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| nter actions protéine:ligand

Généralites, définitions

Rappels thermodynamiques:
constante d'équilibre, énergielibre standard

ASpects structur aux

Prédictions desinteractions. docking, criblage virtue



Ligand (latin ligare): substance qui peut former un
complexe non-covalent avec une biomolecule

Liaison reversible en général (complexe non-covalent)

Caractere fort ou faible de laliaison, ou “affinité’:
peut €tre caracterisee par une constante d'equilibre K

et/ou une énergie libre standard

Ligands possibles: substrats, cofacteurs, activateurs,
Inhibiteurs, ions metalliques, autres biomolécules

H
| \/CHz\C)\I \_l/\><CH3
Z EB v N CH,

COOH
benzylpénicilline




testosterone

progesterone

NEW PRODUCTS convert into the exact same esters of
testosterone found in the body after oral administration of the
following anabolic steroids:

*Methandrostenolone { Dianabo

*Boldenone ( Equi-gan

m ife p ri Sto n e *Stanazolol { Winstrol ¥V . )
O u R U 4 8 6 Drostanolone (Masteron ®)
ou Mifegyne™

*Boldenone is the active ingredient in the anabolic steroid EQUI-( AN

*Stanazolol is the active ingredient in the anabolic steroid WINSTROL Vi

D M I *Drostanolone is the active ingredient in the anabolic steroid MASTERON®

GAIN INCREDIBLE MUSCLE SIZE AND STRENGTH!



Ligands: notion d'espace chimique

Ensembl e de molécul es stables possibles: nombre estimé > 10%°

Seulement 5 107 citées dans lalitérature
(Chemical Abstracts. http://www.cas.org)

Chimiothegues: librairies de molécules (environ10-10°) issues de
la chimie combinatoire

Chimiothegues virtuelles: bases de données in silico



Ligands. “druggability”

— restriction de I'espace chimique
Criteres“ADME” . Adsorption, Distribution, Metabolism, Excretion

— regles de Lipinski:

- pas plus de 5 donneurs de liaison H

- pas plus de 10 accepteurs de liaison H

- masse moléculaire < 500 Daltons (~40 carbones)
- coefficient de partition octanol/eau < 5



Constantes d'association/dissociation

Ka
+ —
Kd

Lerapport desconcentrationsal'équilibre est constante:

[P:L].
K = “
© [P,

= 1/K,

K depend de latemperature, lapression, le pH, mai's pas des concentrations



Constantes d'association/dissociation

Ka
+ —
Kd

K_grand < lafraction dereactifsliesest grande: association “forte”

[P:L].
K = 1/K
© [P, :




Energielibre standard d'association/dissociation

Ka
+ —
AG°
AG® =-RT LogK_
K, = exp(-AG°/RT)

“ The standard free energy change of a reactionis
simply another mathematical way of expressing

Its equilibrium constant”
Lehninger, Principles of Biochemistry, pg 492

“Now, in

the second law of thermodynamics . . . 7




Energielibre standard d'association/dissociation

AG®

AG® =-RT LogK_
K, = exp(-AG°/RT)

Energie libre = le travail qu'on peut extraire de laréaction

Un systeme evolue de maiere a minimiser son énergie libre



kcal/mol AG® glucose glycolyse

ATP
“ l CADP

glucose-6-phosphate

fructose-6-phosphate ATP
-3 l CADP

fructose-1,6-phosphate

2 X glycéral dehyde-3—phosphate2 NAD* + 2 B

2 NADH
2 x 1,3-diphosphoglycérate

2 ADP
4 l ( 2 ATP
2 X 3-phosphoglycérate

1
2 X 2-phosphoglycérate
2
2 X phoThoénoI pyruvate
2 ADP
-8
<IZATP
2 X pyruvate

Lehninger, Table 14-2



Energielibre standard d'association/dissociation

AG" =-RT LogK_ ~
K_ = exp(-AG°/RT) © [P IR

[P:L]éq

= 1/K,

K grand < AG?® tresnegative <> association tresfavorable

Choix habituel d'état standard: [PL]° =[P]° =[L]° =1 M



Energielibre standard d'association/dissociation
Ka
—l
AG®

AG® =-RT LogK_ _ - 1/K
K = exp(-AG°/RT) N L P |

[P:L]éq

K, (mol) 10° 10° 10° 1 10° 10° 10°
AG® (kcd/mol) -12 -8 -4 0 4 8 12




Energielibre standard d'association/dissociation
Ka
+ —
AG®

AG® =-RT LogK_
K = exp(-AG°/RT) R L o L

K (mol) 10° 10° 10° 1 10° 100 10°
AG® (kcd/mol) 12 8 4 0 -4 -8 -12

NB: liaison covalente C-C = 83 kcal/mol



Difficulté: |'énergie libre contient énergie et entropie

+ —
AG°
AG° = AE°-TAS +pAV®

/ .

Ceterme mesure le degré de

negligeable

/ en biochimie

Energieintra- et inter-ligands, “désordre’: désordre de
Interactions ligands-eau, eau-eau. trand ation et rotation des
Ceterme correspond a la ligands et de |” eau; désordre

fonction d'énergie XPLOR vibrationnel



entropie de trand ation croissante:

contribution al'énergie libre de
dissociation de plus en plus favorable

faible concentration — possibilité de
grandes translations — favorise la dissociation

forte concentration — trandlations limitées
— défavorise ladissociation

trand ations encore
plus limitees:

entropie tresfaible




Valeursdes entropies d'association pour quelques ligands:
contributionsdelarotation et translation

Ka
+ —
AG°

AG®° = AE° - T AS°

Entropie (cal/mol/K) TS (kcal/mol)

Trandation (molécule de 20 a 200 Da) 29 a 36 9all
Rotation eau 10 3
propane 22 7

dicyclopentadiene 27 8



L'entropie detrandation et derotation est tressimilaire
pour Asp et Asn: elledigparait del'analyse (ouf!)

6
| |

Entropie (cal/mol/K) TS (kcal/mol)
Tranglation (molécule de 20 a 200 Da) 29 a 36 9all
Rotation eau 10 3

. _ propane 22 I
(Conditions standards. 1 M) dicyclopentadiéne 27 3



L'entropietotale est tressimilaire pour Asp et Asn: elle
digparait del'analyse (ouf!)

L'état associe est caractérisé par une conformation prédominante
(ou un petit nombre de conformations).
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Asp, Asn liés al'aspartyl-tRNA synthétase




Energielibre standard d'association/dissociation
Ka
+ —
AG®

C'est I'énergie libre de réaction quand on impose |es concentrations standards.

Choix habituel d'état standard: [PL]° =[P]°=[L]°=1M
PH neutre, température et pression ambiante



Energielibre standard d'association/dissociation
Ka
+ —
AG®

C'est I'énergie libre de réaction quand on impose | es concentrations standards.

AG®° = AE®° - T AS®

Pour des solutés tres dilués, seul AS’ dépend de la concentration.



L'énergielibred'association proténe-ligand est définie
auss pour d'autreschoix de concentrations
(non-standar ds, donc)

L ehninger, Principles of Biochemistry, Eqg. (13-3)

AG = AG® + RTLog [PLI/IPAIL]
[PL]°/[PI°[L]®

i

Correspond a un état standard. .

Dépend de la nature des partenaires, depend d_eS
du solvant, et de leursinteractions. ~ concentrations
Inclut le changement d'entropie de

tranglation et de rotation quand P et

L se lient aux concentrations
standard.

Exc: que vaut AG pour des concentrations d'équilibre?



kcal/mol

AG®

-8

4

Lehninger, Table 14-2

glucose C ATP
l ADP

glucose-6-phosphate

fructose-6-phosphate ATP

<:ADP
fructose-1,6-phosphate

2 X glycéraldehyde-3-phosphate

-di hoglycé

2 x 1,3-diphosphog ycerat& > ADP

2 X 3-phosphoglycérate 2ATP

2 X 2-phosphoglycérate

2 X phoThoénoI pyruvate

2ADP
<IZATP

2 X pyruvate

2 NAD*
2 NADH

glycolyse

+ 2 Pi



Energielibre standard d'association/dissociation

K
a
+ —
AG°
En générdl:

(1) on raisonne sur (ou on modélise) un état dilué expérimental

(2) on sait extrapoler vers d'autres états plus ou moins concentres, car on connait
lavariation de |'entropie avec la concentration (formule théorique)

(3) on accepte, par convention, d'extrapoler jusgu'a des concentrationsde 1 M,
méme s ce n'est plus vraiment tres dilué

(4) en modélisant un seul complexe P:L, on peut analyser correctement AE°

AG° = AE°-T AS’
Pour des solutés tres dilués, seul AS’ dépend de la concentration.



M esur es expérimentales de constantes d'équilibre

Ka
+ —
AG°

Nombreuses techniques biophysiques: fluorescence, RMN, calorimétrie, ...
Mesures via la cinétigue enzymatigue et la constante de Michaglis:

[S]
V=V KM DKd
max  [G] + KM

[S]

V=V __ en préesence d'un inhibiteur
[S] +K,, (1+K/K )

Bases de données de constantes expérimental es:
- PDSP K. database: “ Psychoactive Drug Screening Program”

- BindingDB.org



ASpects structuraux

| nteractions non-coval entes entre deux molécules

Complémentarité de forme
Complémentarité chimique




Lemodele”clé-serrure” (Emil Fischer, 1890)

ligand

Complémentarité de forme

Exc: Qu'en est-il de 'AspRS?



Lemodele“fit induit” (Daniel Koshland, 1958)

ligand

Flexibilité de la protéine



L ecasparticulier d'un effecteur allostérigue

ligand ligand

® -+ -‘

Lafixation d'un effecteur allostériguue modifie le site de fixation du ligand



Bases de données structurales

PDB: environ 10500 ligands différents (codes résidus a 3 lettres)

Téléchargement des coordonneées:
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/msd/pdbechem/readme.htm

Bases industrielles. beaucoup plus de ligands

Analyse structurale: nombreux outils
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Aspects structur aux

| nteractions non-coval entes entre deux molécules

Complémentarité de forme
Complémentarité chimique

On peut distinguer: 1) liaisons hydrogene
2) Interactions ioniques
3) Interactions apolaires
4) ne pas oublier |les interactions eau-eau!



L iaisons hydr ogenes

D-H.... A donneur : accepteur
distance D..A 2.5a3.2 A environ

O---H—Q
ch—/< %CH . ?i\ngle_DHA assez proche de 180° (>130° environ)
O—H----0 éenergie: quelques kcal/mol

caractere faiblement covalent
Dans XPL OR: modele électrostatique, charges partielles

1
;oW
jl’ﬁg}i 9 ©

Paire G-C



| nter actionsioniquesc

“Pont salin”

Entre groupes ioniques

Interaction charge-charge

Potentiel de Coulomb:
U=qqi/r

o
(00 9.

His 146 <

o
|I:--.
A
H-:N _ﬁrff (.J
X
o 5

Glutamic Acid

MH.

Lysine



L 1aisons apolaires

Interaction de type van der Waals ou L ennard-Jones
Peu directionnelles

Faiblement attractif (polarisation mutuelle des nuages € ectroniques)
Répulsion sterique a courte distance

. . kcal/mol
EnergieXPLOR: U=A/r?-B/r®
I | Lennard-Jones ou
= 0.75 |
05 van der Wadls
?H s 025
3 0 |
N -0.25
Cﬂa ? 2 @ 3 4 5 6 7 8 Angstroms
| separation

H
N Chaines |atéral es aliphatiques d'un domaine SH3



| nter actions avec et entre molécules d'eau P

J I
-Lamolécule d'eau est tres polaire: interactions forte eau-eau eau
-Dans XPLOR, le modele GB représente |es interactions avec |'eau .
-Quand deux solutes sassocient, il faut prendre en compte les A
Interactions nouvellement formes ou détruites: 4 H
N H. N H.
N O N @)
H H H H
el P 0 0
H H PN PN H
2 liaisons H eau-solutés 1 liaison H soluté-soluté

1 lialson H eau-eau

Bilan proche de 0

I



| nter actions avec et entre molécules d'eau

-Lamolécule d'eau est tres polaire: interactions forte eau-eau
-Dans XPLOR, le modele GB représente les interactions avec |'eau

-Quand deux solutes sassocient, il faut prendre en compte les
Interactions nouvellement formes ou détruites:

o ~
H CH,

n ) n

SN 3 ?*3

H H N 2N

PasdeliasonsH 1 liaison H eau-eau

Bilan favorable a cause de |'eau

. = O

@)

/

I



Effet du pH, couplage entre association proténe-ligand
et protonation/déprotonation

Exc: est-ce que lafixation de |I'Asn dans la poche de
I'AspRS modifie |'état deprotonation de la Lys198 voisine?

E235

‘t t K198
\—' D233
RA89

E231
ASP : i':"‘&
R217Kp"

ASN

E235 E

R489

K198

tT D233

E231

Réponse en salleinfo 36
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