screening moléculaire, nous avons sélectionné une molécule approuvée par la FDA
et indiquée dans le traitement de la constipation induite par les opioides (CIO). Il s’agit de la
Naldemedine, la troisitme PAMORA a obtenir l'approbation de la Food and Drug
Administration (FDA) des Etats-Unis pour le traitement de I'CIO chez les adultes atteints de
syndromes douloureux chroniques non cancéreux (Stern et Brenner, 2017).

Nous avons tenté par une approche in silico, en utilisant les logiciels de docking moléculaire,

de prédire I’utilisation potenticlle de la Naldemedine comme inactivateur de la Cx43 dans

I’ischémie.
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Synthese Bibliographique Connexine 43

1. Connexines et Gap jonctions
Le transfert de cellule a cellule de petites molécules est un moyen fondamental par lequel les
organismes multicellulaires coordonnent une fonction (Satins et Civitelli, 2016).
Les jonctions communicantes, aussi appelées « gap jonctions », sont des canaux intercellulaires
mettant en relation le cytoplasme de deux cellules voisines. On retrouve des jonctions
communicantes dans tous les organismes multicellulaires (Haefliger et al., 2005).
Les gap jonctions (GJ) permettent I’échange de métabolites et de signaux électriques entre les
cellules, assurant ainsi la communication intercellulaire (Nielsen et al., 2012).
Selon Beyer et Berthoud (2017), chez les vertébrés, les jonctions lacunaires ou gap jonction
sont formées par des membres d’une famille de protéines qui sont appelées connexines (Cx).
Les connexines forment une structure hexamerique appelée connexon. Deux connexons
amarrés téte a téte, également appelés hémicanaux (HC), forment le canal de GJ (Bai et al.,
2017) (figure 1).
Les connexines ont été regroupées en cing familles en fonction de leur séquence (domaines
conserveés), de la longueur de la boucle cytoplasmique et de la structure du géne. Par exemple,
Cx37, Cx40 et Cx43 appartiennent au groupe o, Cx32 est une f connexine et Cx45 et une y
connexine (Leybaert et al., 2017).
La connexine 32 (Cx32), a été la premiére connexine clonée a partir du foie de rat en 1986.
Depuis, plusieurs autres Cx ont été identifiées, y compris les connexines 43, 26, 31.1, 33, 37,
40, 46, 45 et 50 (Bai et al., 2017).

Cytoplasme
Connexon (cellule 1)

Extracellulaire
Connexon (cellule 2)

Cytoplasme

Connexine —

Coo-

T

Figure 1. Mode¢le d’un canal de gap jonction Cx43 (Nielsen et al., 2012)

L’emplacement des pores du canal est indiqué par le cercle jaune.
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Synthése Bibliographique Connexine 43

Dans le génome humain, il existe 21 génes de Cx différents avec des variations de la longueur
et de la séquence du polypeptide codé (Bai et al., 2017) (tableau 1). Les genes sont abrégés
par « GJ » (pour gap jonction) et numérotées selon 1’ordre de découverte ; par exemple, Cx43
était la premiére Cx du groupe a (GJal) et Cx32 était la premiere Cx du groupe B (GIB1)
(Nielsen et al., 2012). Quant & la nomenclature des protéines, la plus courante utilise une
abréviation commencant par « CX » pour connexine, suivie d’un nombre correspondant a la
masse moléculaire du polypeptide en kilo Dalton (kDa) ; par exemple la connexine 43 fait 43
kDa, elle est donc désignée Cx43 (Beyer et Berthoud, 2017).

La plupart des organes expriment les Cx, et différentes Cx ont un modéle d'expression
spécifique aux tissus/cellules. Cx43 est isoforme Cx le plus abondant et le plus répandu chez
les mammiferes et il est exprimé dans un large éventail d'organes et de tissus (figure 2)
(Delvaeye et al., 2018) a I’exception des érythrocytes, des plaquettes, des cellules musculaires
striées squelettiques et des spermatozoides (Segretain et al., 2011).

Tableau 1. Quelques protéines connexines et leurs génes chez I’homme (Beyer et Berthoud,
2017)

Symbole du gene Nom de la protéine Synonymes

GJp1 Cx32 CMTX1, CMTX

GJo4 Cx37

GJoS Cx40

GJal Cx43 ODDD, ODOD, SDTY3
GJy1 Cx45

Les synonymes indiquent la désignation des Cx en se basant sur les abréviations des maladies

causées par leurs mutations, exemple : ODDD (Dysplasie OculoDentoDigitale).
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Synthese Bibliographique Connexine 43
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Figure 2. Un apercu de l'expression de Cx43 dans différents tissus et types de cellules
(Delvaeye et al., 2018)

2. Structure des connexines
La structure des diverses connexines est connue dans une certaine mesure (Nielsen etal., 2012).
Les connexines sont composées de plusieurs domaines formant une structure en boucle : quatre
domaines transmembranaires (TM), deux boucles extracellulaires (Extracellular Loop EL1,
EL2) et trois boucles cytoplasmiques (Cytoplasmic Loop CL) (Mazereeuw-Hautier,
2008) ainsi que deux extremités cytoplasmiques, NH2 (NT) et COOH (CT) (Talbot et
Verrecchia, 2012) (figure 3).
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Synthése Bibliographique Connexine 43

Leithe et ses collaborateurs (2018), prédisent une longueur d'environ 150 acides aminés
(résidus 232-382) pour le CT bien que d'autres prédictions indiquent que le site de départ est
entre les résidus 227 et 234. Cela représente 39% de la protéine Cx43 entiére. Il est riche en
arginine (9 résidus), asparagine (11), acide aspartique (10), proline (13 ; absent des autres
domaines intracellulaires) et, en particulier, sérine (22 ; absents de la boucle intracellulaire et
avec seulement 2 résidus dans I’extrémité NT cytosolique). La riche composition de I’extremité
CT en prolines et sérines a des consequences physiologiques importantes et fait de cette partie

de la Cx43, une cible potentielle pour les interactions protéiques et kinases (Leithe etal., 2018).

E2

Extracellulaire
Membrane plasmique
cytoplasme
NT Tubili
Calmoduline % e s
P120-catenin§ MAP kinase P /

c-Src Protéine
kinase C

Protéine Kinase A Zonula Occludens-1

Figure 3. Structure Topologique des connexines (Nielsen et al., 2012)

3. Cycle de vie des connexines et formation des gap jonctions
Les connexines formant des jonctions communicantes, présentent un cycle de vie complexe qui
est régulé a différents niveaux. Premiérement, les régions promotrices et la liaison des facteurs
de transcription a celles-ci contrdlent la transcription des génes de la connexine. La traduction
de I'ARNmM Cx semble étre activée par des éléments internes du site d'entrée du ribosome
permettant la traduction méme dans des conditions de stress. La protéine Cx nouvellement
synthétisée (monomere) est transférée a l'appareil de Golgi, oligomérisée, transférée a la
membrane plasmique et incorporée dans des plaques de gap jonction. Deux voies principales
de dégradation de Cx pourraient étre définies : la dégradation lysosomale et la dégradation

protéasomale, incluant la phosphorylation et l'ubiquitination ainsi que l'internalisation de
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canaux de jonctions communicantes complets en tant que jonctions communicantes annulaires
voueées a la dégradation (Salameh, 2006).

Les travaux de Talbot et Verrecchia (2012), montrent qu’il y a deux types de connexons : des
connexons homomériques, constitués d’un seul type de connexines, et des connexons
hétéromériques, composés de connexines de plusieurs types. Ces différentes structures des
connexons donnent lieu a des gap jonctions homotypiques (association de deux connexons
identiques) et hétérotypiques (deux connexons différents). Il est important de noter que les
différentes configurations des connexons formant une jonction gap conférent une sélection vis-

a-vis des molécules susceptibles d’y diffuser (Talbot et Verrecchia, 2012) (figure 4).

Connexon

OO0

!

P000DS00S D

Homomeére Hétéromere Homomere Hétéromere
Homotypique ~ Homotypique Hétérotypique Hétérotypique

Figure 4. Compositions possibles des gap jonction (Nielsen et al., 2012).

Les canaux gap jonctions s’organisent en plaques, dont la taille peut étre visible en microscopie
et atteindre plusieurs micromeétres de long, et qui contiennent des centaines ou des milliers de
canaux GJ. L’inclusion de GJ nouvellement assemblés dans une plaque est un évenement
organisé, qui implique des interactions avec la protéine zonula occludens ZO-1, qui relie Cx a
la F-actine. Les hemicanaux sont liés aux protéines ZO-1 a la périphérie d’une plaque de GJ
dans une zone appelé « périnexus ». La dynamique de la formation des plaques n’est pas
complétement comprise, elle implique 1’accrétion du GJ nouvellement formé au bord extérieur
de la plaque, alors que les anciens GJ sont retirés du centre ; probablement par endocytose par
des vésicules circulaires a double membrane appelées «jonctions annulaires» ou

« connexosomes » (Leybaert et al., 2017).
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4. Connexines du cceur
Sur les 21 genes de connexine codés dans le génome humain, trois isoformes principaux sont
exprimés dans le cceur adulte : Cx40, Cx43 et Cx45 (Martins-Marques et _al., 2021).
Cependant, la Cx43 est la principale connexine exprimée dans les ventricules, mais elle est
également présente dans les cellules auriculaires et endothéliales (Hood et al., 2017). Elle est
principalement localisée au niveau des disques intercalés, ou les gap jonctions assurent la
propagation rapide des impulsions anisotropes sous-jacentes aux battements cardiaques
synchronisés (Martins-Marques et al., 2021). Cx40 et Cx45 sont également exprimées dans
le tissu cardiaque, mais se trouvent principalement dans les oreillettes et le systeme de
conduction auriculo-ventriculaire, et sont globalement moins abondantes. Il a été démontré que
les quantités relatives, la composition et la distribution de ces connexines influencent les
propriétés de conduction des cellules (Hood et al., 2017).
Les réarrangements structurels et les interactions intramoléculaires sont importants pour la
régulation de la fonction des canaux (Nielsen et al., 2012). Les Cx cardiaques, interagissent via
leur domaine C-terminal avec de nombreuses protéines, incluant :

o Des protéines membranaires constitutives (ZO-1, occludine, claudines, B-caténine et N-

cadhérine),
e Des protéines du cytosquelette cortical (actine a, tubulines a et 3, cortactine, drebrine),
o Des protéines impliquées dans le trafic intracellulaire (cavéoline 1, ubiquitine),

o Des enzymes (pp60 “** protéine-kinases C, protéine-phosphatases) (Herve et al.,
2008).

5. Localisation de la Cx43 au sein du cardiomyocyte

5.1. A la membrane plasmique
Sur la membrane plasmique des cardiomyocytes, les canaux GJ sont composés de Cx43 et ZO-
1, non seulement au niveau de la plague de GJ, mais aussi dans la zone autour du GJ. Ce
domaine a été appelé le périnexus pour son emplacement a coté de (péri-) la jonction (-nexus)
(figure 5). Par conséquent, la localisation de I’interaction Cx43/Z0-1 dans cette région indique
la présence de Cx43. 1l existe une autre interaction entre le périnexus Cx43 et le canal sodium
Na, 15 (Rhett et al., 2012).
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Modéle de périnexus
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Figure 5. Modele périnexus (Rhett et al., 2012)

5.2. Dans la mitochondrie

Les cardiomyocytes contiennent au moins deux sous-populations mitochondriales
fonctionnellement différentes : les mitochondries subsarcolemmales (SSM), qui sont situées
directement sous le sarcolemme et les mitochondries interfibrillaires (IFM), qui sont présentes
entre les myofibrilles. Les IFM ont une capacité respiratoire plus élevée et une rétention de
calcium (Ca2 +) plus prononcée (Boengler et Schulz, 2017).

Cx43 a été identifiée dans les mitochondries des cardiomyocytes (Schulz et al., 2015). Elle est
presque exclusivement localisée dans les mitochondries subsarcolemmales. Elle est codée par
le génome nucléaire et importé dans les mitochondries dans une protéine de choc thermique 90.
Cx43 est située au niveau de la membrane des SSM, avec son extrémité carboxyle orientée vers
I’espace inter-membranaire, mais peut également étre présente au niveau de la membrane
externe régulant la libération de certaines protéines de I’espace inter-membranaire (Leybaert
et al. 2017).

Selon Boengler et Schulz (2017), dans les mitochondries, Cx43 interagit avec le facteur
induisant I’apoptose : la sous-unité béta de la protéine de transfert d’électrons et la sous-unité
de canal potassique sensible a I’ATP Kir6.1. La quantité de Cx43 mitochondrial (mtCx43)

diminue dans les cardiomyocytes apres activation du récepteur N-méthyl-D-aspartate 1 via une
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translocation mitochondriale améliorée de la matrice métalloprotéinase-9 (Boengler et Schulz,
2017).

Les mtCx43 sont impliqués dans la perte de division du cardiomyocyte apres la naissance. La
cascade de signalisation implique la formation d'espéces réactives de I'oxygéne et l'activation
de p38 MAPK. Le renversement de la Cx43 mitochondriale ou l'inhibition de p38 MAPK

rétablit la prolifération des cardiomyocytes néonataux (schulz et al., 2015).

6. Régulation de Cx43

Les modifications post-traductionnelles de Cx43 jouent un role clé dans la régulation de
l'ouverture des canaux de gap jonction et les interactions entre Cx43 et dautres
protéines. Différents types de modifications du CT ont été identifiés, la phosphorylation est la

plus connue (Leithe et al., 2018).
6.1. Phosphorylation de Cx43

La protéine Cx43 immature est initialement traduite comme une chaine protéique de 40 kDa,
qui est phosphorylée peu aprés la synthése. L'état de phosphorylation de la protéine change
alors & mesure qu'elle circule a travers le réticulum endoplasmatique et le Golgi vers la
membrane plasmique, formant finalement un canal de gap jonction. Il existe 21 sites de
phosphorylation putatifs identifiés dans le domaine CT de Cx43 (tableau 2) (Nielsen et al.,
2012).

Principalement, les résidus seérine dans la queue cytoplasmique de Cx43 semblent étre
phosphorylés, bien que la phosphorylation de la tyrosine au niveau des résidus 247 et 265 ait
¢été signalée. La phosphorylation de Cx43 régule par exemple 1’assemblage des hexameéres
formés de Cx43, le trafic et le renouvellement de la protéine et en conséquence le couplage
électrique et métabolique cellule-cellule. Cx43 est la cible de plusieurs kinases, comme la
protéine kinase A (PKA), protéine kinase B (PKB ou AKT), protéine kinase C (PKC), caséine
kinase 1 (CK1), Ca2+ / calmoduline kinase Il (CaMKII), protéine activée par un mitogene
kinase (MAPK) (tableau 2). La phosphorylation de Cx43 par différentes kinases a des
conséquences sur le couplage intercellulaire. En effet, la phosphorylation de Cx43 via MAPK
ou PKC inhibe le couplage, alors que la phosphorylation de Cx43 via CK1 ou AKT améliore la
communication entre les cellules, par exemple via la régulation de I’assemblage du gap jonction

(Boengler et Schulz, 2017).
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Tableau 2. Quelques sites de phosphorylation Cx43 (Nielsen et al., 2012)

Résidus Kinases

S279 MAPK

S282 MAPK

S365 PKC/PKA/CaMKIlI
S368 PKC

S369 PKC/CaMKIlI

6.2. Autres modifications post-traductionnelles de la Cx43
La régulation de Cx43 implique d’autres types de modifications post-traductionnelles dont :
- L’ubiquitination : I’'ubiquitination de Cx43 peut moduler I’endocytose de la jonction lacunaire
en recrutant la protéine de liaison a I’ubiquitine Eps15,
- La S-nitrosylation : Cx43 est constitutivement S-nitrosylé au niveau des jonctions lacunaires
formées entre les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses vasculaires,
- La SUMOylation : son rdle précis dans la régulation de la Cx43 reste incertain. Mais cette
modification pourrait étre impliquée dans la stabilisation des jonctions lacunaires au niveau de
la membrane plasmique,
- L’acétylation (Leithe et al., 2018).

7. Cx43 et pathologies

7.1. Cx43 et maladies heréditaires

Des mutations dans différentes connexines sont impliquées dans plusieurs troubles génétiques
humains. Dans certains cas, il a été supposé qu'une fonction hémicanal défectueuse pourrait
jouer un réle dans la pathogenese (Nielsen et al., 2012).

En régle générale, des mutations dans GJA1l codant pour Cx43 entrainent un trouble
syndromique autosomique dominant appelé Dysplasie OculoDentoDigital (ODDD), une
syndactylie des doigts ou des orteils et, dans de rares circonstances, une maladie de la peau ;
une perte auditive est également observée. Cependant, contrairement a d'autres maladies liées

aux connexines, la perte auditive ODDD est conductrice plutét que neurosensorielle. Au total,
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73 mutations dans Cx43 ont été liées & ODDD, dont 64 sont des mutations faux-sens
autosomiques dominantes. Le mécanisme sous-jacent a I'ODDD a été largement étudié et a
émis I'hypothese qu'il varie en fonction de la mutation impliquée. Par exemple, la mutation
Cx43-G138R serait associée a une augmentation de la fonction hémicanal et une perte de la
fonction du canal de gap jonction (Cocozzelli et White, 2019) (tableau 3).

Par ailleurs, les hémicanaux de Cx43 peuvent étre impliqués dans la pathogenése d'affections
aussi diverses que l'athérosclérose, l'inflammation et les infections bactériennes ainsi que
I’ischemie (Nielsen et al., 2012).

Tableau 3. Mutations de la Cx43 associées aux dermatoses syndromiques et non syndromiques
(Cocozzelli et White, 2019)

Pathologie Mutation Mécanisme lié a
la pathologie
Erythrokératodermie A44V/(131C-T);E227D(681A-T); Fonctionnalité
variable et progressive P283L(848C-T); T290N(869C-A) hémicanal
(EKVP3) ou inconnue

Fonctionnalité
Naevus épidermique A44V (131C-T) hémicanal

verrugueux linéaire
inflammatoire (ILVEN)

Dysplasie Y17S(50A-C);S18P(52T- Fonctionnalité

oculodentodigitale (ODDD) C);G21R(61G-A); hémicanal
G22E(65G-A);VI6M (286G-A)

Kératodermie G8V (23G-T) Fonctionnalité

palmoplantaire et alopécie hémicanal

congenitale-1 (PPKCAL1)

Hypotrichose avec kératose G38E (113G-A) Inconnu

folliculaire et hyperostose
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7.2. Cx43 et maladies cardiovasculaires
Une distribution anormale de la protéine Cx43 a été décrite dans les ventricules cicatriciels de
patients souffrant de cardiopathies ischémiques. On observe alors une relocalisation de la Cx43
sur la surface latérale des cardiomyocytes, qui est concomitante avec la disparition de la méme
connexine de la zone infarctus. Cette latéralisation des jonctions s’accompagne d’une réduction
de la vitesse de conduction longitudinale (Haefliger et al., 2005). 1l a aussi été démontré que,
suite a des arréts cardiaques, de jeunes adultes souffrant de cardiomyopathies hypertrophiques
présentent une relocalisation latérale de la Cx43. En outre, on observe une réduction du taux
d’expression de la Cx43 dans les ventricules gauches de patients transplantés souffrant

d’insuffisance cardiaque congestive (Teunissen et al., 2004).
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1. Ceur et Cardiomyocytes
Le cceur joue un role central dans le systéme cardio-vasculaire. Il permet la circulation du sang
dans I’organisme. Le cceur se divise en quatre cavités : deux cavités supérieures qui sont les
oreillettes droite et gauche, et deux cavités inférieures qui sont les ventricules droit et gauche
(figure 6) (Bessaguet et Desmouliére, 2020).
Le cceur est un organe complexe composé de divers types de cellules, dont chacun joue un role
important dans les conditions physiologiques et physiopathologiques. Les cardiomyocytes et
les cellules endothéliales sont les deux types de cellules cardiaques les plus abondants et jouent
un réle central dans le remodelage et la régénération cardiaques (Talman et Kivelg, 2018).
Les cardiomyocytes, cellules musculaires (myo) (cyte) du cceur (cardio), sont le principal
composant cellulaire du myocarde. Du point de vue de la biologie cellulaire, un cardiomyocyte
est une cellule cardiaque contractile et excitable qui a un noyau central, qui a des isoformes de
protéines sarcomeériques spécifiques qui le distinguent des autres cellules musculaires, et qui se
contracte rythmiquement sans repos, il est responsable de la contraction du cceur (Keepers et
al., 2020) (figure 7).

Crosse aortique

Artére pulmonaire Artére pulmonaire

droite gauche
Veine cave Artére pulmonaire
supérieure

Veines pulmonaires

Valve sigmoide
gauche (aortique)
Valve auriculo-
ventriculaire gauche
(mitrale)

Valve sigmoide
droite (pulmonaire)

Valve auriculo-
ventriculaire droite
(tricuspide)

OD : Oreillette droite
OG : Oreillette gauche
VD : Ventricule droit
VG : Ventricule gauche

Veine cave
inférieure

Figure 6. Anatomie cardiaque (Bessaguet et Desmouliere, 2020)
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Figure 7. Représentation schématique du cardiomyocyte (Galli, 2011)
2. Pathologies cardiovasculaires

Les pathologies cardiovasculaires sont devenues la premiere cause de mortalité dans le monde
malgré une amélioration de la prise en charge coronarienne des derniéres décennies. Les
projections qui sont actuellement faites, montrent que les maladies cardiovasculaires devraient
rester la premiére cause de mortalité dans le monde dans les années a venir (Sorbets et al.,
2020).

Parmi elles, figure la coronopathie, une des principales causes de morbi-mortalité
cardiovasculaire Elle regroupe plusieurs entités dont la conséquence est lischémie
myocardique. La maladie coronaire se manifeste le plus souvent par une douleur thoracique
mais peut aussi étre silencieuse d'ou 'intérét du dépistage de 1'angor (1’angine de poitrine) stable
notamment chez le sujet agé dont la manifestation peut se limiter a des symptémes atypiques.
Différents examens non invasifs et invasifs sont disponibles afin de mettre en évidence
Iischémie myocardique. L'infarctus du myocarde constitue une urgence diagnostique et
thérapeutique dont la prise en charge nécessite une stratification du risque ischémique et
hémorragique (Hattach et Manzo-Silberman, 2019).

La lésion ischémique est une cause tres courante de dysfonctionnement des organes chez

I'homme, et affecte principalement le cceur (Michela et al., 2015).
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3. Ischémie myocardique
Etymologiquement, I’ischémie (emprunt au grec ancien iskhaimos, “qui arréte le sang”) se
définit comme la diminution ou I’arrét de la circulation sanguine. La conséquence est une
souffrance voire une nécrose cellulaire liée au manque d’oxygeéne dans le territoire de I’artére
concernée (Marcadet et Zerbib, 2015).

La circulation artérielle coronaire est un systétme complexe doté d’une capacité
d’autorégulation trés fine qui permet d’adapter a tout instant le débit coronaire aux besoins
énergétiques du myocarde lors d’un exercice physique, d’un stress ou, plus globalement, a toute
augmentation du travail cardiaque. Lorsque cette autorégulation coronaire est défaillante, le
déséquilibre créé entre les apports et les besoins myocardiques en oxygeéne se traduit par une
souffrance tissulaire qui peut étre réversible (ischémie) si ’on rétablit rapidement ce
déséquilibre ou, dans le cas contraire, devenir irréversible, et c’est alors la nécrose (infarctus)

(Adjedj et Berdeaux, 2020).

Le métabolisme myocardique est presque exclusivement aérobie, car les cardiomyocytes, a la
différence des autres tissus et des muscles, contiennent des stocks de glycogéne tres limités.
Ainsi, une correspondance parfaite entre la consommation d'oxygéne du myocarde et I'apport
d'oxygéne au myocarde est nécessaire pour alimenter la fonction ventriculaire et éviter

I'ischémie myocardique (Pagliaro et al., 2019).

Il existe deux grandes causes d’ischémie : I’augmentation des besoins non compensée par les
apports (typiquement I’angor d’effort) et la diminution brutale des apports par obstruction d’une
artére (syndromecoronaire aigu). La cause la plus fréquente d’ischémie myocardique est liée a
I’athérosclérose. Elle se traduit cliniqguement par une angine de poitrine stable ou instable et
peut entrainer un événement majeur comme un infarctus du myocarde ou une mort subite
(Marcadet et Zerbib, 2015).

L’ischémie fait intervenir plusieurs étapes décrites sous le terme de « cascade ischémique ».
Les signes les plus précoces d’ischémie sont la baisse de la perfusion myocardique, ainsi que

I’apparition d’anomalies métaboliques (Etienney et al., 2019).

La cascade ischémiqgue : initialement, des anomalies de perfusion sont induites, suivies d'un

dysfonctionnement diastolique et a un stade ultérieur, systolique ; ce n'est qu'a la toute fin de la
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cascade que des modifications de I'électrocardiogramme et des angines de la poitrine se
produisent (figure 8) (Schuijf, 2005).

L’angine de poitrine n’est pas la manifestation ischémique la plus fréquente de la maladie
coronarienne, qu’elle soit stable ou instable. C’est I’ischémie silencieuse ou asymptomatique
qui représente 1’événement ischémique le plus fréquent de la maladie coronarienne (Meiltz et

Ciareni, 2005).

Angine de poitrine

A ECG

Imagerie nucléaire/ TRM Dystonction systolique

Dysfonction diastoligue

Anomalies de perfusion

e LN NNl

Durée de l'ischémie

Figure 8. La cascade ischémique (Schuijf, 2005)

La cardiomyopathie ischémique peut étre divisée en une phase aigué suivie d'une phase
chronique. L'ischémie aigué est associée a la fermeture des jonctions lacunaires et donc a un
couplage intercellulaire réduit. La phase chronique fait référence aux infarctus qui
correspondent au tissu qui se remet de I'ischémie subie et puisqu'il s'agit d'un stade tardif, est
associee a des changements dans I'expression et/ou le trafic de la jonction lacunaire Cx43-

constituant (Fontes et al., 2012).
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4. Role de Cx 43 dans I’ischemie
Les cardiomyocytes de travail (contractiles) du ventricule sont largement interconnectés par des
grappes de jonctions communicantes contenant de la connexine 43, situées au niveau des
disques intercalés (Severs et al., 2004).
La Cx43 est en effet, une protéine structurelle majeure des jonctions lacunaires du myocarde
ventriculaire et un déterminant majeur de ses propriétés électriques. Elle a également été
considérée comme un composant majeur des GJ des cardiomyocytes, qui régulent le couplage
intercellulaire, la vitesse de conduction et lI'anisotropie (Chen et al., 2016).
Le r6le des jonctions communicantes en tant que voies intercellulaires pour la propagation
ordonnée du flux de courant sous-jacent a la contraction synchrone dans le cceur sain, a conduit
a se demander si les altérations de I'organisation des jonctions communicantes et de I'expression
de la connexine, pourraient contribuer a une conduction anormale et a une arythmogenése dans
le coeur humain malade (Severs et al., 2004).
En effet, les connexines sont impliquées dans la mort et la survie des cardiomyocytes. Ainsi, le
couplage chimique par les GJ joue un role clé dans la propagation des Iésions entre les cellules
connectées. De plus, les canaux formés par Cx43 sont impliqués dans les lésions
d'ischémie/reperfusion et la protection du préconditionnement ischémique (P1) in vitro (Chen
et _al.,, 2016). En outre, les connexines situées au niveau des structures cellulaires non
canonique, notamment les mitochondries et le noyau, ont démontré leur implication dans la
cardioprotection (Rodriguez-Sinovas et al., 2021).
Par ailleurs, il a été en effet apporté que la déphosphorylation de Cx43 est une caractéristique
de lischémie, de I'arythmie et d'un myocarde défaillant et vieillissant (Xue et al., 2019).
Au cours de I’ischémie, la Cx43 subit une déphosphosphorylation rapide, qui est associée a un
découplage électrique et a une altération de la distribution de Cx43 sur les cotés du myocyte et
dans les pools intracellulaires (Totland et al., 2019).
L’ischémie se manifeste par I'accumulation de métabolites dans le compartiment extracellulaire
en combinaison avec un apport réduit en oxygene. Le métabolisme anaérobie et le manque de
flux provoquent des acidoses extracellulaires avec une augmentation du K+ extracellulaire
(Michela et al., 2015). Les conditions ischémiques entrainent un découplage de jonction et une
fermeture de GJ en raison de I’élévation du Ca2+, de I’acidose, état de phosphorylation modifié
et d’autres facteurs liés a I’ischémie. De plus, les Cx sont remodelées a la suite de processus

qui impliquent la latéralisation de la protéine Cx, un trafic altéré et I’internalisation ; la plupart
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des preuves proviennent de Cx43, les HC Cx43 sont normalement fermés mais ouverts en
réponse a des conditions mimant I’ischémie (Schulz et al., 2015).

La Cx43 mitochondriale (mtCx43) a un impact sur la fonction respiratoire, et la réduction de la
respiration mitochondriale associée a l'ischémie est associée a une augmentation des cystéines
Cx43 oxydées. Ces derniers effets sont atténués par le préconditionnement ischémique. Outre
son effet sur la respiration, la mtCx43 module le flux de potassium (K+) de la matrice dans le
cceur et le cerveau. La S-nitrosylation de la mtCx43 augmente la perméabilité mitochondriale,
en particulier pour le K+, et conduit a une formation accrue de ROS (Reactive Oxygen Species)
(Kirca et_al., 2015). L'augmentation de la quantité de S-nitrosylation mtCx43 par Pl ou
administration de nitrite peut lier I'oxyde nitrique et la Cx43 dans la cascade de transduction du
signal des interventions cardioprotectrices. La régulation de la teneur en calcium (Ca2 +) de la
matrice dépend du mtCx43; la capacité de rétention du Ca2 + des mitochondries
subsarcolemmales est réduite en bloquant les canaux formés par Cx43 avec Gap27. La Cx43
pourrait également étre localisée a I'extérieur membrane mitochondriale ou elle est importante
pour la libération du cytochrome C (Cyt C). Pour terminer, les métalloprotéinases matricielles
(MMP) affectent la stabilité de la Cx43 mitochondriale (figure 9). Ces données indiquent que
la présence de mtCx43 est de la plus haute importance pour que les voies cardioprotectrices soit
fonctionnelles (Schulz et al., 2015).
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NNOS vs.

Cx43-sno ._J

‘ I—» K* — ROS sdéclencheur
a20 de
MMP cardioprote-
Complexes ction
. 4
Cx43

I—.Cytc

Figure 9. Cx43 dans les mitochondries (Kirca et al., 2015)

33



Synthése Bibliographique Ischémie et connexine 43

5. Raole de Cx43 dans la thérapie de I’ischémie
La principale stratégie thérapeutique visant a rétablir le flux sanguin dans la zone ischémique

peut faciliter les lésions et le dysfonctionnement du myocarde si elle n'est pas appliquée
correctement. Ce phénomeéne est connu sous le nom de lésion d'ischémie/reperfusion (I/R).
Ellecontribue de maniére significative a la morbidité et a la mortalité liées a l'infarctus du
myocarde (Xue et al., 2019).

La reperfusion, bien que nécessaire pour sauver les tissus privés d'oxygéne, produit des
réponses tissulaires paradoxales qui alimentent la production d'espéces réactives de lI'oxygene
(paradoxe de l'oxygene), séquestration d'immunocytes pro-inflammatoires dans les tissus
ischémiques, stress du réticulum endoplasmique et développement d'un non-reflux capillaire
post-ischémique, qui amplifient les lésions tissulaires. Ces événements pathologiques
aboutissent a l'ouverture des pores de transition de perméabiliteé mitochondriale en tant
qu'effecteur final commun de la lyse et de la mort cellulaires induites par (I/R) (Kalogeris et
al., 2016).

Le phénomeéne de préconditionnement ischémique a été reconnu comme I'un des mécanismes
les plus puissants pour protéger contre les lésions ischémiques du myocarde (Lliodromitis et
al., 2007).

Le Cx43 est impliqué dans la formation des radicaux libres d'oxygene des cardiomyocytes et
dans la cardioprotection par Pl (Boengler et al., 2006).

La déphosphorylation du Cx43 est diminuée dans le myocarde préconditionné par rapport au
myocarde non préconditionné, et le découplage électrique, qui est étroitement lié a la
déphosphorylation du Cx43, est presque complétement aboli par le préconditionnement
ischémique dans les cceurs de rat. Une diminution de la perméabilité des canaux pourrait
protéger les cardiomyocytes contre le sodium et par la suite la surcharge volumique, et en effet
les cardiomyocytes deviennent plus résistants a un défi hypotonique une fois qu'ils sont
préconditionnés (Schulz et Heusch, 2004).
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1. Les récepteurs opioides et leurs antagonistes
Les opioides constituent une grande classe pharmacologique réunissant les opiacés, alcaloides
naturels derives de la plante Papaver somniferum ou pavot somnifére (figure 10), morphine et
codéine, les molécules semi-synthétiques (créées par modification chimique d’un opiacé
comme I’héroine et 1’oxycodone) et synthétiques (produisant une activité pharmacologique
similaire sans partager la structure chimique des molécules naturelles comme la mépéridine, la
méthadone et le fentanyl) (Larocque, 2012).
La pharmacologie des opioides s’appuie maintenant sur les données de clonage et de structure
moléculaire obtenues a propos de ses récepteurs. Les récepteurs opioides font partie de la
famille des récepteurs liés a une protéine G. lls ont tous une partie C-terminale intracellulaire
et N-terminale extracellulaire avec sept domaines transmembranaires. La famille de récepteurs
opioides comprend quatre membres : p aussi appelé mu, MOR (Mu Opioid Receptor), 6 aussi
appelé delta, DOR (Delta Opioid Receptor), « aussi appelé kappa, KOR (Kappa Opioid
Recertor) et un quatrieme récepteur ORL-1 (Opioid Receptor Like 1) (aussi appelé NOP
(Nociceptin Opioid Receptor) (Harkouk et al., 2018).
Les analgésiques opioides sont des médicaments couramment prescrits pour le traitement de la
douleur chronique. Les effets indésirables les plus courants associés a un traitement opioide a
long terme sont les nausées, les vomissements, les gaz et la constipation. La plupart des effets

disparaissent apres l'utilisation continue de lI'opioide (Baker, 2017).

Figure 10. Le pavot (Schilperoord, 2017)
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Les agents pharmacologiques disponibles pour le traitement de la constipation induite par les
opioides comprennent les antagonistes des récepteurs opioides, les prokinétiques et les laxatifs.
Cependant, les antagonistes des récepteurs opioides comme la Naldemendine, atténuent les
effets gastro intestinaux des opioides mais peuvent également contrer l'analgésie induite par les
opioides par franchissement de la barriere hémato-encéphalique. Une approche plus ciblée du
traitement de la constipation induite par les opioides implique l'utilisation d'un récepteur p-
opioide a action périphérique antagoniste (PAMORA : Peripherally Acting u-Opioid Receptor
Antagonists), qui bloque les récepteurs opioides dans le tube digestif sans pénétrer dans le
systeme central neveux (Blair, 2019).

2. Naldemedine

e Généralités

Nom générique : Naldemedine

Nom propriétaire : Symproic (Shionogi)

Note d'approbation : 1S

Classe thérapeutique : agents de détoxification, antidotes

Médicaments similaires : Lubiprostone, Méthylnaltrexone, Naloxégol

Noms de sons/semblances : Nalmefene, Nilutamide (Baker, 2017)

La Naldemedine est un PAMORA, disponible par voie orale pour le traitement de la
constipation induite par les opioides. Elle est approuvée dans plusieurs pays, dont le Japon et
les Etats-Unis sous le nom de SYMPROIC® et dans les pays de 1’Union Européenne sous le
nom de Rizmoic® (Blair, 2019). La structure de la Naldemedine, un dérivé amide de la

naltrexone est donnée dans la figure 11 (Fukimura et al., 2018).
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Figure 11. Structure chimique de la Naldemedine (Markham, 2017)

e Pharmacodynamique et pharmacocinétique de la Naldemedine

La Naldemedine a une affinité de liaison élevée pour tous les récepteurs opioides humains
recombinants MOR, KOR et DOR. Elle réduit I'OCI (opioid induced constipation) en bloquant
le MOR situé dans le systéme nerveux entérique et dans le tractus gastro-intestinal. Etant donné
que I'OCI est au moins en partie inversé par I'antagonisme MOR, mais pas par inhibition KOR
et DOR, la signification de l'affinité de la Naldemedine pour ces récepteurs n'est pas claire. Le
role de la DOR dans le systeme gastro-intestinal humain est encore mal connu (Coluzzi et al.,
2020).

Aprés administration orale, la Naldémédine est rapidement absorbée le tractus gastro-intestinal
et atteint des concentrations plasmatiques maximales (Cmax) apres environ 45 min (Tmax) a
jeun. Elle a une biodisponibilité de 20 a 56%. Le volume de distribution de la Naldémeédine est
de 155 L. Elle est principalement métabolisée par le CYP3A4 en nornaldemedine (phase 1), et
par glucuroconjugaison via UGT1A3, formant le métabolite Naldemedine 3-glucuronide. Le
demi-vie d’élimination terminale est de 11 heures (Hu et al., 2018).

e Dosage

La dose recommandée est de 0,2 mg de Naldemedine par voie orale une fois par jour, avec ou
sans nourriture. Il n’y a pas de recommandation d’adaptation posologique en fonction de 1’age
ou de la fonction organique. Cependant, le traitement par la Naldemedine doit étre évité chez
les patients présentant une insuffisance hépatique sévere. Une modification de la posologie de
I’analgésique n’est pas non plus nécessaire. Toutefois, si I’analgésique opioide est arrété, le

traitement par la Naldemedine doit étre interrompu. Les patients recevant des opioides pendant
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moins de 4 semaines peuvent étre moins réactifs au traitement par la Naldemedine (Baker,
2017).

e Effets indésirables
Les effets indésirables les plus fréquents avec la Naldemedine dans les essais cliniques sont des
douleurs abdominales, c'est-a-dire : géne abdominale, douleur abdominale, douleur du bas-
ventre douleur, douleur abdominale supérieure, douleur gastro-intestinale, diarrhée, nausées,

vomissements et gastro-entérite (Baker, 2017).

3. Docking moléculaire et Repositionnement des médicaments
Le repositionnement de médicaments également appelé réaffectation, reprofilage ou redirection
de medicament, est l'utilisation d'un medicament dans une autre indication que celle pour
laquelle il a été initialement commercialisé. La notion de repositionnement du médicament
exclut donc toute modification structurelle du médicament. Au lieu de cela, le repositionnement
utilise dans une nouvelle indication, soit les propriétés biologiques pour lesquelles le
médicament a déja été approuvé (éventuellement selon une formulation différente, a une
nouvelle dose ou via une nouvelle voie d'administration), soit les propriétés secondaires d'un
médicament qui sont responsables de ses effets indésirables (Jourdan et al., 2020).
Le repositionnement des médicaments est un courant dinnovation du développement
pharmaceutique qui offre des avantages pour les développeurs de médicaments et des
médicaments plus sdrs pour les patients. Plusieurs médicaments ont été repositionneés avec
succes pour une nouvelle indication ; les plus importants d'entre eux étant le viagra et la
thalidomide (Novac, 2013).
Le viagra ou le Sildénafil a été en effet initialement commercialisé par Pfizer en 1985 en tant
que médicament antihypertenseur potentiel. Il a été démontré qu'il produisait une vasodilatation
et inhibait I'agrégation plaquettaire en inhibant la phosphodiestérase de type 5, c’est pourquoi
il a été utilisé dans le traitement de l'angine de poitrine et I'érection pénienne. Le viagra ne
produit une érection qu'en présence d'une stimulation sexuelle, entrainant la libération d'oxyde
nitrique (Jourdan et al., 2020).
La découverte de médicaments est devenue extrémement difficile ces derniers temps. Le codt
de mise sur le marché d' une nouvelle entité moléculaire dépasse les 2 milliards de dollars US.
L’augmentation des dépenses couplée a la position « trop prudente » des organismes de
réglementation n'a fait qu'aggraver la situation en termes de productivité mesurée par le nombre
de nouvelles entités moléculaires lancées chaque année. Le retour sur investissement est devenu

une préoccupation majeure (Kharkar et al., 2014).
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C’est pourquoi, le docking moléculaire est devenu un outil de plus en plus important dans la
recherche pharmaceutique (Meng et al., 2011).

Dans la conception de médicaments modernes, lI'amarrage ou le docking moléculaire est
couramment utilisé pour comprendre linteraction médicament-récepteur. L'amarrage
moléculaire fournit des informations utiles sur les interactions médicament-récepteur et est
fréquemment utilisé pour prédire l'orientation de liaison de petites molécules candidates a leurs
cibles protéiques afin de prédire l'affinité et l'activité de la petite molécule. L’amarrage
moléculaire peut étre défini comme un probléme d'optimisation, qui décrirait I'orientation la
mieux adaptée d'un ligand qui se lie a une protéine d'intérét particuliére et est utilisé pour prédire
la structure du complexe intermoléculaire formé entre deux molécules ou plus. Le cas le plus
intéressant est I'interaction protéine-ligand , du fait de ses applications en médecine (Vijesh et
al., 2011).
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1. Screening virtuel
Nous avons recherché dans la base de données Zinc, les molécules approuvées par la FDA
(Food and Drug Administration) et susceptibles d’interagir avec la connexine 43.
ZINC est une ressource publique gratuite pour la découverte de ligands. La base de données
contient plus de 20 millions de molécules disponibles dans le commerce dans des
représentations biologiquement pertinentes qui peuvent étre téléchargées dans des formats et
sous-ensemble populaires préts a I’emploi. ZINC est disponible gratuitement sur

zinc.docking.org (Sterling et Irwin, 2015).

Pour cela nous avons suivi les étapes suivantes :
- Cliquer sur Substances pour rechercher les sous-ensembles.
- Cliquer sur Sous-ensembles pour rechercher les médicaments approuvés par la FDA,
par Drug Bank.
- Telécharger les structures des ligands sous forme SDF

2. Docking moléculaire

2.1.Récepteur
Premiérement, nous allons a la BanK PDB (Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), pour

télécharger le récepteur.

La PDB contient des milliers de structures protéiques prises soit par cristallographie (rayons X)
ou par RMN (Résonance Magnétique Nucléaire).

Concernant la Cx43, est disponible dans la banque de données, la molécule répertoriée sous le
code 2LL2. Il s’agit de I’extrémité C-terminale de Cx43 s’étendant de 1’acide aminé 243 a 259
selon Saidi Brikci-Nigassa et al. (2012), sa structure a été déterminé par RMN (figure 12). Il
s’agit de la structure du peptide K26D en interaction avec la tubuline/ microtubule, dont la

séquence est donnée dans la figure 13.
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Figure 13. Structure 3D de la connexine 43

Cx43 | i vz [ v C-terminal domain

—

T,

K26D ™KGVKDRVKGKSDPYHATSGALSPAKD

Figure 12. Représentation shématique de la connexine humaine et du peptide K26D avec
la tubiline/microtubules décrit par Saidi Brikci-Nigassa et al., (2012)

2.2.Ligand
Les structures des ligands sont obtenues a partir du site PubChem

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Parmi les 1615 ligands capables d’interagir avec le recepteur 2LL2, comme I’a revelé le
sreening moleculaire, nous avons retenu la Naldemedine dont la formule moléculaire est
C32H3aN4Os etlepoids moléculaire : 570,6 g/mol.

Ses structures chimique et 3D sont données respectivement dans les figures 14 et 15.
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Figure 14. Structure chimique de la Naldemedine

b

Figure 15. Structure 3D de la Naldemedine
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2.3.Processus de docking
Le processus d’amarrage ou docking moléculaire est utilisé pour générer une liste de complexes
représentant le mode de liaison favorable entre le ligand et le récepteur macromoléculaire.
L’¢étape suivante consiste a estimer ces complexes, afin de trouver le ou les complexes plus
probables pour reproduire au mieux le mode d’association réel.
Nous avons utilisé les logiciels PyRx et Chimera pour tester 1’ interaction ligand-récepteur.

e PyRXx: Est un logiciel libre doté d'une interface utilisateur intuitive et fonctionnant sur
tous les principaux systemes d'exploitation (Linux, Windows et Mac OS) (Dallakyan
et Olson, 2014).

e Chimera: UCSF Chimera est un programme pour la visualisation et l'analyse
interactives des structures moléculaires et des données associées, congu pour étre utilisé
par les biologistes structurels, les chercheurs biomédicaux et autres personnes
intéressées par la structure et la fonction moléculaires. Chimera est une application de
bureau dont les racines sont principalement dans I'analyse visuelle interactive (Huang
etal., 2014).

Le docking moleculaire sur PyRx se déroule selon les étapes suivantes :

- Teléchargement de PyRx : http://pyrx.sourceforge.net/downloads

Python Prescription SOurceFarge

W Virtual Screening Tool

Home m Helpout ﬁ Videos Blog Forum FAQH

Search

Home == Downloads

Downloads
Pny Binary Distribution cliquez ici pour télécharger la vertsion gratuiute de )
Py

PYRX i€ open source software for Computer-Aided Drug Design distributedinder simpified ESD License.
@ System Regquirements for PyRx are similar to Sccond Life

EFWindows

PyRx-0.9.2-Setup.exe $159.99 tEwNow ,E] visa)i D e P'ayPaJ)

PyRux version 0.8 is available Tor fr PyRx-0.8-3etup exe (93 MB)
Tean Dr,
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- Chargement des molécules dans I'espace de travail PyRx

tunl Screer
File Edt View Help
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Cliquer sur Open Babel/insert new item/ sélectionner la base de données FDA
Cliquer droit et sélectionner Minimize All.

D N N NN

Cliquer Vina Wizard - sélectionner Local /start /Add Macromolecule = sélectionner

2LL2

v Cliquer sur Open Babel puis cliquer droit sur les ligands et sélectionner Convert All to
AutoDock Ligand (pdbqt).

v" Cliquer sur le premier ligand et sur shift puis sur le dernier ligand pour sélectionner tous

les ligands/et en fin sur forward.
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L T ~ Le docking

v Ensuite, on transforme le fichier de minimisation pdb en pdb.qt pour entrer dans un autre

programme qui s’appelle Chimera.

Le docking moléculaire se poursuit sur Chimera selon les étapes suivantes :
Préparation du récepteur
v Cliquer sur File puis Open pour ouvrir le fichier 2LL2
v" Cliquer sur Tools puis sur Surface/Binding Analysis / Dock prep.
v" Dans Dock prep sélectionner toute les options sauf « Delte non-complexed » et « Write
Mol2 file » / cliquer sur OK/OK/OK.
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Bnding Analysis |
Edming >  FnduBond
Find Clashes/Contacts
ostatic Surface Colorag
e

MS) to UMP (U)
MP (CSL) to CMP (C)

Préparation du ligand pour le Docking
v" Cliquer sur File puis Open/ dans notre cas la Naldemedine (Ligand)
v" Cliquer sur Tools/Surface/Binding Analysis/ AutoDock Vina.
v' Dans AutoDock Vina cliquer sur Brose>nomer votre complexe/ sélectionner le
récepteur et le ligand / cliquer sur button 1 et sur Resize search volume using

v' Cliquer sur I’écran par la souris clic droit pour mettre le complexe sur une boxe et
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Résultats et discussion

1. Résultats du criblage moléculaire
Le screening moléculaire a permis de ressortir 1615 molécules susceptibles de cibler Cx43 en
interagissant avec son extrémité C-terminale.
Les meilleurs scores selon AG sont donnés dans le tableau 4. La Naldemedine est en 10 éme
position selon son affinité d’interaction estimée par 1’énergie de liaison.
Le AG ou enthalpie libre ou encore énergie libre de Gibbs , est une fonction d'état introduite
par Willard Gibbs. Elle correspond a I'énergie disponible dans une réaction pour effectuer un
travail utile et est différente du changement d'énergie total d'une réaction et principe d’évolution
des réactions physico-chimiques (Reichle, 2020).

Tableau 4. Les meilleurs scores AG réveélés par le screening moléculaire

242548690

12503187

6716957

36701290

58581064

27990463

3784182

22443609

2. Reésultats du docking moléculaire
Apres quelques minutes de docking avec UCSF Chimera, s’ouvrire « ViewDock » et affiche la
liste tabulaire des poses (score, RMSD...... etc) (figure 16).
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Figure 16. Les scores donnés par UCSF Chimera

Pour mesurer les distances inter-atomiques on utilise fréqguemment une grandeur appelée écart
quadratique moyen (RMSD - "Root Mean Square Deviation", en A) entre les coordonnées
spatiales des atomes des acides aminés appariés.

La lecture de fichier pdb par « Discovory studio visualizer » permet la visualisation du mode et
le type d’interaction entre la meilleure conformation de ligand et leur récepteur. La figure 17,
represente un modele 3D ammaré de Cx 43 — Naldemedine. Cette interaction engage plusieurs

types de liaisons comme le montre le diagramme 2D (figure 18).
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Figure 17. Complexe Connexine43-Naldemedine

Nous recensons :

3 liaisons hydrogenes formées entre N —ter de la Naldemedine et les résidus alanine en
position 24, lysine en position 25 et histidine en position 15 du C-ter de Cx43 (figure 18).
La liaison hydrogene est une liaison chimique non covalente de type dipdle-dipdle entre 2
molécules ou entre 2 groupements d'une molécule. Elle joue un réle stabilisateur de la
structure secondaire des macromolécules biologiques (Elie, 2004)

3 liaisons pi alcaline entre le ligand et le résidu tyrosine en position 14, valine en position
7 et lysine en position 25 du recepteur 2LL2 (figure 18). La liaison pi alcaline est une
liaison chimique covalente qui est créé entre deux atomes. Sa présence toute libre rotation

autour de cette liaison, car elle entraine une rigidité moléculaire (Allen et al., 2001).
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Une liaison pi-pi empilée (empilement pi) entre le ligand et ’acide aminé histidine en

position 15 de 2LL2 (figure 18).
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A7 s S
AI25 T
SER .\
AlS8 . ¢ TYR
Ala
P
N\
\0
\0/
HFS
AlS
VAL
A3
LYs
A4
Interactions
i ] van der Waals ] Pi-Pi T-shaped
[ ] Conventional Hydrogen Bond [:] Pi-Alkyl
Carbon Hydrogen Bond

Figure 18. Diagramme 2D de la Naldemedine
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Conclusion

Les connexines et en particulier la Cx43, sont impliquées dans plusieurs pathologies cardiaques
dont I’ischémie. Leur rdle dans le preconditionnement ischémique et la cardioprotection n’est
plus & demontrer. Par conséquent, ces protéines de jonction lacunaire constituent une cible
thérapeutique potentielle dans le traitement de 1’ischémie.

Par une approche in silico, nous avons identifié 1615 molécules approuvées par la FDA et
susceptibles d’interagir avec Cx43. Nous en avons retenu une, la Naldemedine, un antiopioide
utilisé dans le traitement des constipations chroniques, et qui a montré une affinité de liaison
élevée avec Cx43.

A la lumiére des données d'amarrage moléculaire, la Naldemedine semble étre un candidat
potentiel pour cibler la Cx43. Cependant, des analyses de simulation moléculaire restent
indispensables pour déterminer la stabilité de cette interaction au cours du temps. Toutefois,
seuls des tests in vivo, pourraient confirmer ou infirmer cette interaction et potentiellement
I’effet inhibiteur de la Naldemedine, ce qui ouvrirait la voie a une utilisation de cette molécule
connue et testée, dans 1’ischémie et les pathologies cardiaques impliquant la Cx43 et les

jonctions lacunaires.
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