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Résumé

Le stress oxydatif est impliqué dans le développement de nombreuses pathologies et constitue une
cible majeure dans la recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques. La voie de signalisation
Keapl-Nrf2 représente 1’'un des principaux mécanismes cellulaires de défense contre les
dommages oxydatifs. Dans ce contexte, la présente étude a été réalisée afin d’évaluer le potentiel
d’interaction de plusieurs médicaments avec la protéine Keapl a travers ses structures

cristallographiques 5SFNU et 8PKW, en utilisant I’approche de docking moléculaire.

Les simulations de docking ont permis d’identifier les composés présentant les meilleures affinités
de liaison vis-a-vis des structures étudiées. Pour la structure cristallographique 5FNU, le Sorafenib
a montré la plus forte affinité de liaison avec une énergie de —9,7 kcal/mol, suivi du Lenvatinib
(-9,5 kcal/mol) et du Methotrexate (—9,4 kcal/mol). Concernant la structure cristallographique
8PKW, le Methotrexate a présenté la meilleure affinité de liaison avec une énergie de —6,7
kcal/mol, tandis que le Sorafenib et le Lenvatinib ont affiché des valeurs identiques de —6,3
kcal/mol. L’analyse des interactions protéine-ligand a également mis en évidence plusieurs résidus

d’acides aminés impliqués dans la stabilisation des complexes formes.

Les résultats obtenus suggérent que le Sorafenib, le Lenvatinib et le Methotrexate possedent un
potentiel intéressant pour interagir avec la protéine Keapl. Ces composes pourraient ainsi
constituer des molécules prometteuses pour la modulation de la voie Keap1-Nrf2 et méritent des

investigations expérimentales complémentaires afin de confirmer leur activité biologique.

Mots clés : KEAP1, NRF2, inhibiteurs, repositionnement, stress oxydatif.



Abstract

Oxidative stress is involved in the development of numerous diseases and represents a major target
in the search for new therapeutic strategies. The Keap1-Nrf2 signaling pathway is one of the main
cellular defense mechanisms against oxidative damage. In this context, the present study was
conducted to evaluate the interaction potential of several drugs with the Keapl protein using its

crystallographic structures, 5SFNU and 8PKW, through a molecular docking approach.

The docking simulations identified the compounds exhibiting the highest binding affinities toward
the studied structures. For the 5SFNU crystal structure, Sorafenib showed the strongest binding
affinity with a binding energy of —9.7 kcal/mol, followed by Lenvatinib (—9.5 kcal/mol) and
Methotrexate (—9.4 kcal/mol). Regarding the 8PKW crystal structure, Methotrexate exhibited the
highest binding affinity with a binding energy of —6.7 kcal/mol, whereas Sorafenib and Lenvatinib
showed identical values of —6.3 kcal/mol. Protein—ligand interaction analysis also revealed several

amino acid residues involved in stabilizing the formed complexes.

The obtained results suggest that Sorafenib, Lenvatinib, and Methotrexate have promising
potential to interact with the Keapl protein. These compounds may therefore represent promising
candidates for modulating the Keap1-Nrf2 signaling pathway and deserve further experimental

investigations to confirm their biological activity.

Keywords: Keapl, Nrf2, inhibitors, drug repositioning, oxidative stress.
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Synthése bibliographique

Le stress oxydatif correspond a un déséquilibre entre la production d'especes réactives de I'oxygene
(ROS) et les capacités de défense antioxydants de I'organisme (Kumar, 2024). Ces ROS regroupent
des dérivés radicalaires, tels que I'anion superoxyde et le radical hydroxyle, ainsi que des composes
non radicalaires comme le peroxyde d'hydrogéne (Wang et al., 2025). Générées en conditions
physiologiques ou pathologiques par diverses sources cellulaires (Yu et Xiao, 2021), elles
proviennent du métabolisme basal de I'oxygene ou de facteurs environnementaux tels que les
rayonnements ultraviolets, la pollution, les métaux lourds et les traitements anticancéreux (Jin et
Kang, 2024)

Le stress oxydatif module diverses voies de signalisation cellulaires, telles que NF-xB, MAPK,
AMPK et PI3K/AKkt, qui participent activement a la réponse adaptative de la cellule. Néanmoins,
I'axe constitué par le facteur de transcription NRF2 (Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor
2) et son répresseur, la protéine KEAP1 (Kelch-like ECH-associated Protein 1) se distingue par sa
capacité a orchestrer une réponse antioxydante hautement spécifique et finement régulée (Bayrak
et al., 2026; (Boonserm et al., 2026). Découvert en 1994, NRF2 est établi comme le régulateur
central de la réponse cellulaire face aux agressions oxydatives. KEAP1, identifiée ultérieurement
comme son inhibiteur direct, agit également comme un capteur redox moléculaire grace a ses
résidus cystéine hautement réactifs aux agents oxydants et électrophiles. Ainsi, la voie de
signalisation KEAP1/NRF2 constitue un mécanisme homéostatique crucial, orchestrant
I'expression d'un large réseau de génes dédiés a la cytoprotection et a la survie cellulaire (Ulasov
etal., 2022)

La protéine humaine KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) est une protéine adaptatrice
de substrat d'environ 69 kDa, appartenant a la famille structurale BTB-Kelch et agissant comme le
principal régulateur négatif du facteur de transcription NRF2 (Richardson et al, 2018). Cette
macromolécule renferme 27 résidus cystéine, dont la majorité est directement exposée aux
réactions d'oxydoréduction ou a la conjugaison avec des composés électrophiles. La réactivité des
groupements thiols portés par ces cystéines varie selon leur environnement biochimique local et
fluctue en fonction de la nature des inducteurs (Dinkova-Kostova et al, 2017). Ce mécanisme
répond au concept du « code cystéine », un modele de régulation moléculaire qui permet a KEAP1
d'agir comme un capteur hautement sensible, assurant un contréle précis et différencié des
réponses cellulaires face a diverses formes de stress (Dinkova-Kostova et al., 2017 ; Kansanen et
al, 2013).



Synthése bibliographique

Sur le plan structural, la protéine KEAP1L est organisée en plusieurs domaines fonctionnels
distincts (figurel) :

- une région régulatrice N-terminale (NTR),

- un domaine BTB (Broad complex, Tramtrack and Bric-a-Brac),

- une région intermédiaire IVR (Intervening Region),

- un domaine Kelch également désigné sous le nom de domaine a doubles répétitions de

glycine (DGR) responsable de l'interaction physique avec NRF2
- et une région régulatrice C-terminale (CTR).

KEAP1 Cul3 NRF2
Homodimerization (DC domain)
BTB IVR DGR CTR
NH,- Kelch Keich Kelch Keich Keich Kelch -COOH
A A AA A AA
C151 C226 C273C288 C613C622C624

Figure 1:Structure de la protéine KEAP1(Panda et al., 2022).

Bien que KEAP1 soit majoritairement séquestrée dans le cytoplasme avec une distribution
périnucléaire marquée, elle maintient un trafic nucléocytoplasmique dynamique et continu (Z.
Zhang et al., 2026).

La compartimentation et la dynamique subcellulaire de KEAP1 déterminent son activité
biologique (Velichkova et Hasson, 2005). En conditions basales, KEAP1 séquestre et orchestre la
dégradation de NRF2 dans le cytoplasme (Itoh et al., 1999). Sous l'effet d'un stress, sa
redistribution spatiale permet la translocation nucléaire de NRF2 et la transactivation des genes
antioxydants (Nguyen et al., 2009). Ce réle de pivot de I'noméostasie redox confere a KEAP1 une
fonction majeure de suppresseur de tumeur (Kansanen et al., 2013). Sa régulation intégre un
contr6le multiniveau sophistiqué associant des altérations génétiques, des modifications post-
traductionnelles et des mecanismes épigéenétiques, tels que I'nyperméthylation de son promoteur
(Guo et al., 2015; Taguchi et Yamamoto, 2017).
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Sur le plan biochimique, elle fonctionne comme une protéine adaptatrice de substrat, s'associant a
la Culline-3 (Cul3) pour former un complexe ubiquitine ligase E3 multi-sous-unitaire destiné a
cibler la dégradation de NRF2 (Panda et al., 2022).

Le facteur de transcription NRF2 (figure2) joue un réle central dans la régulation de I'expression
des enzymes antioxydantes, et aussi dans la préservation de I'équilibre redox cellulaire en
identifiant et en ajustant le degré de stress oxydatif. Il s’agit d’un facteur de transcription nucléaire
qui se localise dans le cytoplasme, ou il s'attache au cytosquelette et a différentes protéines,
notamment a KEAP1 (Yu & Xiao, 2021).

Interaction Transactivation Association Nrf2 DNA binding domain; Transactivation
with Keap1 domains with RXRo stability dimerization withsMafs domain
DLG ETGE DSGIS DSAPGS
Neh2 Neh4 Nehb Neh7 Neh6 Neh1 Neh3

Figure 2:Représentation Schématique de la structure de la protéine NRF2 (Claudia Tonelli et al.,
2017).

Dans des conditions physiologiques, KEAP1 contrdle de maniere rigoureuse NRF2, induisant son
ubiquitinylation et sa décomposition par le protéasome, ce qui permet le maintien de niveaux bas
de NRF2 et de ses génes cibles (Zhou et al., 2025).

KEAPL interagit avec le domaine Neh2 (NRF2-ECH homology domain 2) de NRF2, qui est
associé a un domaine de dégradation. Le rapport stcechiométrique du complexe KEAP1-NRF2 est
de 2:1 (Tong et al., 2006), ce qui signifie qu'un dimére de KEAP1 se combine avec une seule
molécule de NRF2. Une protéine NRF2 singuliére se lie au dimere de KEAPL par le biais de deux
motifs : un motif ETGE et un motif DLGex. Ce processus de reconnaissance bilatérale entre le
domaine Neh2 de NRF2 et le dimére de KEAP1 est crucial pour assurer une ubiquitination efficace
de NRF2 (Fukutomi et al., 2014; Horie et al. 2021).

Lorsqu'il est exposé au stress oxydatif et électrophile, NRF2 s'amasse dans le noyau sans changer
significativement la position cytoplasmique de KEAPL. Ces stress n'entrainent pas la séparation
du complexe KEAP1-NRF2, mais réduisent considérablement I'activité de la ligase E3 ubiquitine



Synthése bibliographique

liece a KEAPL. Par consequent, la reduction de l'ubiquitination de NRF2 conduit a sa stabilisation
et a son accumulation au sein du noyau. Des recherches quantitatives indiquent qu'en conditions
de base, le niveau de NRF2 est largement inférieur & celui de KEAP1 (figure3). Face a une
stimulation par un inducteur électrophile, la quantité et I'emplacement de KEAP1 demeurent
constants, alors que le niveau nucléaire de NRF2 s'éleve considérablement, surpassant méme celui

de KEAP1(Suzuki et al., 2023).

A Basal Conditions Oxidative / Electrophilic Stress
cuL3 cuL3
BTB BTB BTB BTB
oy KEAP1 &
Ubiquitination <— £ E £ 3 —y  Prevent
DLG ETGE Ubiquitination
NRF2 Kelch- Kelch Keleh Kelch
B KKKKKKK
<&
BTB BTB BTB BTB Under Stress e %
& 3 Basal Conditions ¢ 3 Conditions 0
E— E— | &
2
Kelch
L 7 Kolch Keleh Kelch 7 (3{,
BTB BTB l
£ 1 - Translocate
————> Nucleus
Kelch Kelch
NRF2 degradation KEAP1 Cycle New Synthesized NRF2

Figure 3:Modeles structuraux et dynamiques de I’interaction KEAP1-NRF2 (Chen et al., 2025).

La rupture ou la dérégulation de cet axe moléculaire sous I'effet d'un stress oxydatif prolongé est
au cceur de multiples processus pathologiques. C'est le cas des maladies neurodégénératives telles
que les maladies d'Alzheimer et de Parkinson. L'incapacité de KEAP1 a libérer efficacement NRF2
face a I'accumulation de radicaux libres empéche la survie des neurones (figure 4). Cela aggrave
la toxicité des plaques amyloides et accélere la perte des neurones dopaminergiques (Goel et al.,

2026)
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Figure 4:Effets neuroprotecteurs de 1’activation de NRF2 dans les maladies neurodégénératives
(Brandes & Gray, 2020)

Dans les maladies respiratoires chroniques telles que la broncho-pneumopathie chronique
obstructive et ’emphyseme, les polluants détruisent la balance antioxydante pulmonaire. Une
réponse déficiente de I'axe KEAP1-NRF2 (figure5) empéche la cellule de se réparer, ce qui
pérennise une inflammation tissulaire sévére et la destruction progressive des alvéoles
pulmonaires. De méme dans I’asthme sévere et la fibrose pulmonaire, 1'inflammation chronique
des voies aériennes est exacerbée par la défaillance des enzymes de détoxication normalement
induites par NRF2 (Boutten et al., 2011; Zhang et al., 2024).
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Figure 5:Réle de la voie KEAP1-NRF2 dans les maladies respiratoires (M. Zhang et al., 2024)

Il a également été observé que I'hyperglycémie chronique génére un stress oxydatif massif au
niveau pancréatique et rénal. Si le systeme KEAP1 est altéré, les néphrons ne peuvent plus lutter
contre l'inflammation, ce qui détruit I'unité de filtration rénale et provoque l'insuffisance rénale
(Tanase et al., 2022).

D’autres études ont montré que les radicaux libres entrainent I'oxydation des lipides (LDL) dans
les artéres et que sans la protection antioxydante de cette voie KEAP1-NRF2, les cellules
endothéliales subissent des lésions irréversibles facilitant la formation de plaques d'athérome ce
qui entraine une athérosclérose (Zhu et al., 2025)

D'autre part, dans le domaine de l'oncologie, la voie KEAP1-NRF2 est freqguemment détournée
par les cellules tumorales pour leur propre protection. Des mutations somatiques a perte de
fonction au niveau de KEAPL ou des altérations genétiques de NRF2 provoquent une activation
constitutive et aberrante de cette voie. Cette hyper-activation confere un avantage prolifératif
majeur aux cellules malignes en optimisant leur survie métabolique, en facilitant I'échappement
immunitaire et en induisant une résistance systemique drastique aux chimiothérapies cytotoxiques
ainsi qu'a la radiothérapie (Chen et al., 2024; Tu et al. 2019).
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Figure 6:R0le de la voie KEAP1-NRF2 dans les cellules tumorales (Chen et al., 2024).

Le systeme KEAP1-NRF2 représente donc une cible prometteuse pour des traitements
thérapeutiques dans différentes pathologies associées au stress oxydatif. Effectivement, des
recherches menées sur des animaux ont démontré que I'activation de NRF2, a travers des approches
génétiques et pharmacologiques, contribue a I'amélioration de la prise en charge de plusieurs
maladies (Panda et al., 2022).

La premiere approche clinique pour moduler I'axe KEAP1-NRF2 repose sur l'utilisation de

modificateurs covalents tels que le diméthyl fumarate ou I'omaveloxolone (Cuadrado et al., 2019
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; Fejes et al., 2024). Ces composes ciblent les résidus cystéine critiques de KEAP1 (principalement
la Cys151) par le biais d'un stress électrophile (Fejes et al., 2024 ; Yamamoto et al., 2018). Bien
qu'efficaces et validés par les autorités réglementaires, ces agents électrophiles induisent des
modifications conformationnelles irréversibles ou prolongées (Cuadrado et al., 2019) qui
soulevent des préoccupations majeures quant a leurs effets hors-cible et leur sécurité a long terme
(De Zeeuw et al., 2013 ; Mendes et Green, 2020).

Pour contourner cette toxicité, une part importante de la recherche actuelle se tourne vers des
molécules d'origine naturelle dotées de propriétés pharmacologiques similaires mais plus
biocompatibles. Dans cette perspective, les vertus neuroprotectrices de flavonoides spécifiques
face aux Iésions d'ischémie cérébrale ont été démontrées. Ces métabolites secondaires agissent en
inhibant l'interaction répressive exercée par KEAPL, ce qui permet la translocation nucléaire de
NRF2 et la restauration subséquente de I'noméostasie mitochondriale et redox au sein du
parenchyme cérébral Iésé (Yueniwati et al., 2024). De méme que l'efficacité de la rutine extraite
de matrices végétales pour contrecarrer la toxicité neuronale dans les modeles de la maladie
d'Alzheimer. L'amarrage moléculaire indique que la rutine cible de maniere sélective le domaine
de liaison de KEAP1, empéchant ainsi l'ubiquitination de NRF2 et stimulant I'expression de genes
cytoprotecteurs capables d'atténuer le stress oxydatif et la neuro-inflammation caractéristiques de
la maladie (Saputri et al., 2025). De plus, l'utilisation de polysaccharides bioactifs, a I'instar de
ceux de Galla chinensis, permet de restaurer I'équilibre métabolique et de freiner la fibrose
hépatique par une réactivation ciblée de la signalisation dépendante de NRF2 (Galla et al, 2024).

Afin de remédier au manque de spécificité des inhibiteurs covalents, les stratégies de conception
récentes se focalisent massivement sur le développement d'inhibiteurs directs non covalents de
I'interaction protéine-protéine (PPI) (figure4). Ces molécules bloquent de maniére compétitive et
stérique la poche de liaison Kelch de KEAP1, empéchant la séquestration de NRF2 sans altérer
I'noméostasie redox globale de la cellule (Liu et al., 2022 ; Tseng et al., 2023).
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Figure 7:Les mécanismes moléculaires de la voie KEAP1-NRF2 montrant I’effet des inhibiteurs
directs d’interactions protéine-protéine (ARE, élément de réponse antioxydant ; BTB, domaine
bric-a-brac ; CRL, Cullin RING ligases ; CUL3, cullin 3 ; IVR, région intermédiaire ; KEAPL,
protéine ECH associée de type kelch 1 ; NRF2, facteur nucléaire-érythroide 2 p45 facteur li€a 2 ;
RBX1, protéine RING-box 1; ROS, espéces réactives d’oxygene ; SMAF, petit homogéne
musculoapo-aponevrotique de fibrosarcome ; Ub, ubiquitine) (Crisman et al, 2023)

La cartographie structurale précise de cette interface a permis de concevoir des petites molécules
synthétiques de haute affinité (Ahmed et al., 2025). Grace a des modélisations moléculaires
avanceées et des criblages virtuels a haut débit, les chercheurs ont réussi a identifier de nouveaux
échafaudages moléculaires optimisés pour perturber 1’ancrage des motifs ETGE et DLG de NRF2
au sein du domaine Kelch (Chen et al., 2025 ; Tang et al., 2025). Ces modulateurs PPI offrent une
alternative thérapeutique plus sGre pour la prise en charge des pathologies inflammatoires
chroniques (Gregory et al., 2024) et des dysfonctionnements métaboliques ou respiratoires (Islam
et al., 2026).

L’évolution la plus récente et la plus innovante de 1’arsenal thérapeutique cible la destruction

définitive de la protéine répressive par le biais des technologies PROTAC (Proteolysis Targeting

10



Synthése bibliographique

Chimeras) et des dégradeurs cellulaires (figure8). Contrairement aux inhibiteurs classiques qui
bloquent simplement une fonction, ces molécules bi-fonctionnelles recrutent une ubiquitine ligase
E3 pour marquer et induire la dégradation de KEAP1 par le protéasome, provoquant une libération
massive et prolongée de NRF2 (Azuaga Moreso et al., 2024 ; Song et al., 2023).

Ubiquitination Ub Ub
B Ub Ub

Proteasomal
Degradation

Ub
Proteasomal
Degradation

o'

- -

S T

Figure 8:mécanisme inhibiteur des PROTACS sur la voie KEAP1/NFR2 (BRD4 :
Bromodomain-containing protein 4 ; FAK : Focal Adhesion Kinase ; KEAP1 : Kelch-like ECH-
associated protein 1 ; CRBN : Cereblon ; CUL3 : Cullin 3 ; CRL4A : Cullin-RING Ligase 4A ;

DDBL1 : DNA Damage-specific DNA-binding protein 1 ; RBX1 : RING-box protein 1 ; E2 :
enzyme de conjugaison de l'ubiquitine ; Ub : ubiquitine) (Du et al., 2022)

Les avancées de 2026 marquent un tournant avec le développement de structure moléculaires
hautement complexe, ont conduit a 1’élaboration des PROTACs inédits et des dégradeurs
cellulaires dotés d'une excellente perméabilité membranaire (Heng et al., 2026 ; Teng et al., 2026).
Cette approche de médecine de précision s'avére particulierement efficace pour contrer la mort
cellulaire programmée dépendante du fer, démontrant une efficacité préclinique robuste dans la

protection contre la ferroptose et les Iésions tissulaires aigués (Jiang et al., 2025).

Bien que la recherche d’inhibiteurs non covalents et de PROTACs (tableau 1) représente une
avancée majeure pour éviter les effets toxiques des électrophiles, le développement de nouveaux

médicaments se heurte souvent a des processus de validation longs et incertains. Face a ce défi, le

11
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repositionnement moléculaire d'inhibiteurs covalents déja approuvés ou caractérisés s'impose

comme une stratégie thérapeutique pertinente. En exploitant des profils pharmacocinétiques et de

sécurité déja établis, cette approche permet de contourner les barriéres de la découverte de

médicaments de novo. C’est pourquoi, l'objectif de ce travail est d'évaluer le potenticl de

repositionnement de structures covalentes existantes, afin d'identifier des inhibiteurs de I'axe

KEAP1-NRF2 capables de fournir une réponse thérapeutique rapide, sdre et ciblée contre les

pathologies liées au stress oxydatif.

Tableau 1:quelques inhibiteurs de KEAP1

L’inhibiteur Catégorie | Applications thérapeutiques visées Références
Omaveloxolone | Covalent | Ataxie de Friedreich (Approuvé par la | Fejes et al., 2024
(RTA 408) réversible | FDA), maladies neuromusculaires
Diméthyl Covalent [ Sclérose en plaques (SEP) récurrente- | Zingkou et al.,
fumarate irréversible | rémittente (Approuvé FDA), psoriasis, | 2026
(DMF) neuroprotection.
Bardoxolone Covalent Néphropathie diabétique, insuffisance | Fejes et al., 2024
méthyle réversible | rénale chronique, hypertension artérielle
(CDDO-Me) pulmonaire.
Sulforaphane Covalent Chimioprévention du cancer, autisme, | Magesh et al.,
(Isothiocyanate | naturel maladies cardiovasculaires, | 2012
naturel) bronchopneumopathie chronique
obstructive (BPCO).
K1696 Inhibiteur | Maladies inflammatoires chroniques, | Davis et al.,
direct (PPI [ asthme, BPCO, athérosclérose | 2016
non- (alternative sans toxicité covalente).
covalent)
CPUY192018 | Inhibiteur | Dégénérescence maculaire liée a I'dge | Hui et al., 2020
direct (PPI [ (DMLA), ischémie-reperfusion
non- rétinienne.
covalent)
HomoPROTAC | Dégradeur [ Rhinite allergique, inflammation des | Cho et lee, 2026
KEAP1 de protéine | voies respiratoires supérieures (nouvelle
(PROTAC) | pharmacologie de précision 2025/2026).

12
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1.Matériel
Sur un ordinateur portable Lenovo 80T7 fonctionnant sous Windows 8.1 (64 bits), ont été

effectuées des simulations de docking moléculaire suivies de I'analyse des résultats. Cette machine
est dotée d'un processeur Intel® Celeron® N3060 avec une fréquence de 1,60 GHz et bénéficie de
2 Go de mémoire vive (RAM).

1.1.Logiciels

1.1.1.UCSF Chimera
UCSF ChimeraX est un logiciel sophistiqué de modélisation moléculaire facilitant la construction,

I'analyse et le perfectionnement de modeles atomiques, en particulier a partir de données issues de
la microscopie électronique a haute résolution. 1l utilise des outils tels que l'intelligence artificielle,
I'ajustement basé sur la vraisemblance et I'analyse structurale par résidu, ce qui simplifie I'examen
des mutations, des modifications post-traductionnelles et des interactions moléculaires (Meng et
al., 2023).

Il est disponible gratuitement via : https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax

1.1.2.AutoDock Vina
AutoDock Vina, un programme open source de docking moléculaire, est largement employé dans

le domaine de la découverte de médicaments assistée par ordinateur. Il utilise une fonction de
scoring énergétique et d'algorithmes d'optimisation avancés. Par sa vitesse et sa précision, il est
devenu I'un des instruments les plus utilisés dans les recherches de criblage virtuel et de conception

de médicaments fondée sur la structure(Sarkar et al., 2024).

1.1.3.Dock Prep
Dock Prep est un outil intégré dans UCSF Chimera permettant de préparer efficacement les structures

protéiques pour le Docking moléculaire. Il regroupe plusieurs étapes essentielles telles que la suppression
des molécules d’eau et des ions non complexés, la réparation des chaines latérales incomplétes, 1’ajout
d’hydrogenes, I’attribution de charges partielles, ainsi que la standardisation de certains résidus non
conventionnels. L’utilisateur peut également choisir différentes bibliotheques de rotameéres pour
reconstruire les chaines manquantes. Bien que Dock Prep n’¢élimine pas automatiquement les ligands ou
sous-unités supplémentaires, il propose une interface conviviale pour configurer ces préparations. (UCSF

Resource for Biocomputing, 2022)
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1.1.4.BIOVIA Discovery Studio Visualizer

Le logiciel BIOVIA Discovery Studio, performant et dédié a la visualisation et a I'analyse des
résultats du docking moléculaire, se distingue par son efficacité.Son interface conviviale permet
une personnalisation facile des graphiques et animations, rendant ainsi la création de figures
scientifiques de haute précision, prétes a étre présentées ou publiées, beaucoup plus simple
(Baroroh, S.Si., M.Biotek. et al., 2023).

Il est disponible gratuitement wvia: https://www.3ds.com/products/biovia/discovery-

studio/visualization

1.2.Banques de données

1.2.1.PDB (Protein Data Bank)

Le Protein Data Bank (PDB) est une base de données numériques en libre acces qui centralise plus
de 230000 structures tridimensionnelles validées de macromolécules biologiques, issues de
techniques avancées telles que la cristallographie, la RMN et la cryo-microscopie. Elle constitue
une ressource fondamentale pour la recherche en biologie structurale, ayant notamment permis des
avancées majeures en prédiction de structures protéiques (Burley et al., 2025).

Il est possible de consulter la Protéine Data Bank en suivant ce lien : https://www.rcsb.org/

1.2.2.Pubchem

PubChem, est une base de données publique vaste et fiable, mettant a disposition une multitude
d'informations sur les structures chimiques, la bioactivité et les propriétés informatiques de
millions de composeés (Yuneka Saristiana et al., 2025).

Il est possible de consulter pubchem en suivant ce lien : https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

2.Méthodes

2.1.Préparation des protéines cibles

Le criblage virtuel ciblant la protéine Keapl a été réalisé en utilisant deux structures
tridimensionnelles distinctes (figure 9) issues de la Protein Data Bank (PDB) : 5SFNU et 8PKW.
Le choix de ces modeéles se justifie par la haute résolution de leurs données de diffraction aux
rayons X, garantissant une précision géométrique optimale des résidus du site actif. De plus, ces
deux structures cristallines représentent le domaine Kelch de Keapl co-cristallisé avec des
inhibiteurs de forte affinité. L'inclusion de ces deux conformations complémentaires (5FNU et

8PKW) permet de prendre en compte la flexibilité conformationnelle de la poche de liaison,

15


https://www.3ds.com/products/biovia/discovery-%20studio/visualization
https://www.3ds.com/products/biovia/discovery-%20studio/visualization
https://www.rcsb.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Matériel et méthodes

minimisant ainsi le taux de faux positifs lors du screening moléculaire. Si une molécule est bien
amarrée dans les deux configurations, son potentiel d'inhibition in vitro est statistiquement
beaucoup plus éleve.

Les fichiers PDB correspondants aux structures tridimensionnelles des deux cibles ont été importés
dans le logiciel UCSF Chimera pour la préparation des récepteurs. Ensuite ces structures ont été
préparées a I’aide du logiciel UCSF Chimera, en appliquant les protocoles standardisés pour la

préparation des cibles dans les simulations de Docking moléculaire.

Figure 9:Structures tridimensionnelles descibles keapl (A: 5FNU et B : 8PKW)

KEAPI 5FNU est une protéine de 33.95 kDa, composée d’une seule chaine polypeptidique, et sa
structure a été déterminée par diffraction des rayons X avec une résolution de 1.78 A.

En comparaison, KEAP1 8PKW est plus volumineuse, avec un poids moléculaire de 71.31 kDa,
et posséde deux chaines polypeptidiques, ce qui peut introduire une complexité supplémentaire
dans I’analyse des interactions ligand-récepteur. Sa structure cristallographique a été déterminée

avec une résolution de 1.54A. (Tableau 2)
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Tableau 2 :Les données PDB des proteines cibles.
Protéine ID PDB Le poids total (KDa) | Résolution Méthodes
(A°)
KEAP1 5FNU 33.95 1.78 A X-ray diffraction
KEAP1 8PKW 71.31 1.54 A X-ray diffraction

Les structures cristallographiques initiales des récepteurs contiennent des composants non

essentiels pour I'examen du site actif. Ces éléments doivent étre éliminés pour empécher toute

interférence avec les simulations de docking moléculaire. Pour cela nous avons procédé comme

suit :

- Déterminer les ligands co-cristallisés associés a la structure de 5SFNU et de 8PKW pour

localiser le site actif de la protéine cible ensuite les retirer.

- Eliminer les molécules d'eau, susceptibles de troubler I'orientation ou la fixation des

ligands examinés dans le site actif.

- Incorporer les atomes d'hydrogeéne, indispensables pour modéliser fidelement les

interactions intermoléculaires.

- Attribuer des charges partielles a la protéine.

Les structures des protéines préparées (Figure 10) sont enregistrées en format pdb.
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Figure 10:Structure 3D des récepteurs préparée par Chimera

2.2.Choix et Préparation des ligands
L'objectif de ce travail est d'évaluer le potentiel de repositionnement de molécules approuvées par

la Food drug administartion (FDA) et la European Medicines Agency (EMA) pour d'autres

indications, possédant des propriétés structurales compatibles avec KEAP1, mais qui n'ont jamais

fait lI'objet d'études d'amarrage moléculaire ou de validation expérimentale directe sur l'axe

KEAP1/NRF2. Nous avons choisi 11 molécules utilisées dans le traitement de diverses pathologies

(tableau 3)
Tableau 3:Les ligands sélectionnés pour le repositionnement

Ligands Classe pharmacologique d’origine | Références

Fimasartan Antihypertenseur (Chi et al., 2011; Paik et al., 2017,
(tralt_ement _ des maladies Ryu et al., 2013)
cardivasculaires)

Trelagliptine Antidiabétique (Dutta et al., 2022; Inagaki et al.,
(inhibiteur —de la  dipeptidyl | 5 5. Njishimura et al., 2019)
peptidase-4)

Methotrexate Immunosuppresseur (Fadhlaoui et al., 2013; Jurgens et

al., 2013; Scocchera et al., 2016;
Senn et al., 1997)
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Elagolix Antagoniste hormonal (Barseghyan et al., 2023; Beck et
al., 2022; Miller et al., 2024; X.
Zhang et al., 2024)

Rizatriptan Antimigraineux (Staab et al., 2025)

Topiramate Antimigraineux (Arif et al., 2026; Gerardi et al.,
2026; Holmes & Hernandez-Diaz,
2012; Sofuoglu et al., 2006)

Ledipasvir Antiviral (VHC) (Alayidh et al., 2026; Colombo,
2015; Suda et al., 2017)

Sultiame Anticonvulsivant (Dodrill, 1975; Siniatchkin et al.,

2006)

Bépotastine

Antihistaminique

(Jeon et al., 2023; Sruthi et al.,
2020; Takahashi et al., 2004)

Sorafenib Inhibiteur multikinase (traitement | (Jia et al., 2021; Su et al., 2025)
des adénocarcinomes)
Lenvatinib Inhibiteur multikinase (traitement | (Abza et al., 2025; Hahn et al.,

des adénocarcinomes)

2026; Tohyama et al., 2014)

Les structures tridimensionnelles des ligands sélectionnés (tableau 4) et des ligands co-cristallisés (tableau

5) ont été téléchargées a partir de la base de données PubChem format SDF

Tableau 4:La structure 3D des inhibiteurs sélectionnés (PubChem)

Ligands

Code CID Structure 3D

Fimasartan

9870652
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Trelagliptine 15983988
Methotrexate 126941
Elagolix 11250647
Rizatriptan 5078
Topiramate 5284627
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Ledipasvir 67505836
Sultiame 5356
Bépotastine 164522
Sorafenib 216239
Lenvatinib 9823820

Tableau 5:Structures 3D des ligands co-cristallisées avec les protéines cibles (PubChem)

Ligands co-cristallisées

Code CID

Structure 3D
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(3S)-3-(7-méthoxy-1-méthyl-1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-5-yl)-3-(4-
méthyl-3-(((R)-4-méthyl-1,1-dioxydo-
3,4-dihydro-2H-
benzo[b][1,4,5]oxathiazepine-2-
yl)méthyl)phényl)acide  propanoique
(Lel)

Co-cristallisé avec 5FNU

118170767

2-méthylphényl methanol (ZK2)
Co-cristallisé avec 8PKW

181695

2.3. Docking moléculaire

Le logiciel UCSF Chimera a été utilisé pour effectuer I’amarrage moléculaire entre 11 composés

et les protéines cibles KEAP1 (5FNU et 8PKW). Cette procédure vise a générer une série de

complexes représentant les meilleures affinités et conformations de liaison entre les ligands et la

protéine cible.

Les ligands sélectionnés ont été ouverts dans Chimera puis soumis a ’amarrage moléculaire via

I’outil AutoDock Vina qui est intégré a Chimera (Tools — Surface/Binding Analysis — AutoDock

Vina). Apres avoir sélectionné le récepteur et le ligand, et défini I’emplacement de sauvegarde des

résultats, une boite de recherche (Grid Box) a été créée et ajustée afin d’englober le site actif de la

protéine.
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Tableau 6:La boite Grid box des protéines

Center Dimensions (Angstrom)
Récepteurs X Y Z X Y Z
SFNU 13.92 | 64.47 28.40 20 20 20
8PKW -47.70 | 28.11 67.76 20 20 20

Suite a I'exécution du calcul, les conformations qui ont affiché les énergies de liaison les plus

optimales ont été sélectionnées. Les résultats ont été consignés en fichiers PDBQT.

2.4. Analyse et visualisation sur Discovery studio Visualiser

Les interactions entre le ligand et la protéine cible ont été étudiées a l'aide des résultats de
I'amarrage moléculaire. L'étude des acides aminés qui participent au site de liaison du ligand, les
liaisons hydrogéne et autres interactions ont été réalisées en utilisant le logiciel Discovery Studio
Visualizer. Cela permet de vérifier si les ligands simulés par AutoDock sont adéquatement orientés
dans le site actif de la protéine de destination. On a déterminé et catégorisé les diverses sortes
d'interactions, y compris les liaisons hydrogéne, les interactions hydrophobes et les interactions
électrostatiques. Cette étude facilite la compréhension des processus d'attachement des ligands et
I'admissibilité des scores déterminés par Docking, en soulignant les résidus essentiels qui

participent a la stabilisation des complexes formes.
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Résultats et discussion

Dans ce présent travail nous avons évalué le potentiel de repositionnement de médicaments utilisés
en thérapeutique et analyser les interactions moléculaires entre la protéine KEAP1 et ces molécules
par ’amarrage moléculaire a I’aide du logiciel Autodock Vina sous Chimera. Ensuite, une analyse

visuelle des composés étudiés est réalisée a 1’aide de Discovery.

1.Docking moléculaire
Les résultats du docking moléculaire obtenus pour les onze composées étudiés vis-vis des protéines

cibles 5FNU et 8PKW sont présentes dans les tableaux 7et 8. Les valeurs des énergies libres de
liaison indiquent des affinités variables selon les ligands testés. Plus les valeurs des AG sont faibles
plus I’interaction et la stabilité entre complexe protéine-ligand est élevée.

L'analyse du docking moléculaire effectuée sur la protéine cible 5FNU (tableau 7) montre que le
Sorafenib présente la plus forte affinité avec une énergie libre de liaison (AG) de -9.7 kcal/mol,
suggérant une interaction particulierement favorable avec le site actif de la protéine. Le Lenvatinib
et le Methotrexate suivent avec des valeurs respectives de -9.5 et -9.4 kcal/mol, traduisant
également une forte affinité de liaison avec la cible étudiée.

Le Elagolix a présenté une affinité modérée avec une valeur de AG de -9,0 kcal/mol. Tandis que
Trelagliptin, le Bepotastine, la Fimasartan et le Topiramate, ont affiché des énergies libres de
liaison comprises entre -8,5 a -7,6 kcal/mol. Ces résultats indiquent des interactions favorables,
mais moins marguées que celle observées pour les premiers composes.

En ravenche, le Rizatriptan et le Sultiame ont enregistré des énergies libres de liaison proches de
-7.1 et -6.8 kcal/mol respectivement, suivis par le ledipasvir (-4,6 kcal/mol), témoignant d'une
affinité de liaison assez réduite envers la cible 5FNU, comparativement aux autres ligands étudiés.

Tableau 7:Résultats de docking moléculaire pour les ligands testés avec la protéine cible 5FNU

Ligands AG (kcal/mol)
L6I (co-cristallisé avec 5FNU) -12.2

ZK2 (co-cristallisé avec 8PKW) -4.6

Sorafenib -9.7
Lenvatinib -9.5
Methotrexate -9.4

Elagolix -9.0
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Trelagliptine -8.5
Bepotastine -8.2
Fimasartan -8.1
Topiramate -7.6
Rizatriptan -7.1
Sultiame -6.8
Ledipasvir -4.6

Les résultats de I’amarrage moléculaire effectué sur la protéine cible SPKW (tableau 08) indique
des disparités significatives au niveau des affinités de liaison pour les ligands examinés. Parmi
I’ensemble des composées testés le Methotrexate montre la plus forte énergie de liaison avec une
valeur de AG de -6.7 kcal/mol, suggérant une interaction favorable avec le site actif de la protéine,
suivi le Sorafenib et le Lenvatinib avec une valeur identique de AG (de -6.3 kcal/mol), traduisant
également une bonne affinité pour la cible étudiée.

Le Trelagliptine et I’Elagolix ont présenté une affinité modérée envers la cible, avec des valeurs
de -6.1 et -5.8 kcal/mol respectivement. Bépotastine (-5,7 kcal/mol) et Fimasartan (-5.6 kcal/mol)
ont affiché des énergies libres de liaison proches, tandis que Topiramate, Rizatriptan et Sultiame
ont présenté des valeurs de AG égales a -5.1 kcal/mol. En revanche, le Ledipasvir a enregistré la
valeur de AG la moins favorable de -3.4 kcal/mol. Ces résultats suggerent une affinité plus faible

de ces composées vis-vis la cible 8PKW comparativement aux autres inhibiteurs étudiés.

Tableau 8:Résultats de docking moléculaire pour les ligands testés avec la protéine cible SPKW

Ligands AG (kcal/mol)
Zk2 (co-cristallisé avec 5FNU) -4.1
L61 (co-cristallisé avec 8PKW) -7.1
Methotrexate -6.7
Sorafenib -6.3
Lenvatinib -6.3
Trelagliptine -6.1
Elagolix -5.8
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Bépotastine -5.7
Fimasartan -5.6
Topiramate -5.1
Rizatriptan -5.1
Sultiame -5.1
Ledipasvir -3.4

2.Interactions moléculaires

2.1.Interactions moléculaires avec la protéine cible 5FNU

2.1.1.Interaction avec L6l

Le ligand L61 a présenté une forte affinité envers la protéine 5FNU, avec une énergie de liaison

AG de -12.2 kcal/mol, relativement supérieur a celle observée avec les inhibiteurs étudiés. La

visualisation 3D a montré que L6l se loge favorablement au sien de la poche de liaison de la

protéine cible, induisant 1’établissement d’un réseau d’interactions moléculaires & traves des

résidus d’acides aminés. Ces interactions confirment une complémentarité importante entre le

ligand L6 et le site de liaison de la protéine 5FNU (figure 11). Il forme :

liaisons hydrogénes avec Ser A :508, Ser A :363, Gly A :364, GIn A :530

liaison de type Pi-Pi Stacked avec Tyr A :525, Tyr A :334

liaison carbone hydrogene avec la Gly A :603

liaisons hydrophobes de type Alkyl sont formées par Arg A :415, Tyr A :525 et Ala A :556
liaisons hydrogénes de type Pi-anion avec Arg A :415, Arg A :483 et Phe A : 478
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Figure 11:Représentation d’interaction entre 1’inhibiteur L6I et le site actif de la protéine SFNU

2.1.2.Interaction avec ZK2

Le ligand ZK2 a présenté une faible affinité envers la protéine cible 5FNU, avec une énergie libre

de liaison AG de -4.6 Kcal/mol. L’analyse des interactions visuelle réalisée a 1’aide du logiciel

BIOVIA DSV a révélé que le ligand adopte une orientation permettent 1’établissement des

interactions impliquant des résidus d’acides aminées (figure 12), & savoir :

e Interaction pi-sigma avec le résidu Tyr A :334

e Interaction pi-pi stacked avec le résidu Tyr A :334
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TYR
A:334

Interactions

Pi-Sigia Pi-Pi Stacked

Figure 12:Représentation d’interaction
entre I’inhibiteur ZK2 et le site actif de la
protéine 5FNU

2.1.3.Interaction avec Sorafenib

Le composé Sorafenib a présenté une forte affinité envers la protéine cible 5FNU, avec une énergie

libre de liaison AG de -9.7Kcal/mol. L’analyse des interactions visuelle réalisée a I’aide du logiciel

BIOVIA DSV a révélé que le ligand est correctement positionné au sien de site actif de cette

protéine cible, ou il est stabilisé¢ par de multiples interactions impliquant des résidus d’acides

aminées (figure 13), a savoir :

des liaisons hydrogeéne sont formées avec les résidus lle A :416, Asn A :382 et Arg A :380
Des liaisons carbone hydrogéne établit avec Ala A :366 et Ala A : 556

Des liaisons de type Pi-Alkyl et Alkyl impliquant Arg A :415 et Ala A : 556 ,Ala A :366
liaison de type Pi-Pi Stacked pour Tyr A :334

Deux liaisons électrostatiques de type Halogene sont formés pour Leu A :365 et Val A :604
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Figure 13:Représentation d’interaction entre Sorafenib et le site actif de la protiene SFNU

2.1.4.Interaction avec Lenvatinib
Lenvatinib présente une affinité élevée vis-vis la protéine 5FNU avec un score de liaison égale -
9.5 Kcal/mol. L’analyse de complexe protéine-ligand réalisée a 1’aide de BIOVIA DSV a révélé
un positionnement favorable du ligand au niveau de site actif de la protéine cible, stabilisé par de
nombreuses interactions moléculaires impliquant des résidus d’acides aminés (figurel4),
notamment :

e Cing liaisons de type alkyl et Pi-alkyl pour les résidus Arg A :415, Ala A :556 ,Tyr A :572,

Phe A : 577 et Ala A :366

e Une liaison carbone hydrogene formée par le résidu Gly A :603
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Des liaisons hydrogénes sont formées par le résidu Leu A :557

ASTT LEU

ALA
ALA 45 A366

YR
AS572 ARG
AdIS

Interactions
Conventional Hydrogen Bond Alkyl
Carbon Hydrogen Bond Pi-Alkyl

Figure 14:Représentation d’interaction entre Lenvatinib et le site actif de la protéine SENU

2.1.5.Interaction avec Methotrexate

Le Methotrexate a démontré une affinité élevée envers la protéine 5SFNU avec un score de liaison

égale -9.4 Kcal/mol. La visualisation 3D a indiqué que le Methotrexate se loge favorablement dans

le site actif de la protéine cible, stabilisé par des acides aminés (figure 15). Il établit :

Six liaisons hydrogénes avec les résidus Arg A : 483, Ser A :508, Ser A : 555, Val A :512,
Val A :604 et Leu A :365

Trois interactions de types Pi-alkyl avec les résidus Ala A :556 et Ala A : 366 et Arg A:415

Une liaison de carbone hydrogéne avec Arg A : 415

Liaison unfavorable donor-donor avec le résidu Arg A:483,ser A :508,ser
A :555,ArgA 415
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Figure 15:Représentation d’interaction entre Methotrexate et le site actif de la protéine SFNU

2.1.6.Interaction avec Elagolix
L’Elagolix a démontré une affinité notable envers la protéine 5FNU avec une énergie libre de
liaison de -9.0 Kcal/mol. Une visualisation 3D du complexe formé a monté que le ligand occupe
favorablement la poche de liaison de la protéine cible et établit un réseau d’interactions avec des
acides aminés (figure 16). Il s’agit :
e Des liaisons de type carbone hydrogéne sont formées avec Ala A :556, Gly A : 509, Val
A :463etGly A : 462
e Des liaisons hydrogéne établit avec les résidus Arg A : 415, Arg A : 483 et Ser A : 602
e Des liaisons de type Pi-Pi Stacked pour Tyr A : 525 et Tyr A : 334
e des liaisons de type Pi-alkyl formées avec Ala A :556, Arg A : 415, Tyr A: 334 et Phe
A :557
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Figure 16:Représentation d’interaction entre Elagolix et le site actif de la protéine SFNU
2.1.7.Interaction avec Trelagliptine

Trelagliptine affiche une énergie libre de liaison de -8.5 Kcal/mol, traduisant une affinité
légerement inférieure avec la protéine SFNU. L’analyse tridimensionnelle du complexe protéine-
ligand a révélé une insertion favorable de ligand au sien de la poche de liaison de la protéine cible.

La stabilisation de complexe obtenue repose sur des interactions impliquant des acides aminés
(figure 17). Il forme :

e Liaison Hydrogéene avec Ser A :508
e Des liaisons de type carbone hydrogéne avec Gly A : 603, Gly A :462, Gly A : 364
e Des liaisons de type Pi-alkyl avec Ala A :556 et Arg A :415
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Figure 17:Représentation d’interaction entre Trelagliptine et le site actif de la protéine SFNU
2.1.8.Interaction avec Bepotastine
Bepotastine présente une énergie libre de liaison de -8.2 Kcal/mol vis-vis la cible 5FNU, traduisant
une affinité de liaison fiable par apport aux composés précédents. La visualisation
tridimensionnelle de Bepotastine avec la cible 5FNU a montré que le ligand occupe favorablement
la poche de liaison de la protéine, ou elle maintenu par multiples interactions moléculaires
impliquant des résidus d’acide aminées (figure 18) :

e Des liaisons de type Pi-alkyl formées par Ala A :556, Tyr A :334 et Arg A :415

e Des interactions hydrogéne établit avec Val A :463, Val A : 512 et Ala A ;510

e Des liaisons de type carbone hydrogénes avec Val A : 604, lle A :416 et Leu A :557
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Figure 18:Représentation d’interaction entre Bepotastine et le site actif de la protéine 5SFNU

2.1.9.Interaction avec le Fimasartan

Fimasartan affiche une énergie libre de liaison de -8.1 Kcal/mol, avec une affinité modérée envers

la protéine cible. L’analyse visuelle 3D de complexe Fimasartan-protéine 5SFNU a révélé un

ancrage favorable du ligand au sien de site actif de la protéine. La stabilité du complexé formé est

assurée par des interactions moléculaires établit des acides amineés (figure 19) dont :

o liaisons de type Pi-alkyl formées par Tyr A : 334

e Des interactions de type Pi-Pi T-Stacked et pi-pi shaped avec Tyr A :334, tyr A :525,tyr

A 572
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Figure 19:Représentation d’interaction Fimasartan entre et le site actif de la protéine SFNU
2.1.10.Interaction avec le Topiramate
Topiramate présente une énergie libre de liaison de -7.6 Kcal/mol vis-vis la cible 5SFNU, reflétant
une affinité relativement faible. L’examen tridimensionnelle de complexe étudié a révélé que le
ligand s’insere dans le site catalytique de fagon périphérique, ou elle établit des interactions
moléculaires impliquant des résidus d’acide aminées (figure 20) :

e liaisons hydrogénes avec Ser A :602 et Ser A :508

e liaison de type carbone hydrogenes avec Gyl A :509

e Des interactions Pi-sigma avec Tyr A :334 et Tyr A :525

e Des interactions unfavorable acceptor-acceptor avec les résidus ser A :555 tyr A :334,tyr

A :525ser A :508,gly A :509
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Figure 20:Représentation d’interaction Topiramate entre et le site actif de la protéine SFNU

2.1.11.Interaction avec le Rizatriptan
Rizatriptan présente une énergie libre de liaison de -7.1 Kcal/mol vis-vis la cible 5FNU, traduisant
une affinité plus faible par rapport aux autres composées étudies. L’analyse visuelle de complexe
protéine-ligand avec la poche de liaison de la cible a montré que le ligand interagit de maniere
moins favorable que les autres composés, ce qui explique la moindre stabilité de complexe formé.
Ces interactions impliquent des résidus d’acide aminées (figure 21), dont :

e Des liaisons de type Pi-alkyl étabil par Arg A :415, Ala A :556

e Des interactions de types carbone hydrogene et Pi-Donor hydrogene formées avec

SerA :363 et Gly A :364 et Leu A :365
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Figure 21:Représentation d’interaction Rizatriptan entre et le site actif de la protéine 5SFNU
2.1.12.Interaction avec le Sultiame
Sultiame a enregistré une énergie libre de liaison de -6.8 Kcal/mol pour la protéine SFNU,
correspondant a 1’'une des affinités les plus faibles observées parmi les ligands étudiés. L’analyse
tridimensionnelle de complexe ligand- protéine a montré une occupation partielle de site actif de
la protéine cible. Seuls quatre résidus d’acides aminés sont impliqués dans la formation de ce
complexe, suggérant une stabilité plus limitée comparativement aux autres composes testés (figure
22). 1l s’agit de :

e Cinq liaisons hydrogénes formées avec Arg A :415, Asn A : 382, Asn A : 414

e Deux liaisons de type Pi-alkyl établit avec Ala A :556 et Arg A :415

e Une liaison de type carbone hydrogéne formé avec Arg A :415 et Ala A :556
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Figure 22:Représentation d’interaction Sultiame entre et le site actif de la protéine SFNU

2.1.13.Interaction avec le Ledipasvir
Ledipasvir s’affiche une affinité la plus faible et le moins interessant comme ligand envers avec la
protéine S5FNU avec une énergie libre de liaison de -4.6 Kcal/mol. La visualisation
tridimensionnelle de complexe ligand- protéine a révélé un ancrage relativement partiel au sien de
la poche de liaison de la protiene(figure23). Traduisant une faible complémentarite moléculaire
avec le site de liaison impliquant quatre résidus d’acides aminés. Il établit :

e interactions de type Pi-alkyl avec Ala A :556 et Arg A : 415

e Une seule liaison hydrogéne avec lle A :559

e liaison de type carbone hydrogéne avec Gly A : 558
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Figure 23:Représentation d’interaction Ledipasvir entre et le site actif de la protéine SFNU

L’analyse des interactions moléculaires établies entre les ligands étudies et la protéine cible 5SFNU
du domaine Keapl-Kelch (tableau 09), met en évidence une diversité de modes d’interactions au
sein du site de liaison, les liaisons hydrogeénes et de types carbone-hydrogeénes et des liaisons van
der waals constituent les interactions les plus fréguemment observés et jouent un réle déterminant
dans 1’association moléculaire ainsi que dans la stabilisation dans le complexe protéine-ligand. En
complément, plusieurs composés développent des interactions hydrophobes de type alkyl et Pi-
alkyl, contribuant au renforcement de I’affinité de liaison par une meilleure complémentarité de la
poche enzymatique. Certains ligands présentent des interactions plus spécifiques, notamment des
interactions électrostatiques, susceptible d’accroitre la stabilité et la sélectivité de leur fixation.
L’ensemble de ces approches indiquent des profils d’interaction distincts selon les composés

étudiés.
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Tableau 9:Résultats d’interactions des ligands étudiés avec le site actif de la protéine 5SFNU

Ligand Types d’interactions Acides aminés
L6l Liaison hydrogene Ser A :508
Ser A :363
Gly A :364
GlIn A :530
Liaison pi-pi stacked Tyr A :525
Tyr A :334
Liaison carbone hydrogéne Gly A :603
Liaison alkyl Arg A :415
Tyr A :525
Ala A :556
Liaison hydrogéne pi-anion Arg A :415
Arg A :483
Phe A :478
ZK2 Liaison pi-sigma Tyr A:334
Liaison pi-pi stacked Tyr A:334
Sorafenib Liaison hydrogene lle A:416
Asn A :382
Arg A :380
Liaison carbone hydrogéne Ala A :366
Ala A : 556
Liaison de type Alkyl et pi- | Arg A :415
alkyl Ala A : 556
Ala A :366
Liaison de type Pi-Pi Stacked | Tyr A :334
Liaison Halogene Leu A :365
Val A :604
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Lenvatinib

Liaison de type alkyl et Pi-
alkyl

Arg A :415
Ala A :556
Tyr A :572
Phe A : 577
Ala A :366

Liaison carbone hydrogéne

Gly A 603

Liaison hydrogene

Leu A :557

Methotrexate

Liaison hydrogene

Arg A : 483
Ser A :508
Ser A : 555
Val A :512
Val A :604
Leu A :365

Liaison de type Pi-alkyl

Ala A :556
Ala A : 366
Arg A :415

Liaison de carbone hydrogéne

Arg A : 415

Liaison unfavorable donor-

donor

Arg A :483
Ser A :508
Ser A :555
Arg A 1415

Elagolix

Liaison carbone hydrogéne

Ala A :556
Gly A: 509
Val A: 463
Gly A : 462

Liaison hydrogene

Arg A: 415
Arg A: 483
Ser A: 602

Liaison de type Pi-Pi Stacked

Tyr A :525
Tyr A:334

42



Résultats et discussion

Liaison de type Pi-alkyl Ala A :556
Arg A: 415
Tyr A: 334
Phe A :557
Trelagliptine Liaison Hydrogéne Ser A :508
Liaison carbone hydrogéne Gly A: 603
Gly A :462
Gly A: 364
Liaison de type Pi-alkyl Ala A :556
Arg A :415
Bepotastine Liaison de type Pi-alkyl Ala A :556
Tyr A :334
Arg A 1415
Liaison hydrogene Val A :463
Val A : 512
Ala A ;510
Liaison carbone hydrogénes | Val A : 604
lle A :416
Leu A :557
Fimasartan Liaison de type Pi-Pi alkyl Tyr A: 334
Liaison type Pi-Pi T-Stacked | Tyr A :334
et pi-pi shaped Tyr A :525
Tyr A :572
Topiramate Liaison hydrogene Ser A :602
Ser A :508
Liaison carbone hydrogéne Gyl A :509
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Liaison de type Pi-sigma Tyr A :334
Tyr A :525
Interactions unfavorable | Ser A :555
acceptor-acceptor Tyr A :334
Tyr A :525
Ser A :508
Gly A :509
Rizatriptan Liaison de type Pi-alkyl Arg A :415
Ala A :556
Liaison carbone hydrogene et | Ser A :363
pi-donor hydrogene Gly A :364
Leu A :365
Sultiame Liaison hydrogéne Arg A :415
Asn A: 382
Asn A: 414
Liaison de type Pi-alkyl Ala A :556
Arg A 1415
Liaison carbone hydrogéne Arg A :415
Ala A :556
Ledipasvir Liaison de type Pi-alkyl Ala A :556
Arg A : 415
Liaison hydrogene lle A :559
Liaison carbone hydrogéne Gly A : 558
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2.2.Interactions moléculaires avec la protéine cible SPKW

2.2.1. Interaction avec ZK2
Le ligand ZK2 a affiché une énergie libre de liaison de -4.1 kcal/mol, relativement inférieur a celle

du dix inhibiteurs précédemment étudiés vis-vis la protéine 8PKW, traduisant leur faible affinité
par apports aux autres ligands testés. L’analyse visuelle du complexe formé a indiqué une insertion
moins stable de ligand ZK2 avec le site de liaison de la protéine cible, ou il est maintenu par des
interactions moléculaires a travers des résidus d’acides aminés (figure 24). Il s’agit :
e Des liaisons de Van Der Waals sont formées avec Glu P :7, Thr P :5, Tyr B :572 et Tyr
B :334
e Une liaison hydrophobe de type Pi-Alkyl et pi-pi T-shaped avec Cys P :8 ,phe B :577

TYR
B:572

Pi-alkyl

Figure 24:Représentation d’interaction entre ligand ZK2 et le site actif de la protéine 8PKW

2.2.2.Interaction avec L6l
Le ligand co cristallisé a affiché une affinité intérésente pour la protéine 8PKW, avec une
énergie de liaison AG de -7.1 kcal/mol. L’analyse structurelle réalisée par BIOVIA DSV a
indiqué une insertion favorable au sien de la poche catalytique de la protéine, favorisant
I’établissement d’un réseau étendu d’interactions moléculaires implique des résidus d’acides
aminés.(figure 25). Il forme :

e Des interactions de van der waals avec les résidus Glu P :7 ,Tyr B :334,His B :575 ,Thr
P :5,gly B :574
e Interaction salt bridge avec le résidu arg B :336

e Interaction hydrogéne avec le résidu arg p :0
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e Interaction carbone hydrogéne avec le résidu tyr B :572
e Interaction pi-sulfur avec le résidu cys p :8

e Interaction pi-pi stacked avec le résidu phe B :577

o des interactions alkyl et pi-alkyl avec les résidus B :336,cys p :8,cys p :1

= PHE
el B:577

Figure 25:Représentation d’interaction entre
ligand L6 et le site actif de la protéine 8PKW

2.2.3.Interaction avec le Methotrexate

N

NS

HIS
B:575

TYR
9 GLY
Ri8Z2 B:574

Methotrexate a affiché la plus forte affinité pour la protéine 8PKW, avec une énergie de liaison

AG de -6.7 kcal/mol. L’analyse structurelle réalisée par BIOVIA DSV

a indiqué une insertion

favorable au sien de la poche catalytique de la protéine, favorisant 1’établissement d’un réseau

étendu d’interactions moléculaires implique des résidus d’acides aminés. Ces interactions

suggerent d’une complémentarité importante entre le Methotrexate et le site de liaison de la

protéine 8PKW (figure 26). 1l forme :

e Des interactions de van der waals avec Pro P :3, Glu P :7, Arg P :0, Pro B :384, Ser B :383,

Tyr B :334, GIn B : 337, Ser B :338, His B :575 et Thr P :5
e Des interactions Pi-Alkyl avec Arg B :336, Cys P :8, GluP :7
e Des liaisons hydrogénes avec Asp P :2, Tyr B :572 et Asn B :382
e Deux laisions de type Pi-Pi T-shaped avec Phe B :557

e Deux liaisons Pi-sulfur avec Cys P :8 et Cys P :1
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HIS
SER
BI575 8338

ASN
m B:3s2
GLN
B:572 "
THR B:337
SER
B:383

&
5
Ao

TYR
P2 o B334 —0

PRO
Bi384

Interactions
van der Waals Pi-Pi T-shaped
Conventional Hydrogen Bond Pi-Alkyl
PiSufur

Figure 26 :Représentation d’interaction entre Methotrexate et le site actif de la protéine SPKW

2.2.4.Interaction avec le Sorafenib
Sorafenib a présenté une forte affinité envers la protéine 8PKW, avec une énergie de liaison AG

de -6.3 kcal/mol. L’étude structurelle tridimensionnelle indique une bonne adaptation du ligand a
la géométrie de la poche de liaison de la protéine, ou il stabilise par 1’établissement des interactions
moléculaires impliquant des résidus d’acide aminés (figure 27), dont :

e liaisons hydrogéne sont formées avec Tyr B :572 et Arg B :336

e liaisons de type Pi-alkyl avec Trp P :-1 et Cys P :1

e liaison de type Pi-Pi T-shaped avec Phe B :557

e Des interactions Pi-sulfure avec Cys P :8 et Cys P :1

e Liaison pi-cation avec le résidu Arg B :336

e Des interactions de van der waals avec Arg P :0, Gly B :574, Phe B :334 et Tyr B : 575

GLY THR
gy B:576

PHE
PHE B335
B:577

v

ARG
B:336

TVR
BiS72

Pi-Sulfur
PirPi T-shaped
Pi-Alkyl

Figure 27:Représentation d’interaction entre Sorafenib et le site actif de la protéine SPKW
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2.2.5.Interaction avec le Lenvatinib
Lenvatinib a affiché une énergie libre de liaison de -6.3 kcal/mol vis-vis de la protiene 8PKW,
correspand a une affinité comparable a celle observée par Sorafenib L’analyse visuelle en 3D a
montré une insertion adéquate au sien de site actif de la protien cible. Le complexe formé est
stabilisé par des interactions moléculaires impliquant des résidus d’acide aminées (figure 28). Il
forme :

e Des interactions de Van Der Waals avec : Leu B :531, Asn B :485, Thr B :505, Met B :503,

Arg B :507, Tyr B :525 et Leu B :484

e Une interaction de type carbone hydrogene avec Asp B :526

e Une laision hydrophobe de type Alkyl avec Arg B : 483

e Des interactions covalentes Thr B :505 et Arg B :507

ASP

B:526 =
B:531
ARG
B:483 285
ARG 0
:507, /)
THR @ s
B:505

ARG ()

TYR LEU
B:525 B:484

uuuuuuuuuuuu

Figure 28:Représentation d’interaction entre Lenvatinib et le site actif de la protéine SPKW

2.2.6. Interaction avec le Trelagliptine
Trelagliptine a présenté une affinité notable envers la protéine 8PKW, avec une énergie libre de

liaison de -6.1 kcal/mol. La visualisation tridimensionnelle a révélé une intégration favorable du
ligand au sien de la poche catalytique de la protéine cible 8PKW, ou il établit plusieurs interactions
moléculaires impliquant des acide aminés (figure 39) , dont :

e liaison hydrogéne avec Arg B :336

e interactions carbone hydrogéne avec GIuP :7 et Cys P :1
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e interaction hydrophobe de type Alkyl avec Cys P :8
e Une liaison de type Pi-Pi T-shaped avec Phe B : 577

e Liaison halogéne (fluorine) avec le résidu glu p :7

e Liaison unfavorable donor-donor avec le résidu arg p :0 et arg B :336
e Des liaisons de Van Der Waals avec Tyr B : 572, Tyr B :334, Thr B : 576, His B :575 et
Phe B :335

ARG
B:336

Figure 29:Représentation d’interaction entre Trelagliptine et le site actif de la protéine SPKW

2.2.7.Interaction avec Elagolix
Elagolix a enregistré une énergie libre de liaison de -5.8 kcal/mol, qui montre une affinité favorable

vis-vis la protéine 8PKW. L’étude de mode de liaison révéle une disposition du ligand compatible
avec la géométrie de la poche de liaison de la protéine cible. La stabilité de complexé formé est
renforcée par multiples interactions impliquant des acide aminés (figure 30), notamment :

e Deux liaisons de type carbone hydrogéne sont formés par Cys P :1 et Arg B :336

e Une liaison halogéne avec His B :575

e Des liaisons de Van Der Waals avec Glu P :7, Tyr B :572, Thr B :576, Gly B :600

e Deux liaisons hydrogénes avec Arg B :336 et Tyr B :334

e Deux liaisons de type Pi-Pi T-shaped formées avec Phe B :335 et Phe B :577

e Des liaisons hydrophobes de type Alkyl et Pi-Alkyl sont formées par Cys P :8 et His

B :575, Arg B :336
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0
HIS /7 Va
B:575

Figure 30:Représentation d’interaction entre Elagolix et le site actif de la protéine SPKW
2.2.8.Interaction avec le Bépotastine
Bépotastine affiche une énergie libre de liaison de -5.7 kcal/mol envers la protéine 8PKW.
L’analyse structurelle 3D de complexe étudié a confirmé que le ligand est stabilisé par un réseau
d’interactions moléculaire impliquant des résidus d’acide aminées. Ces interactions contribuent au
maintien du ligand au sien de site de liaison la proteine cible (figure 31). Il figure :

e Des liaisons de Van Der Waals avec Glu P :7, Tyr B :334, Cys P :8, Phe B :335, Thr B :576,

His B :575,, Tyr B :572, ArgP :0etTrpP: 1
e Une liaison hydrogene de type Pi-Donor avec Cys P :1
e Une liaison de type Pi-Pi T-Shaped formée avec Phe B :577
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TYR P:8
B:334
cvs
e p:1 PHE
: B:577
PHE
B:335
~
ARG
P:0 TYR
B:572
THR
8575 B:570

Figure 31:Représentation d’interaction entre Bépotastine et le site actif de la protéine SPKW

2.2.9.Interaction avec le Fimasartan
Fimasartan a présenté une énergie libre de liaison de -5.6 kcal/mol pour la protéine 8PKW,

reflétant une affinité modérée comparativement aux autres ligands étudies. L’analyse de mode de
liaison a révélé que 1’association entre la protéine et le ligand est renforcé par un ensemble des
d’interactions impliquant par des acides aminés (figure 32). Il s’agit :

e Des liaisons de Van Der Waals avec Cys P :8, Tyr B :334, Glu P :7 et His B :575

e Deux liaisons hydrogénes avec Arg B :336 et Cys P :1

e Une liaison de type Pi-Pi T-Stacked formée avec Tyr B :572

e Des liaisons hydrophobes de type Alkyl et Pi-Alkyl sont formées par arg B :336 et His
B :575, Tyr B :572
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f
ARG
B:336
HIS
cYs B:575
pP:1 PHE
B:577
CYS
7 GLU TYR
TYR p:7 B:572
B:334
Interactions
D van der Waals D Alkyl
Cl Conventional Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

—
Figure 32:Représentation d’interaction entre Fimasartan et le site actif de la protéine SPKW
2.2.10.Interaction avec le Topiramate

Topiramate a affiché une affinité relativement faible envers la cible 8PKW comparativement aux
ligands précédents, avec une énergie libre de liaison de -5.1 kcal/mol. La visualisation structurelle
en 3D a indiqué une association de ligand avec la poche protéique 8PKW, médiée par plusieurs
interactions impliquant des résidus d’acide aminées (figure 33). Il figure :

e Des liaisons de Van Der Waals avec Arg B :336, Tyr B :334, Cys P :8, Cys P :1, Phe
B :335, Phe B :577 et Thr B :576

e Une liaison hydrogene formée avec His B :575

e Liaisons unfavorable acceptor-acceptor avec le résidu tyr B :572
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Figure 33:Représentation d’interaction entre Topiramate et le site actif de la protéine SPKW

2.2.11.Interaction avec le Rizatriptan
Rizatriptan a présenté une énergie libre de liaison de -5.1 kcal/mol, comparable a celle du
Topiramate vis-vis la protéine 8PKW, traduisant leur faible affinité par apports aux autres ligands
¢tudies. L’analyse tridimensionnelle du complex formé a indiqué un ancrage favorable de
Rizatriptan avec le site actif de la protéine cible, ou il est stabilisé par multiples interactions
moléculaires a travers des résidus d’acides aminés, soit un nombre similaire a celui observé par
Topiramate (figure 34). 1l forme :

e Des liaisons de Van Der Waals avec Tyr B :334, Phe B :335, Arg B :336, Glu P :7, Arg

P:0

e Une liaison de type carbone hydrogene avec Cys P :1

e Une liaison hydrogene de type Pi-donor formée avec Tyr B :572

e Deux liaisons de type Pi-Pi T-Shaped avec Phe B :577

e Deux liaisons hydrophobes de type Pi-Alkyl sont formées par Cys P :8 et Cys P :1

e Une liaison Pi-Sulfur avec Cys P :1

53



Résultats et discussion

PHE
B:577 TYR
B:334

ARG
B:336

PHE
B:335

[ Pi-suifur

J PiPiT-shaped

=
[ Pk

Figure 34:Représentation d’interaction entre Rizatriptan et le site actif de la protéine SPKW

2.2.12.Interaction avec le Sultiame
Sultiame a partagé une énergie libre de liaison de -5.1 kcal/mol, identiques a celles observées pour
le Topiramate et Rizatriptan vis-vis de la protéine 8PKW, traduisant un profil d’affinité
relativement faible. L’analyse visuelle en 3D a demontré un ancrage correct de Sultiame au sien
de la poche de liaison de la protéine 8PKW, médié par des interactions moléculaires a traves des
résidus d’acide aminés (figure 35), dont :

e Une liaison de type Pi-Pi T-Shaped avec Phe B :577

e Des liaisons de Van Der Waals sont formeées avec Glu P :7, Thr P :5, Pro P :3, Arg B :336,

Arg P :0,CysP :8et Tyr B :334,
e Une liaison Pi-Sulfur avec Tyr B :572
e Une liaison hydrogene avec Asp P :2

e Deux liaisons hydrogénes de type Pi-donor avec Tyr B :572 et Cys P :1
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Figure 35:Représentation d’interaction entre Sultiame et le site actif de la protéine 8PKW

2.2.13.Interaction avec le Ledipasvir
Ledipasvir a présenté une affinité la plus faible, parmi les ligands étudiés précédemment envers la

protéine 8PKW, avec une énergie libre de liaison de -3.4 kcal/mol. La visualisation
tridimensionnelle du complexe obtenu a révelé une association faible et moins stable de ligand au
sien de la cible 8PKW, médiée par des interactions impliquant des acide aminés (figure 36), dont :

e Une interaction électrostatique Pi-cation formée avec Arg P :0

e Une interaction Pi-sulfur avec Cys P :8

e Une liaison Van Der Waals avec Trp P : -1

e Une liaison carbone hydrogéne avec Arg P :0
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ARG
PO

Interactions
van der Waals FiCation

Carbon Hydrogen Bond FiSulfur

Figure 36:Représentation d’interaction entre Ledipasvir et le site actif de la protéine SPKW

L’analyse des interactions moléculaires établies entre les ligands étudies et la protéine cible
protéine 8PKW du domaine Keapl-Kelch (tableau 10), révele une grande variété de mode de
liaison au sein de la poche de fixation .les interactions de VVan Der Waals, les liaison hydrogenes
ainsi que les liaisons de types carbone-hydrogénes constituent les interactions les plus
fréquemment observés et jouent un réle majeur dans la reconnaissance moléculaire et la
stabilisation du complexe protéine-ligand. En parallele, plusieurs composés développent des
interactions hydrophobes de type alkyl, m-alkyl, et n-Soufre (m-Sulfur) et n-n (m—m stacked),
contribuant au renforcement de 1’affinité de liaison par une meilleure complémentarité stérique et
électronique de site actif. Certains ligands présentent également des interactions plus spécifiques,
telle que les interactions électrostatiques de type n— cation et n—donneur, susceptible d’accroitre la
stabilité¢ et la sélectivité de leur fixation. L’ensemble de ces approches indiquent des profils

d’interaction distincts selon les composés étudiés.

Tableau 10:Résultats d’interactions des ligands étudiés avec le site actif de la protéine 8PKW

Ligand Type d’interaction Acides aminés
ZK2 Liaisons van der waals Glup:7
Thrp:5
Tyr B :572
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Tyr B :334
Liaison pi-alkyl et pi-pi T |Cysp:8
shaped Phe B:577
L6l interactions de van der waals | GluP :7
Tyr B :334
His B :575
ThrP:5
gly B :574
Interaction salt bridge arg B :336
Interaction hydrogéne argp:0
Interaction carbone | tyr B :572
hydrogéne
Interaction pi-sulfur cysp:8
Interaction pi-pi stacked phe B :577
des interactions alkyl et pi- | B :336
alkyl cysp:8
cysp:1l
Liaison de van der waals ProP :3
Methotrexate GluP:7
ArgP:0
Pro B :384
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Ser B :383
Tyr B :334
GIn B: 337
Ser B :338
His B :575
ThrP:5

Liaison Pi-Alkyl

Arg B :336
CysP :8
GluP:7

Liaison hydrogene

Asp P :2
Tyr B :572
Asn B :382

Liaison de type Pi-Pi
shaped

T-

Phe B :557

Liaison de type Pi-Sulfur

CysP:8
CysP:1

Sorafenib

liaisons hydrogéne

Tyr B :572
Arg B :336

Liaison de type Pi-alkyl

Trp P :-1
CysP:1

Liaison type Pi-Pi T-shaped

Phe B :557

Liaison Pi-sulfure

CysP:8
CysP:1
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Liaison de van der waals Arg P :0

Gly B :574

Phe B :334

Tyr B : 575
Liaison Pi-cation Arg B:336

Lenvatinib Liaison de Van Der Waals Leu B :531

Asn B :485

Thr B :505

Met B :503

Arg B :507

Tyr B :525

Leu B :484
Liaison de type alkyl Arg B : 483
Liaison de carbone hydrogéne Asp B :526
Liaison covalente Thr B :505

Arg B :507

Trelagliptine Liaison carbone hydrogéne GluP:7
CysP:1

Liaison hydrogéne Arg B :336
Liaison de type Pi-Pi T- Phe B : 577
shaped
Liaison de type alkyl CysP:8
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liaison de Van Der Waals TyrB : 572
Tyr B :334
Thr B : 576
His B :575
Phe B :335

Liaison halogene (fluorine) Glu p:7

Liaison unfavorable donor- | Arg p:0

donor Arg B:336
Elagolix Liaison Halogene His B :575
Liaison carbone hydrogéne CysP:1
Arg B :336

Liaison de type alkyl et Pi- | Cysp :8

alkyl His B :575

Arg B :336
Liaison hydrogéne Arg B :336

Tyr B :334
Liaison de Van Der Waals GluP:7
Tyr B :572
Thr B :576
Gly B :600

Liaison de type Pi-Pi T-|PheB:335
shaped Phe B :577
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Bepotastine Liaison de Van Der Waals GluP:7
Tyr B :334
CysP:8
Phe B :335
Thr B :576
His B :575
Tyr B :572
ArgP:0
TrpP:1
Liaison hydrogéne Pi-Donor | CysP :1
Liaison de type Pi-Pi T- Phe B :577
shaped
Fimasartan Liaison hydrogenes Arg B :336
Cysp:1
Liaison type Pi-Pi T-Stacked Tyr B :572
Liaison de Van Der Waals CysP :8
Tyr B :334
GluP:7
His B :575
Liaison hydrophobe de type Arg B:336
Alkyl et Pi-Alkyl His B :575
Tyr B :572
Topiramate Liaison hydrogene His B :575

61



Résultats et discussion

Liaison de Van Der Waals Arg B :336
Tyr B :334
CysP:8

CysP:1

Phe B :335
Phe B :577
Thr B :576

Liaison unfavorable acceptor- | Tyr B:572

acceptor

Rizatriptan Liaison de type Pi-Pi T- Phe B :577
shaped
Liaison carbone hydrogéne CysP:1

Liaison hydrogene Pi-Donor | Tyr B :572

Liaison de Van Der Waals Tyr B :334
Phe B :335
Arg B :336
GluP:7
ArgP:0

Liaison de type Pi-Alkyl CysP:8
CysP:1

Liaison Pi-Sulfur CysP:1
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Sultiame Liaison de type Pi-Pi T- | Phe B :577
Shaped
Liaison de Van Der Waals GluP:7
ThrP:5
ProP :3
Arg B :336
Arg P :0
CysP:8
Tyr B :334,
Liaison hydrogéne Aspp:2
Liaison Pi-Sulfur Tyr B :572
Liaison hydrogenes de type Tyr B :572
Pi-donor CysP:1
Ledipasvir Liaison de type Pi-cation Arg P :0
Liaison Pi-sulfur CysP:8
Liaison carbone hydrogéne ArgP:0

3.Analyse des profils d’interactions impliqués dans la fixation des ligands aux sites
catalytiques

L’analyse des profils d’interactions établis par les 13 ligands étudies au sein du site de liaison de
la protéine 5FNU (tableau 11) révelent deux résidus majeurs, Arg A:415 et Ala A:556, qui
apparaissent comme les principaux points d’ancrage moléculaire impliqués dans 8 complexes
parmi les 13 ligands étudiés, soulignant leur réle central dans la reconnaissance et la stabilisation
des composés au sein de la poche de liaison. Ces résidus participent a plusieurs interactions,

notamment de type m-alkyl, carbone-hydrogene et électrostatique pour Arg A:415, tandis que Ala
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A:556 intervient principalement a travers des liaisons hydrophobes, suggérant une contribution
significative de ces résidus a la stabilité des complexes protéine KEAP1-ligand.

Le résidu Tyr A:334 constitue également un site d’interaction important, étant retrouvé dans 6
complexes distincts. Ce résidu établit différents types d’interactions aromatiques, notamment des
interactions m-alkyl et m-sigma. La présence d’un résidu tyrosine ou phénylalanine est
caractéristique des sites de liaison comportant certains empilements aromatiques. Par ailleurs, le
résidu Leu A:365, identifié dans 4 complexes, participe principalement a des interactions
hydrophobes et a certaines liaisons hydrogéne, contribuant au maintien des ligands dans la cavité
de liaison. Les résidus Asn A:382 et Arg A:483, observés chacun dans 3 complexes, interviennent
dans les interactions hydrogeénes directionnelles favorisant la reconnaissance spécifique de certains

ligands.

Tableau 11:Résidus d'acides aminés communs aux ligands dans le site actif de la protéine
KEAP1 (5FNU)

Protéine Résidu Commun | Interactions Composées testées
KEAP1
5FNU Arg A:415 Alkyl et n-Alkyl, carbone | Sorafenib, Meéthotrexate,
hydrogene, et hydrogene | Elagolix, Trelagliptine,
Bépotastine, Rizatriptan,

Sultiame, Ledipasvir, L6l

Ala A:556 Alkyl, =-Alkyl, carbone | Sorafenib, Lenvatinib,
hydrogéne Méthotrexate, Elagolix,

Trelagliptine, Bépotastine,

Rizatriptan, Sultiame,

Ledipasvir , L6l

Tyr A:334 - -1t T-Stacked, n-Alkyl, | Sorafenib, Elagolix,
n-sigma Bépotastine, Fimasartan,
Topiramate

Concernant la protéine 8PKW (tableau 12), I’analyse des acides aminés impliqués dans les
interactions protéeine-ligand, révéle une distribution différente de celle de 5FNU, dominée par un

cceur hydrophobe enrichi en résidus Tyr B:334, Cys P:8 et Cys P:1. Les résidus Cys P:1 et Cys P:8
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sont impliqués dans des interactions m-sulfure. Ce type d’interaction est reconnu comme un

stabilisateur efficace des complexes protéine-ligand dans les sites riches en cystéines.

Par ailleurs, le résidu Phe B:577 est retrouvé dans sept complexes sous forme d'empilements

aromatiques de type n-t T-stacked ou T-shaped, confirmant son réle central dans le site de la cible

8PKW. De méme, His B:575 et Tyr B:572 sont impliqués dans la majorité des complexes via des

liaison de van der Waals, des liaisons hydrogéne et des interactions n-nt T-stacked soulignant leurs

contribution électrostatique et stérique dans la reconnaissance des ligands et a la stabilité du

complexe. Le résidu Arg B:336 est impliqué dans 4 complexes par des liaisons hydrogéne qui

représente le principal contact électrostatique directionnel de ce site, un réle similaire a celui joué
par Arg A:415 dans la protéine cible 5FNU.

Tableau 12:Résidus d'acides aminés communs aux ligands dans le site actif de la protéine

KEAP1(8PKW)
Protéine | Résidu Interactions Composées testées
KEAP1 | Commun
8PKW Arg B:336 | Alkyl et m-Alkyl, hydrogéne ,pi- | Méthotrexate, Sorafenib,
cation,van der waals Trelagliptine, Elagolix,
Fimasartan, Topiramate,
Rizatriptan, Sultiame, L6l
Cys P:8 n-Sulfur, Alkyl, n-Alkyl, Van der | Méthotrexate, Sorafenib,
Waals Trelagliptine, Elagolix,
Bépotastine, Fimasartan,
Topiramate, Rizatriptan,
Sultiame, Ledipasvir , ZK2
Tyr B:572 | Hydrogene, n-nt T-Stacked, n-Sulfur, | Méthotrexate, Sorafenib,
Pi-Donor Hydrogene , Van Der | Trelagliptine, Elagolix,
Waals Bépotastine, Fimasartan,
Rizatriptan, Sultiame, ZK2
Phe B:577 | n-n T-shaped Trelagliptine, Elagolix,
Bépotastine, Rizatriptan,
Sultiame
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Tyr B:334 | Van der waals ,liaison hydrogene Méthotrexate, Sorafenib,
Trelagliptine, Elagolix,
Bépotastine, Fimasartan,
Rizatriptan, Sultiame,

topiramate, ZK2 L6l

Cysp:l n-Sulfur,carbone hydrogéne,liaison | Méthotrexate, Sorafenib,
hydrogéne,pi-donor Trelagliptine, Elagolix,
Fimasartan, Rizatriptan,

Sultiame

Glup:7 Van der waals, =-alkylliaison | Méthotrexate, Trelagliptine,
hydrogéne Elagolix, Fimasartan,
Rizatriptan, Sultiame,
bepotastine, ZK2, L6l

L’ensemble de cette analyse des résultats montre que le site actif de la protéine SFNU est dominé
par Ala A:556, Arg A:415, Tyr A:334, Leu A:365, Asn A:382 et Arg A:483, favorisant des
interactions hydrophobes et hydrogéne au sein d'une méme poche. En revanche, le site actif de la
protéine 8PKW, est structuré autour d'un cceur Cys P:1, Cys P:8, Tyr B:334, Tyr B:572, Phe B:577,
Arg B:336, His B:575. La différence de ces résidus d'ancrage communs et spécifiques constitue

une base pharmacophorique pour le design rationnel de nouvelles molécules bioactives.

Par ailleurs, on observe qu’il y a 3 ligands dominants Sorafenib, Lenvatinib et Methotrexate qui
interagissent avec les deux protéines cibles par des valeurs d’affinités tres intéressantes et proches
dans chaque cible. Ces données indiquent que ces trois ligands ont une bonne capacité a se lier aux
deux protéines cibles, ce qui pourrait témoigner de leur promesse en tant qu'inhibiteurs potentiels

nécessitant cependant des recherches supplémentaires.
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4.Analyse comparative des interactions impliqués dans la fixation des ligands étudies et
ligands co-cristaliees aux sites catalytiques de la protéine du domaine Keapl-Kelch
L’analyse des interactions de L6I révele un mode de fixation particulierement favorable impliquant
des résidus d’acides aminés. Ces interactions sont en accord avec les données de dynamique
moléculaire rapportées dans la littérature(Londhe et al., 2019), renforcant la forte stabilité du
complexe formé. D’aprés les résultats des interactions moléculaires que nous avons observé avec
la proyéine KEAP1 (5FNU), L61 partage les résidus Arg A:415 et Ala A:556 avec plusieurs ligands
étudiés, notamment le sorafénib, le méthotrexate, 1’élagolix, la trélagliptine, la bépotastine, le
rizatriptan, le sultiame et le lédipasvir. Ces résidus sont principalement impliqués dans des
interactions Alkyl, t-Alkyl et carbone hydrogéne. Sorafénib et 1’Elagolix présentent les profils de
liaison les plus proches de celui du L6, ce qui concorde avec leurs affinités de liaison élevées.
Une étude de docking moléculaire a été menée pour examiner le comportement du ligand co-
cristallisé ZK2 dans le site de liaison de la protéine 5FNU. Le ligand a démontré une énergie de
liaison libre de —4,6 kcal/mol, indiquant une affinité modestement inférieure a celle du ligand co-
cristallisé L61. L’étude des interactions révele que ZK2 ne crée que deux types d'interactions avec
le résidu Tyr A:334, & savoir une interaction zm-sigma et une interaction en empilement n-r.
L'observation d'un nombre restreint de contacts suggére une stabilisation du complexe protéine-
ligand a un niveau modéré, ce qui pourrait justifier I'énergie mesurée. Ces résultats montrent que
ZK?2 représente un mode de fixation moins propice dans le lieu de liaison de 5SFNU comparé a
celui constaté pour L61.

Concernant la structure 8PKW de KAP1, le ligand co-cristallisé ZK2 a enregistré une énergie libre
de liaison de —4,1 kcal/mol, inférieure a celles de la majorité des composés testés. La comparaison
des modes de liaison de ZK2 avec ceux des inhibiteurs étudiés indiquent I’implication récurrente
des résidus Cys P:8, Tyr B:572, Tyr B:334 et Glu P:7, qui sont également retrouveés chez plusieurs
composeés testés. Ces résidus participent a des interactions variées telles que les liaisons hydrogene,
n-nt T-Stacked, n-Sulfur, 7-Alkyl et Van der Waals. La conservation de ces résidus entre les ligands
co-cristallisés et les molécules testees suggere que ces derniers occupent des régions similaires du
site actif et reproduisent en partie le mode de liaison des ligands de référence également retrouveés
chez les ligands les plus favorables notamment le Méthotrexate, le Sorafénib, la Trélagliptine et
I’Elagolix. Ces résidus semblent ainsi constituer des points d’ancrage essentiels pour la

reconnaissance moléculaire au sein de la poche de liaison de 8PKW.
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Bien que I’absence d’un inhibiteur co-cristallisé de forte affinité limite la comparaison structurale
pour 8PKW, les résidus communs identifiés permettent d’orienter la conception de nouveaux
inhibiteurs ciblant efficacement cette protéine.

En comparaison avec le ligand ZK2, qui ne crée que deux interactions avec le résidu Tyr A:334,
L61 démontre une méthode de fixation plus avantageuse au sein de la 8PKW, se distinguant par

un nombre supérieur d’interactions stabilisatrices et une affinité de liaison plus forte.
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Conclusion

Afin de contribuer a la recherche et au développement de nouveaux inhibiteurs potentiel de la
protéine KEAP1, la présente étude a eu pour objectif d’évaluer par criblage virtuel, le potentiel
inhibiteur de onze composés proposés sur deux protéines cibles correspondant au domaine kelch
de la protéine KEAP1. Pour ce faire, des simulations de docking moléculaire ont été réalisés par
par AutoDock Vina sous UCSF Chimera, en utilisant les structures cristallographiques de la
protéine 5FNU et 8PKW comme cibles thérapeutiques. Cette approche a permis de prédire les
affinités de liaison des différents ligands.

Les résultats obtenus ont révélé des différences significatives entre les composés testés.
Concernant la protéine 5FNU, le Sorafenib a présenté la meilleure affinité de liaison avec une
valeur de AG de -9.7 kcal/mol, traduisant une forte stabilité des complexe protéine—ligand forme.
Lenvatinib (-9.5 kcal/mol), Methotrexate (-9.5 kcal/mol) et I’Elagolix (-9.0 kcal/mol) ont
¢galement montré des énergies de liaison favorables, suggérant une bonne capacité d’interaction
avec la protéine cible.

Concernant la protéine 8PKW, le Methotrexate qui a affiché la meilleure affinité de liaison (-6.7
kcal/mol), suivi du Sorafenib et du Lenvatinib (-6.3 a -6.1 kcal/mol pour chacun) et de
Trelagliptine (-6.3 a -6.1 kcal/mol). Cette inversion de classement entre les deux cibles souligne
la sélectivité differentielle des composés testés selon le site de liaison.

L’analyse des interactions moléculaires, réalisée a I’aide du logiciel BIOVIA Discovery Studio
Visualizer, indique plusieurs types d’interactions contribuant a la stabilisation des complexes
ligand—protéine. Les composés présentant les meilleures affinités de liaison se distinguent par la
formation d’un réseau important de liaisons hydrogene, d’interactions hydrophobes de type Alkyl
et Pi-Alkyl, ainsi que d’interactions spécifiques principalement les liaisons halogénes et les

interactions de Van der Waals, favorisant leur ancrage au sein du site actif de la protéine.

Au terme de cette étude, le Sorafenib, le Méthotrexate et le Lenvatinib se distinguent comme les
inhibiteurs potentiels les plus prometteurs du domaine Kelch de la protéine KEAP1. Ces résultats
demeurent prédictifs et nécessitent d’étre confirmés par des études complémentaires, notamment
par des simulations de dynamique moléculaire ainsi que par des investigations expérimentales in
vitro et in vivo, afin de valider leur activité biologique et leur intérét dans le développement de

nouveaux inhibiteurs ciblant la protéine KEAP1.
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