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Les maladies neuro-degénératives forment un groupe hétérogene et complexe de pathologies
chroniques évolutives. Elles se caractérisent par un dysfonctionnement progressif du systeme
nerveux, provoqué par une détérioration du fonctionnement des cellules nerveuses,

notamment des neurones. Certaines de ces maladies affectent 1’enfant ou le jeune adulte, mais

le plus souvent ce sont des pathologies qui se rencontrent apres 60 ans [1].

A partir de la publication des critéres de Mc Khan (1984), la maladie d’Alzheimer (MA) a été
considérée comme une démence corticale dont les troubles de la mémoire traduisent un déficit
de I’apprentissage et qui comporte des signes d’atteinte corticale : aphasie, agnosie, acalculie,
apraxie... Elle fait partie des démences dégénératives du systéme nerveux qui
s’accompagnent d’une perte neuronale associée aux marqueurs histologiques de la maladie :

les plaques seniles et les dégénérescences neuro-fibrillaires [2].

Des nombreux travaux montrent que la MA se manifeste par la détérioration des cellules
nerveuses libérant une substance appelée Acétylcholine, dont le role est de transmettre les
messages entre les cellules du cerveau. Le déficit en Acétylcholine chez les malades est
aggravé par l'action d'une enzyme, I'Acétylcholinestérase (AChE), qui décompose rapidement
I'Acétylcholine. Les traitements liés a la Galantamine , la TACRINE, le DONEPEZIL,
Ensaculin (Figure 1) ont pour but d'inhiber 'AChE pendant un temps suffisamment long pour

que le taux d'Acétylcholine puisse se relever [3].

oy )
N O\ N/

Donepezil Tacrine

Y
,J/N\) o~
fi@f
(o] O O/
Galantamine Ensaculin

Figure. 1 Quelques structures des inhibiteurs d’AChE
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Parmi les causes de la MA qu’on peut citer ici la formation de B-amyloide, ce dernier relie
avec le taux élevé de cholinestérase, sachant que le cholinestérase se trouve en deux formes

d’enzyme : Acétylcholinestérase et Butyrylcholinestérase (AChE/BChE).

D’autre part, la modélisation moléculaire est devenue une nouvelle technique de
compréhension des phénomenes chimiques et un outil de travail a part entiére dans le
domaine de la chimie structurale, dans les calculs des surfaces d’énergie potentiel des

molécules organique [4].

Elles s'imposent souvent lorsque I'expérience réelle est trop difficile, trop dangereuse, trop
colteuse, trop longue ou trop rapide, éthiqguement inacceptable, ou méme impossible a
réaliser. Elles permettent, actuellement, non seculement d’élaborer les mécanismes de
complexassions et les profils énergétiques mais également de justifier et prédire les
conformations les plus stables ainsi que les interactions existantes entre un enzyme et un

ligand.

Parmi les méthodes de la modélisation moléculaire on trouve le docking moléculaire
(amarrage), Les logiciels de docking sont donc des outils tres utiles en biologie, pharmacie et
médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui
interagissent avec une cible biologique d'intérét thérapeutique, généralement protéique
(récepteur), afin d'influencer le mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée [5].

Notre objectif de travail est de tester des nouveaux ligands pour inhiber ces deux enzymes
(AChE/BChE).
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Le travail de ce mémoire est présenté en trois chapitres :

v" Une introduction générale : nous avons donné I’idée générale et I’objectif de notre

travail.

v Le premier chapitre : concerne les principales approches et les différentes méthodes de
la modélisation moléculaire.
v Le deuxiéme chapitre : consacrer pour deux parties :

Partie (A): Les protéines, les enzymes et les acides amines
Partie (B) : La maladie Alzheimer

v' Dans le troisieme chapitre : nous discutons les résultats obtenus.

v" Une conclusion générale : résume et conclure I’ensemble du travail réalisé.
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Méthode de la modélisation moléculaire.







A

Toute recherche théorique est sous-tendue par deux motivations essentielles : la

I. Introduction

compréhension et la prévision, c'est-a-dire la compréhension de ce qui a déja été fait et la
prévision de ce qui éventuellement réalisable. La prévision répond a des questions du type :
“Que se passerait-il si... ?”, ou “Est-ce qu’on pourrait faire... ?” ou encore “Quelle serait la
valeur de... ?”. La réponse traditionnelle serait de faire I’expérience. Mais a une époque ou le
prix des calculs par ordinateur baisse continuellement, tandis que celui des produits
chimiques, des appareils, de la main-d’ceuvre qualifiée, etc. ne cesse de croitre, il est de plus
en plus intéressant d’exploiter les modeles théoriques de toutes sortes afin d’aider a la

conception de nouvelles especes chimiques [1].

La modélisation moléculaire est le terme générique regroupant les méthodes qui permettent de
simuler le comportement d’un systéme de particules, elle exploite des lois de la chimie, de la
physique et de la biologie dans des programmes informatiques spécifiques afin de calculer
structures et propriétés d'entités chimiques et biochimiques (protéines, acides nucléiques,

complexes moléculaires, solides, cristaux etc.) [2].

La modélisation moléculaire se sert pour simuler des systemes moléculaires, des méthodes de

calcul théoriques telles que :

» Les méthodes quantiques.

» Les méthodes semi-empiriques.

» Les méthodes non quantiques [3].

La modélisation moléculaire a pour but de prévoir la structure et la réactivité des molécules

ou des systemes de molécules [4].

Parmi les méthodes de la modélisation moléculaire on trouve aussi 1’arrimage moléculaire

(plus souvent connu sous le terme "docking") [5].

L’interprétation est facilitée par de nombreux outils de représentation graphique et permet
ainsi d’analyser les résultats sous un jeu different de celui de la voie expérimentale, qui
demeure néanmoins complémentaire. Ainsi, la modélisation moléculaire trouve de nos jours
en effet, les structures tridimensionnelles de ces biomolécules sont le point de départ pour des

simulations visant a comprendre leurs interactions, entre elles ou avec des petites molécules,



ce qui est a la base d’un grand nombre de phénomenes chimiques, biologiques et
biochimiques [6].

II. Méthodes de la Modélisation moléculaire

La modélisation moléculaire est le terme générique regroupant les méthodes qui permettent de
simuler le comportement d’un systéme de particules. La taille du systeme étudié peut aller
d’une simple molécule diatomique jusqu’a des macromolécules biologiques de plusieurs
dizaines de milliers d’atomes. La modélisation moléculaire peut ainsi permettre de décrire le
comportement électronique des atomes et des molécules pour expliquer leurs réactivités,
comprendre les processus de repliement d’une protéine ou encore expliquer I’importance de
certains acides aminés d’un site catalytique enzymatique. Pour réaliser ce type d’étude, il est
nécessaire de déterminer une expression de 1’énergie d’interaction des atomes du systéme
moléculaire en fonction de leurs positions relatives. Pour ce faire, les méthodes de
modélisation moléculaire reposent entre autres sur deux approches différentes pour évaluer
cette énergie d’interaction [7] appelées : Mécanique Quantique et Mécanique Moléculaire. La
recherche des conformations stables d’une molécule consiste a déterminer la valeur minimale

de cette énergie d’interaction correspondante au minimum global [8].
11.1. Méthodes quantiques

La mécanique quantique décrit la matiere comme un ensemble de noyaux atomiques autour
desquels gravitent des électrons, eux-mémes décrits explicitement par leur probabilité de
présence en un point et représentés par des fonctions d’onde. En d’autres termes, en
appliquant les lois de la mécanique ondulatoire aux électrons, elle permet de déterminer 1’état
électronique d’un systéme d’atomes, mais aussi I’ensemble de ses propriétés observables
(structurales : géométries, angles, longueurs... ; énergétiques : énergies de liaison,
d’excitation... ; spectroscopiques : fréquences de vibration, spectres UV-visible, IR et

microonde... ; électroniques, magnétiques et réactionnelles : barriéres d’activation...).

Les bases du calcul quantique ont été posées en 1925 par Heisenberg, Born et Jordan, puis
finalisées en 1926 par Schrodinger et sa fameuse équation (1), dont le formalisme permet de

décrire rigoureusement la nature microscopique de la matiére [9].

AY=EY (1)



A

ou:
H : est ’opérateur hamiltonien du systeéme.
¥ : est la fonction d’onde du systeéme.

E : est I’énergie totale du systéme.

La résolution exacte de cette équation n’est possible que pour ’atome d‘hydrogene et les
systemes mono-électroniques. Pour les systémes poly-électroniques, on fait appel aux,
méthodes d’approximation, pour la résolution approchée de 1’équation de SCHRODINGER.
Différentes approches sont envisageables dans le cadre des outils de modélisation
moléculaire. Si ceux de mécanique classique, économiques en termes de temps de calcul,
permettent de traiter des systémes moléculaires de grande taille, les méthodes quantiques (ab-
initio, semi-empiriques ou théorie de la fonctionnelle de la densite) sont, quant a elles,

capables de calculer les propriétés électroniques des systemes.
11.1.1 Le principe du calcul d’une méthode quantique

Les calculs quantiques, constituent de nos jours, des outils fiables et utiles dans 1’étude de la

structure et de la réactivité des systemes moléculaires. Nous distinguons trois approches :

v' Les méthodes ab initio : elles visent a la résolution de 1’équation électronique de

Schrodinger pour déterminer la fonction d’onde approchée du systéeme étudié.

v' La théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) : elle recherche la densité
électronique la plus proche possible en partant du principe que la densité électronique

d’un systéme d’électron détermine toutes les propriétés de ce systéme.

v" Les méthodes semi-empiriques : elles sont une simplification des méthodes ab-initio et
sont paramétrées de facon a reproduire des résultats expérimentaux. Les méthodes
semi empiriques sont surtout utilisées pour des systéemes moléculaires de trés grande

dimension ou pour une premiére optimisation de structures moléculaires.
11.1.1.1. Méthode ab-initio

Les méthodes ab-initio sont des méthodes non empiriques, toutes les intégrales sont
rigoureusement calculées et il n’y a pas d’approximation a faire sauf celle de Born

Oppenheimer et 1’approximation OM-CLOA. Dans les méthodes ab-initio, toutes les



particules (noyau et électrons) sont traitées explicitement. On n’utilise aucun parameétre

empirique dans le calcul de I’énergie.

Les méthodes ab-initio se divisent en deux sous familles : les méthodes Hartree - Fock (HF,
RHF, UHF, ROHF) (Hartree, 1928 ; Fock, 1930), et les méthodes post Hartree-Fock, (MPn,
CAS, ...) (Moller, 1934). La principale différence entre ces deux méthodes est que les
interactions électroniques sont négligées dans les méthodes HF et réintroduites dans les
méthodes post HF.

Ces méthodes ne peuvent étre appliquées qu’a des systémes de quelques dizaines d’atomes

pour les méthodes HF et d’une dizaine d’atomes seulement pour les méthodes post HF [10].
11.1.1.2. Théorie de la Fonctionnel de la Densité (DFT)

La densité électronique est définie comme la distribution moyenne dans I’espace d’un
électron dans le champ des autres, cette densité est une observable et peut étre déterminée
expérimentalement. Le modeéle de la fonctionnelle de la densité (DFT) est incontestablement
celui qui donne le meilleur compromis qualité/ temps a I’heure actuelle. L’idée que la seule
densité ¢électronique puisse contenir 1’ensemble des informations d’un systéme atomique ou
moléculaire fut utilisée pour la premiere fois a travers le modele de Thomas-Fermi mais n’a
pas ¢été développée a son terme. Ce n’est qu’en 1964, avec la formulation des deux théorémes
d’Hohenberg et Kohn que I’approche DFT a pu se développer en montrant notamment que

I’énergie de tout systéme atomique ou moléculaire est une fonctionnelle de la densité [11].

Les méthodes DFT permettent de traiter des systemes de taille importante (plusieurs dizaines
d’atomes). Grace a son utilisation dans I’étude théorique de gros complexes inorganique et
organomeétallique, elle devenue 1’outil principal des quanto-chimistes et des théoriciens en
géneral [12,13].

Cette théorie dont les applications en chimie quantique sont trés nombreuses et trés
importantes. Elle peut étre employée pour expliquer différents résultats expérimentaux ou
pour obtenir des grandeurs difficilement accessibles par I’expérience. Elle est aussi employée
pour calculer des énergies de systémes chimiques, donnant acces aux géométries, a leur
structure électronique ou encore a leur proportion. La DFT est une théorie de 1’état

fondamental électronique [14].

La DFT n'est pas seulement une méthode de résolution de I'équation de Schrddinger, elle est
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Le gros avantage de la DFT par rapport aux méthodes ab-initio est qu’on n’a pas besoin de

completement different [15,16].

calculer la fonction d’onde entiére du systéeme a N particules, mais que seule la densité

¢lectronique totale est calculée pour obtenir toutes les propriétés de 1’état fondamental [17].
11.2. Méthodes semi-empirique

Une méthode semi-empirique [18] est une méthode dans laquelle une partie des calculs
nécessaire aux calculs Hartree-Fock est remplacé par des parametres ajustés sur des valeurs
expérimentales (I’hamiltonien est toujours parametre par comparaison avec des composés de
références). En générale toutes ces méthodes sont tres précisées pour les familles de produits
donnés voisines de celles utilisées pour la paramétrisation (CNDO, MINDO/3, NDDO,
INDO).

Elles sont trés importantes en chimie pour traiter de grands ensembles moléculaires dans

lesquels une méthode Hartree-Fock pure sans approximations est trop colteuse.

L'utilisation de parameétres empiriques peut permettre d'inclure des effets de corrélation dans
les méthodes employées. Dans les méthodes ab-initio la quasi-totalité du temps de calcul est
consommeé par les calculs des intégrales, et dans le but de réduire ce temps de calcul, il est
nécessaire de simplifier les équations de Roothann.

Une méthode semi-empirique est une méthode dans laquelle une partie des calculs nécessaires
aux calculs Hartree-Fock est remplacé par des parametres ajustés sur des valeurs

expérimentales (I’hamiltonien est toujours paramétré par comparaison avec des références).

En générale toutes ces méthodes sont trés précises pour des familles de produits données

voisines a celles utilisées pour la paramétrisation.

Les méthodes semi-empiriques ne considérant que les électrons de la couche de valence ; les
électrons des couches internes sont inclus dans le ceeur nucléaire.

e CNDOJ/2 : (Compléte Neglect of Differential Overlep/version 2) la premiere méthode
semi empirique, elle a été proposee par Pople, Segal et Santry en 1965, methode
présentant certains défauts entre autres : elle ne tient pas compte de la régle de Hund.

e INDO :( Intermediate Neglect of Differential Overlap) proposée par PopleBeveridge
et Dobosh en 1967. Elle permet de distinguer entre les états Singulets et les états

triplets d’un systéme en conservant les intégrales d’échange.
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e MINDO/3: Proposée par Bingham, Dewar et Lo en 1975. La paramétrisation est
effectuée en se référant aux résultats expérimentaux et non pas aux résultats ab-initio,
de plus I’algorithme d’optimisation utilise est trés efficace (Davidon- Fletcher-
Powell).

Cependant, elle surestime la chaleur de la formation des systemes insaturés et sous-estime
celle des molécules contenant des atomes voisins ayant des paires libres.

e MNDO: (Modified Neglect of Diatomic Overlap) Proposée par Dewar et Thiel en
1977, méthodes basée sur 1’approximation NDDO (Neglect of Diatomic Differential
Overlap) qui consiste a negliger le recouvrement différentiel entreorbitales atomiques
sur des atomes différents. Cette méthode ne traite pas les métaux de transition et
présente des difficultés pour les systemes conjugués.

e AM 1: (Austrin Model 1) La méthode est proposée par Dewar en 1985. Il a tenté de
corriger les défauts de MNDO.

e PM 3 : (Parametric Method 3) La méthode est proposée par Stewart en 1989, elle
présente beaucoup de points en commun avec la méthode AM1 ; d’ailleurs il existe
toujours un débat concernant les mérites relatifs de paramétrisation de chacune d’elles.

e SAM 1 : (Semi-ab-intio Model 1) La méthode la plus récente proposée par Dewar en

1993. Elle inclut la corrélation électronique [19].

L'avantage des calculs semi-empiriques est qu'ils sont donc plus rapides que les autres
méthodes quantiques. Leur inconvénient réside dans le fait qu'elles sont soumises a de
nombreuses approximations. En fait, peu de propriétés peuvent étre prédites de maniére
fiable, en particulier, pour des molécules de structures trop éloignées de celles utilisées pour
la paramétrisation des méthodes. En général celle-ci est réalisée afin de reproduire différentes
propriétés : géométries, énergies de formation ou encore énergies de réaction, moments
dipolaires, potentiels d'ionisation voire des propriétés spécifiques telles que des spectres
électroniques ou des déplacements chimiques RMN [20]. Le calcul semi-empirique est la

technique le plus utilisée, notamment pour 1’étude de molécules de taille intermédiaire [21].
11.3. Méthodes non quantiques (empirique)

Les méthodes empiriques sont des méthodes de mécanique moléculaire basées sur des
concepts de la mécanique classique ou les atomes et leurs électrons sont confondus en une

collection de points matériels. Ces derniers agissent les uns sur les autres par l'intermediaire

d'un potentiel empirique encore dit champ de forces ne dépendant que de la position relative

10



N /
des atomes dans I'espace. Au sein de l'ordinateur, la représentation d'une molécule consiste
donc en un ensemble de coordonnées atomiques, une liste de liaisons chimiques et un jeu de
fonctions et de parameétres constituant le potentiel d'interaction. Le potentiel empirique qui
détermine I'énergie conformationelle de la molécule est constitué de deux types de termes

représentant, respectivement, les interactions entre les atomes liés (longueur de liaison, angle

de valence, angle diédre) et les atomes non liés (Van der Waals, électrostatique) [22].
11.3.1. Huckel simple et étendue

La méthode de Huckel simple est essentiellement une méthode topologique dans le sens ou
elle permet d’exprimer rapidement la forme des OM d’un systéme. Bien qu’elle fasse
intervenir des approximations tres grossiéres, elle conduit a des résultats étonnement
pertinents qui permettent d’obtenir, au moyen de calculs triviaux, des informations
importantes sur la réactivité des molécules conjuguées. Cette méthode, aussi rustique soit elle,
permet de rationaliser un grand nombre de réactions et d’observations spectroscopiques en
raisonnant exclusivement sur la forme des OM et sur les poids respectif des OA qui les

composent ainsi que sur leurs énergies correspondantes.

La découverte de cette approche de Hiickel a véritablement constitué une petite révolution
dans le monde de la chimie et a véritablement servi de détonateur au développement de la
chimie quantique [23].

11.3.2 Mécanique Moléculaire (MM)

La Mécanique Moléculaire est apparu en 1930, et désigne actuellement une méthode de calcul
qui permet, a priori, d’obtenir des résultats de géométries et d’énergies moléculaires en se

basant sur la mécanique classique [24].

La mécanique moléculaire est basée sur un champ de force empirique, ¢’est une méthode non

quantique [25].

La mécanique moléculaire a pour but de prédire 1’énergie associée a une conformation donnée
d’une molécule. Le résultat obtenu aux propriétés physiques de la molécule observées
expérimentalement c¢’est une méthode empirique qui utilise un modele mathématique et divers

parameétres de potentiels : s’appelle un champ de force [26].

Elle permet de déterminer 1’énergie d’une molécule en fonction de ses coordonnées atomiques

et de chercher des minima de 1’énergie correspondant a des conformeéres stables [27,28].
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Utilisée les principes de la mécanique classique de Newton, l'application de la mécanique
moléculaire permet de représenter un systeme a I'échelle atomique et d'en calculer I'énergie.
Réaliser ce calcul pour différentes conformations de la structure considérée permet de
caractériser différents points de la surface d'énergie potentielle associée au systeme. Chaque
point de la surface est donc associé & une probabilité d'échantillonnage, ce qui induit la
création d'une statistique de rencontre des conformations du systeme. Cette méthode de calcul
se base sur la sommation de différents termes et est tres utilisée pour la description de

systemes de taille importante, excédant le millier d'atomes [29, 30].
11.3.2.1. Champ de force

La mécanique moléculaire ressemble aux modeles de type « tiges et boules ». Un calcul MM
aboutit a une disposition des noyaux telle que la somme de toutes les contributions
énergétiques est minimisée ; ses résultats concernant surtout la géométrie et 1’énergie du
systtme. L’idée directrice de cette méthode est d’établir, par le choix des fonctions
énergétiques et des parametres qu’elles contiennent, un modele mathématique, le « CHAMP
DE FORCE », qui représente aussi bien que possible les variations de 1’énergie potentielle
avec la géométrie moléculaire [31]. On appelle champ de force le modele mathématique
représentant I'énergie potentielle d'une molécule en mécanique moléculaire. Sous ce terme
sont en fait regroupés deux éléments : d'une part I'expression des différentes fonctions
contribuant au calcul énergétique et d'autre part les valeurs des différentes constantes

paramétrant ces fonctions. [32].

IL permet d’accéder a I’hypersurface énergétique d’une molécule en établissant un lien entre
les déformations structurales du systeme et son énergie potentielle. Il désigne a la fois
I’équation mathématique (fonction d’énergie potentielle) et les parametres qui la composent
[33]. Le développement d’un nouveau champ de force ou de paramétres demeure un défi

majeur pour les fonctions chimiques complexes [34].

Elle peut se décomposer en termes d’interaction intramoléculaire et un terme d’interaction

intermoléculaire.

Les interactions intramoléculaires ne dépendent que des coordonnées internes des molécules
c'est-a-dire des liaisons, des angles de valence, et de torsions. En fait pour, affiner

L’expression du terme potentielle est rendre plus fidele la description du systéme, des termes

12



S

7 — 2 v 2 v 2 7 2
’ intra = F élongation + I courbure + F torsion + Vcro!sé

ligison angles anglesdiédres

de couplages entre différents atomes ont été introduit. Le potentielle intramoléculaire peut

s’écrire de fagon générale:

Les interactions intermoléculaires prennent en compte les interactions qui n’interagissent pas
par des termes de liaison, d’angle de courbure et d’angle de torsion. Le potentiel non liant

s’exprime en deux termes: un terme de Van der Walls et un terme d’énergie €lectrostatique.

7 _ 14 | + 1
int ermoleéculaire van der Walls électrostatique

atomes nonliés atomes nonliés

On a donc: [35].

11.3.2.2. Différentes energies

Un champ de force est constitu¢ de plusieurs fonctions d’énergie potentielle qui dérivent les

interactions intramoléculaires entre atomes liés et non liés.

Torsion

B ond

stretching

- -

Non—Bonded Interactions
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a. Energie entre atomes liés

L’¢longation des liaisons, Estretch, est un terme destiné a réguler la distance entre deux
atomes liés de facon covalente. A l'origine, cette contribution a été exprimée sous forme d'un
potentiel de Morse ou, de maniére a simplifier les calculs, par un potentiel harmonique (en x?)
issu de la loi de Hooke qui décrit I'énergie associée a la déformation d'un ressort. Par analogie,
les champs de force sont souvent compares a des modéles assimilant les atomes a des boules

reliées entre elles par des ressorts.

Ky
Esm;f:%f@(r—ra)z ® @

kr : constante de force de la liaison.
I : longueur de liaison.

r0 : longueur de la liaison a I’équilibre

La déformation des angles de valence, Ebend, est fréquemment représentée par une

expression similaire a celle de 1'élongation de liaison et comporte souvent un terme en 6.

&

EbenF%k@( 6—6o) ; PN

2 3

kg: constante de force de déformation d’angle de valence.
0: Angle de valence.

00: angle de valence a 1’équilibre.
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La variation des angles diédres (angles de torsion), Etorsion, impose l'utilisation d'un terme
périodique. La torsion correspond a la rotation autour d’une liaison simple. L’énergie
potentielle s’exprime en fonction de 1’angle de rotation ¢ (angle diedre).

Le terme énergétique représentant la déformation des angles diédres est représenté par une

fonction développée en série de Fourier et il est calculé par la formule [36].

Eggﬂ:%ZAz.n[Hcos(ngb—m)] 2 3 [ o= )

4 Projection ce newrnan

A, : constante de force.
N : périodicité de Ai,n.
¢; : angle de torsion.

®: Angle de phase.

b.Energie d’interaction entre atomes non liés
Le potentiel non liant s’exprime en trois termes : un terme de Van der Walls, terme d’énergie

électrostatique et un terme des liaisons hydrogene (Eatomes-non-ligs) [37].

Les interactions de VVan Der Waals sont des dip6les non permanents de faible rayon d’action
Elles sont nombreuses et contribuent essentiellement dans la recherche de la concordance
stérique entre le ligand et la protéine réceptrice [38].

I1 est constitue d’un terme répulsif en rij -12 représentant le principe d’exclusion de Pauli et la
répulsion internucléaire a courte distance. Il contient également un terme attractif en rij -6
représentant les interactions d’origine dipolaire dues aux fluctuations des nuages

électroniques de chacun des atomes (forces de London) [39].
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La distribution asymétrique des électrons dans les orbitaux induits de dipdles instantanés. Ces
dipdles oscillent et produisent une force attractive : la force de dispersion de London. A trés
courte distance, la répulsion entre les deux nuages électroniques est tres forte.

E; =!ij.—

B.

! rij : La distance entre les deux atomes.

A; B,
6 + 12
P.'j Pf}- Ajj et B;j constantes de Van Der Waals

Remargue : Chaque atome posséde un rayon de Van der Waals caractéristique. La distance de
contact ou distance optimale entre deux atomes, c'est-a-dire la distance pour laquelle I'énergie de

van der Waals est minimum, correspond a la somme de leurs rayons de van der Waals.

Il s'agit des interactions entre deux atomes portant chacun une charge.

L'énergie de cette interaction est décrite par la loi de Coulomb :

Eef#c* — quqj /Dr;j

di, g; : sont les charges portées par les atomes,
rij - la distance entre les deux atomes et

D : le constant diélectrique du milieu.

Cette constante diélectrique est une propriété macroscopique du milieu environnant les
charges; son évaluation n'est pas aisée. Elle prend les valeurs 1.0 et 78,8 dans le vide et dans
I’eau respectivement, alors que des valeurs de D entre 4,0 et 7,0 sont employées pour simuler

un environnement de protéine [40].

Les liaisons hydrogéne sont le résultat des interactions électrostatiques (70%) et de van der
Waals (30%) entre un atome électronégatif (généralement un atome d’oxygeéne ou d’azote)

portant un doublet d’¢lectron libre et un atome d’hydrogeéne porté par un atome €lectronégatif

[41].

Al B I I
1 - ]COS B4 5D COSO aamp

ELiais on-hydro zene = z [
2 I_1 ]
Tup AD
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A’, B’ : parametres dépendant de la nature du donneur et de I’accepteur de liaisons H, distants
de r AD.

0a-1-p : angle formé par 1’accepteur (A), ’hydrogéne (H) et le donneur (D).

0aa-a-H : angle formé par I’antécédent de 1’accepteur (AA), A et H.

m, n : exposants donnes par letypede Det A, m=0,2,4;n=0, 2.
11.3.2.3 Différents champs de force en mécanique moléculaire

En mécanique moléculaire, il existe un grand nombre de champs de forces, plus ou moins
specialises dans un domaine d'applications précis. Nous ne citerons ici que les plus connu

donc Les champs de forces en MM peuvent étre groupés en trois classes principales [42] :

Champs de force contenant uniquement les termes harmoniques.

Champs de force utilisant les termes d’ordre supérieur (cubique, quadratique,...).

Champs de force suggérés par Allinger et col [43] ne considérant pas que les termes de la
mécanique moléculaire classique mais aussi les effets chimiques comme 1’électronégativité.
Dans ce qui suit on va présenter les principaux champs de forces utilisés dans les calculs de la
MM.

AMBER [44-50] (Assisted Model Building with Energy Re-finement) est le champ de
forces le plus connu, et I'un des plus utilises. 1l a été développé par le groupe de Peter
Kollmann, puis de David Case. Il existe plusieurs versions de ce champ de forces. Ce
champ de forces est tres spécifigue a I'étude des systémes biologiques, et plus
particulierement aux protéines et aux acides nucléiques. La version GAFF (Generalized
AMBER Force Field) de ce champ de forces a été développée pour les molécules
organiques.

MM2/MM3/MM4 : MM2 est le premier champ de force développé par Allinger et col
[51-53].

OPLS : Il est élaboré par W. L Jorgensen et J. Tirado Rives [54].

GROMOS : développé par Van Gusteren [55].

CHARM (Bio+) : Développé par Karplus et col [56-59].

SPASIBA : élaboré par Geérard Vergoten et col. (1995).11 combine le champ de force

spectroscopique modifié de Urey-Bradly-Shimanouchi [60] et le champ de force AMBER.
EMO : Le programme Emo (Energy Of Molecule), est développé par B. Blaive [61-65].
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11.3.3. Dynamique Moléculaire
11.3.3.1. Introduction

L’objectif de la modélisation moléculaire est notamment d’obtenir des valeurs
macroscopiques a partir de données microscopiques. Pour cela, il faut accumuler un grand
nombre de statistiques (échantillonnage du systeme). Cette statistique sera dépendante de
I’ensemble thermodynamique du systéme, c’est-a-dire un ensemble statistique représentant la

probabilité de distribution des micro-états du systeme [66].

On se trouve alors en présence d’un assemblage de masses, de ressorts et de vitesses et donc

le probléme peut étre résolu en intégrant la seconde équation de mouvement de Newton.

—

— — d r.(z)

F =ma, =m ———
dt~

F i : Vecteur force agissant sur I’atome i.

m ; : Masse de ’atome 1.

a i : Vecteur accélération de 1’atome 1.

ri: La position de I’atome i.

Les vitesses sont appliquées de facon aléatoire sur les atomes (sphéres) selon la température
choisie pour I’expérience. En utilisant la DM, on peut étudier la flexibilité ou la rigidité des
biomolécules, mesurer les interactions intermoléculaires entre la protéine et les ligands ou
d’autres biomolécules, calculer I’énergie libre ou bien étudier ’effet du solvant sur la
structure des biomolécules. Parmi les algorithmes intégrateurs les plus souvent implémentés

dans les logiciels se trouvent les algorithmes de Verlet et de Verlet-Leapfrog [67].

Dans le modéle trés simpliste des premiéres simulations réalisées sur des phases condensées
par Alder et Wainwright en 1957 [68] des sphéres rigides identiques sont utilisées pour
représenter les atomes, chacune se déplacant en ligne droite et a vitesse constante entre des
collisions. Celles-ci sont parfaitement élastiques et se produisent quand la distance entre les

centres de deux sphéres est égale au diametre d’une sphere.

Depuis, de nombreux modéles ont été développes pour tenter de decrire de fagon plus réaliste

les interactions entre particules lors des simulations. Ces modeéles peuvent étre regroupés en
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deux catégories principales : les modeles paramétrés (ou classiques) et les modeles ab-initio
[69].

11.3.3.2. Calcul de dynamique moléculaire
Une simulation de dynamique moléculaire se réalise genéralement en quatre étapes :

1- Une étape de minimisation de la structure initiale destinée a éliminer les contacts stériques.

2- Une étape dite de thermalisation au cours de laquelle les vitesses des atomes sont
augmentées progressivement afin d’atteindre la température finale choisie.

3- Une étape d’équilibration pendant laquelle les vitesses ne sont plus modifiées. L’énergie
cinétique se répartit sur toute la molécule afin d’atteindre son état d’équilibre.

4- Enfin, pendant la derniére étape, appelée dynamique productive, les coordonnées et les
vitesses sont sauvegardées pour une analyse de la dynamique.

Deux points importants doivent étre pris en compte:

La température d’une molécule ou agitation thermique correspond en réalité a 1’énergie
cinétique des atomes de la molécule puisque [70] :

L 2 3.
'E-:'r'nén'qr:e' = T Z 17”!.11!_ = T ‘Mﬂb T

V2 : Valeur de la moyenne carrée de la vitesse.
N : Nombre d’atomes du systeme.
Kb : Constante de Boltzmann.

T : Température absolue.

11.3.4. Docking Moléculaire ou I’Amarrage moléculaire (AM)

Docking (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en frangais) est le nom donné aux
simulations moléculaires dans lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier
les modes d’interaction entre deux molécules. Dans la plupart des cas, il s’agit d’un récepteur
macromoléculaire le plus souvent une protéine (cible) et d’une petite molécule (ligand). Le
terme docking seul est couramment employer pour désigner un « docking protéine-ligand »
[71].

Le docking moléculaire in silico vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir
des molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher

et plus rapide que l'utilisation des méthodes expérimentales (figure 1-1).
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Les logiciels de docking sont donc des outils trés utiles en biologie, pharmacie et médecine,
car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui interagissent avec une
cible biologique d'intérét thérapeutique, généralement protéique (récepteur), afin d'influencer

le mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée [72,73].

Le docking moléculaire a pour but de déterminer le mode d’interaction d’un complexe forme
de deux ou plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans 1’espace et des

conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur [74].
11.3.4.1. Principe

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes : le docking proprement dit

et le scoring.

» La premicre (le docking) est 1’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site
actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses)
possibles, en ne retenant que celle qui représentent les modes d’interactions les plus

favorables.

* La deuxiéme (le scoring) est I’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’affinité entre le

>T=7<
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ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de docking. Ce

score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées [75].

ligand

“ docking scoring
— up — P
complexe

. etc

recepteur

Figure 1-2 : Principe général d’un programme de docking.

11.3.4.2. Représentation du systeme

Il existe trois facons de représenter le systeme moléculaire : les représentations par atomes,

par surface ou par grille [76] :

v’ La représentation atomique, trés complexe, est généralement associée a une fonction
d’énergie potentielle et n’intervient que dans le stade final de la procédure de recherche pour

affiner le résultat sans trop de dépense informatique [77].

v De nombreuses approches de docking représentent les molécules par une surface, elle-
méme ramenée a des caractéristiques géométriques : la surface proposée par Conolly en 1983
est construite a partir des rayons de van der Waals des atomes exposés reliés par un réseau de
surfaces concaves ou convexes [78,79]. La recherche conformationelle s’opére ensuite par
complémentarité de surface jusqu’a trouver les minima et maxima d’affinité [80,81]. A cette
représentation géométrique, il est possible d’ajouter des termes énergétiques, €lectrostatiques

par exemple, pour compléter le modele [82,83].

v" La représentation de la molécule par une grille d’énergie potentielle est une autre approche

trés utilisée. Introduite par Goodford en 1985, elle fait généralement appel aux interactions
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électrostatiques et de van der Waals pour décrire la contribution énergétique du récepteur, qui

n’a alors qu’a étre lue durant le scoring [84].

On peut distinguer trois niveaux de docking :

est bien sdr le plus simple et demeure encore souvent employé pour

I’amarrage protéine-protéine. Rigid

OO

est "asymétrique" généralement utilisé pour 1’amarrage protéine-

ligand, le ligand étant considéré comme flexible, la protéine gardée rigide.

O Semi-rigid

— &

enfin, traite la flexibilité des deux molécules, mais la flexibilité
permise est limitée, simplifiée par des modeles [85].

Flexible —
@ 8

Afin d’éviter des calculs que les machines ne peuvent résoudre ou seulement dans des temps

bien trop importants, plusieurs approximations sont possibles. Les algorithmes de recherche

de la flexibilit¢ du ligand peuvent se classer en trois principes, nommés combinatoire,

stochastique et déterministe [86].

Le but du Docking Moléculaire est de déterminer le mode d’interaction d’un complexe formé
de deux ou de plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans I’espace et des

conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur [87].
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Un processus de « Docking Moléculaire » peut étre résumé en trois étapes :
e Caractérisation du récepteur et I’identification du site de fixation.

e [’orientation du ligand dans le site de récepteur.

e [’évaluation de I’orientation du ligand et de son adéquation au récepteur.

11.3.4.3. Quelques programmes de Docking moléculaire

De fagon plus générale, le choix d’un programme donne pour un criblage virtuel par docking
doit répondre a la question suivante : << Que veut-on obtenir, en combien de temps, et avec

quelle précision ? > [88-90].

Parmi ces programmes d'amarrage moléculaire on peut trouver : comme GOLD [91], FlexX
[92], DOCK [93], AutoDock [94], MOE [95] ou bien UCSF Chimera [96] et Molegro Virtuel
Docker (MVD)[97,98].

L’utilisation des programmes de docking a conduit a de nombreux succés dans le domaine de

la découverte de nouvelles molécules bioactives [99,100].
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A

. Introduction

La biochimie se propose d’écrire en termes moléculaires les phénomeénes biologiques, les
premieres caractéristiques des organismes vivants et leur composition chimique
qualitativement différente de celle de I’environnement dans lequel vivent ces organismes.
Ainsi que les organismes vivants sont constitués par 99% de carbone, oxygene, azote et

hydrogene [1].

On peut distinguer quatre grandes familles de molécules biologiques : les glucides, les lipides,
les acides aminés et protéines, les nucléotides et acides nucléiques. Elles-mémes comportent

deux types de molécules :

e les petites molécules : sucres, acides gras, acides aminés et nucléotides qui

transportent 1’énergie, transmettent les signaux et s’assemblent en macromolécules

e les grosses molécules, polyméres des ces petites molécules : respectivement les
polysaccharides, les lipides, les protéines et les acides nucléiques. Certaines de ces molécules
comptent des milliers d’atomes et pour cette raison, sont souvent qualifiées de
macromolécules. Elles présentent donc une complexité incroyable, mais peuvent étre plus
facilement décrites lorsqu’on s’intéresse a leur structure architecturale. En effet, a I’exception
des lipides qui forment une famille plus hétérogéne, les molécules biologiques sont des

polymeres, édifices constitués de motifs unitaires et répétés, reliés par liaisons covalentes.

Ces éléments unitaires sont polarisés, conférant a la macromolécule une polarité structurale.
La séquence d’enchainement des sous-unités, ainsi que leur orientation, font des molécules
biologiques des molécules porteuses d’une information lisible. Elles n’ont cependant pas
toutes le méme potentiel : les acides nucléiques et les protéines portent des informations
particuliérement riches. La séquence est donc un premier ¢élément d’identité. Le second
¢lément capital est I’architecture tridimensionnelle des édifices supramoléculaires. C’est a ce
niveau qu’intervient la complexité des molécules biologiques : la chaine polymérique les
constituant peut s’enrouler dans 1’espace en créant une architecture trés complexe, unique,

ordonnée et spécifique, dont découle la fonction et la reconnaissance de la molécule [2].

31



A

Il. Les protéines

I11.1. Introduction

Les protéines sont parmi les molécules les plus importantes du monde vivant. Ce sont en

quelque sorte les abeilles ouvriéres de tout organisme [3].

Le terme « protéine » vient du grec « protos » qui signifie « premier, essentiel », elles sont
découvertes a la fin des années 1830 par un chimiste hollandais, Gerhard Mulder [4]. Elles
sont constituées par une ou plusieurs chaines polypeptidiques qui sont des copolymeres
d’environ une vingtaine d’acides aminés appartenant a la série L. Ces acides aminés sont liés

entre eux par des liaisons amides : les liaisons peptidiques [5].

Les protéines représentent plus de la moitié¢ de la masse d’une cellule, a I’exclusion de 1’eau,
et sont responsables de la plupart, des fonctions intra et inter cellulaires. Elles gérent par
exemple la réplication de I’ADN et le maintien des équilibres chimiques. Ces fonctions sont

fortement liées aux formes spatiales que prennent les protéines dans le milieu cellulaire [6].
11.2. Définition

Les protéines sont des macromolécules constituées d’enchainement d’acides L-aminés réunis
par liaisons peptidique essentielles a ’activité biologique, elles interviennent en tant que
régulateurs, catalyseurs (les enzymes), transporteurs, élément de structure, élément

contractiles, récepteurs de message, groupe servant a la reconnaissance cellulaire [7].

D’un point de vue chimique, les protéines sont des polymeéres non branchés d’acides aminée
liés par la formation de liaisons peptidiques covalentes, entre le groupe a-carboxylique d’un

acide aminé et groupe a-amine de 1’acide aminé suivant [8].

Les protéines sont des macromolécules biologiques constituées par des séquences d’acides
aminés réunis par des liaisons peptidiques et pourvues d’une structure tridimensionnelle

complexe [9].
11.3. Structure des protéines

Les protéines sont des macromolécules constituées d’un enchainement d’acides aminés unis

par des liaisons peptidiques [10].
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11.3.1. Les acides aminés

Les acides aminés sont chimiguement variés mais ils contiennent tous un groupement acide

carboxylique et un groupement amine portés par le méme atome de carbone appelé ** carbone

29
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Figure 11-1 : Structure des acides L-a-aminés.

IIs servent de sous-unités dans la synthese des protéines, longs polymeéres linéaires d'acides
aminés attachés les uns aux autres par une liaison peptidique entre le groupement carboxyle
d'un acide aminé et la fonction amine du suivant. Bien qu'il existe de nombreux acides aminés
différents, seuls vingt sont retrouvés dans les protéines, chacun possédant une chaine latérale
différente liée au carbone-o. Les propriétés des chaines latérales, dans leur ensemble,
déterminent les propriétés des protéines et sont a l'origine de toutes leurs fonctions

sophistiquées [11].
11.3.2. La liaison peptidique

La liaison entre deux acides aminés, appelée liaison peptidique, est représentée sur la figure
I1-2. Elle se forme par une réaction de condensation entre le groupe a-carboxyle d’un acide
aminé et le groupe a-amine d’un autre acide aminé donnant lieu a une liaison amide. Il en
résulte une chaine d’acides aminés constituant des peptides ou des protéines suivant le
nombre d’acides aminés impliqués. Le terme protéine désigne les chaines polypeptidiques
dont le nombre de résidus est supérieur a 100. Lorsque le nombre de résidus est inférieur a
50, on parle de peptides, entre 50 et 100, on parle indifféeremment de peptides, de petites

protéines ou de polypeptides. Les groupes libres situés aux extrémités opposées d une chaine
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peptidique sont appelés le groupe N-terminal pour le groupe amine et le groupe C-terminal
pour le groupe carboxyle [12].

\“" H;0

Plan peptidique Liaison peptidique

11.3.3. 1. Structure primaire

Elle est définie par la composition et I'enchainement des aminoacides.
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Les bases de données de protéines et les programmes informatiques disponibles permettent a
partir de la structure primaire d'une protéeine d'étudier :

% des familles moléculaires de protéines.

% des problémes d'évolution moléculaire.

% de déterminer des "signatures” spécifiques de protéines ayant la méme fonction, ce
sont des motifs ou pour chaque position, on peut évaluer la probabilité de présence d'un ou

plusieurs aminoacides spécifiques [13-14].
11.3.3. 2. Structure secondaire

La structure secondaire résulte d’un repliement local de la protéine crée par des interactions
stériques et électrostatiques et stabilisée par des liaisons hydrogene. Cette structure a été
découverte en 1951 par Pauling, Corey et Branson [15-17] qui ont déterminé plusieurs motifs

structuraux caractéristiques.

On distingue deux angles de torsion principaux dans un résidu (Figure 11-4) :
» @, angle C-N-Ca-C ;
> V¥, angle N-Ca-C-N ;
La liaison peptidique étant plane, I’angle Q (Ca-C-N-Ca) est bloqué sur une valeur proche de

180°, ce qui maintient la liaison peptidique dans la conformation trans.

L’angle y définit la rotation de la chaine latérale du résidu [18].

Armicle
rlanrnes

Asmnicle prlarse

< LSO, sy 1 SO0

Fiaure 11-4 : Angles diédres @ et v de la rotation de la liaison peptidique.
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Dans cette conformation de protéine les atomes d’oxygenes des carbonyles et les atomes
d’hydrogene des amides d’un grand nombre des liaisons peptidiques participent a des liaisons
d’hydrogénes qui lient un groupe peptidique & un autre groupe peptidique. Ce type de
structure (Figurell-5) tend a se former de fagon coopérative sur d’importantes parties de la

chaine polypeptidique.

En plus des hélices, un autre type de structure, couramment observé dans les protéines, résulte

de la formation locale, coopérative, de liaisons hydrogéne.

C’est le feuillet plissé, ou le feuillet B plissé. Cette structure avait également été postulée par
Pauling et Corey, dés 1951, elle est a présent observée de nombreuses protéines. Un feuillet B
plissé peut étre visualisé en placant cote a cote de fines bandelettes de papier plissées (Figure
11-5). Chaque bandelette de papier peut alors représenter un unique brin de polypeptide dans
lequel le squelette peptidique fait des zigzags le long de la bandelette, les atomes de carbone a
¢tant a D’emplacement des plis. Les feuilles B plissés peuvent étre soit paralléles soit

antiparalleles [19].

hélice a

feuilletp

Figure 11-5 : Conformations o et B de la structures secondaires d’une protéine (référence PDB : 1CF3).
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11.3.3.3. Structure tertiaire
La conformation générale d'une protéine dans I'espace s'appelle structure tertiaire.

Elle correspond a l'agencement des structures secondaires entre elles. Les liaisons qui

interviennent dans le maintient de cette structure sont multiples.

> Liaisons fortes = covalentes = ponts disulfures S-S entre deux cystéines.

» Liaisons faibles = hydrogenes, ioniques, hydrophobes.

Conséquences : rapprochement dans l'espace des AA parfois éloignés dans les structures

primaires.

La structure tertiaire est a lI'origine de la forme globale de la protéine native. Elle va permettre
a la protéine de former dans I'espace des «domaines» indispensables a sa fonction (par ex un

site actif pour une enzyme) [20].

< Liaison H ——:
C=0---H~— = & /'.‘ ”
- =0 > -
il | g S
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o=c N—H = HO =
7 * s //._I‘
_N-—H---O=C = c—N—C¢ o
< P ghi— _/ i
Sy - p S Q
SO oMo o :, "
g R - SN s
/ & o e _—C
o= N-H < iy L5 o /c = o <N
N—#H---O=C = 11 =0
& = > c—N—C < o
N - r\ 7z " ( N\ e
G =0---H—#f < ° & c—x
N C=0 e < n ¥
< L . 8 b’, Pas de structure
Feuillet béta Heélice o 24 définie

alpha ’_

Structure tertiaire [
(forme finale)

Protéine
Copyright © 2001 Benjamin Cummings. an imprint of Addison Wesley Longman. Inc.

Figure 11-6 : Structure tertiaire de la protéine.

11.3.3.4. Structure quaternaire et assemblage moléculaire

La structure quaternaire d’une protéine résulte de 1’association de plusieurs chaines
Polypeptidiques ou sous-unités [21-22]. Ces sous unités peuvent étre identiques comme c’est

le cas de I’hémoglobine (Figure 11-7) ou bien radicalement différentes.
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Cet assemblage est alors nommé structure quaternaire et chaque chaine polypeptidique est un

monomere. Les protéines ayant une structure quaternaire sont dites multimeriques.

L’association des monomeéres est principalement stabilisée par des interactions non-covalentes
[23].

Ces interactions sont de différents types :

»  Les interactions électrostatiques comprennent les liaisons hydrogenes et les liaisons
ioniques (ou pont salins) [24].
»  Les interactions de Van der Waals correspondent aux forces d’attraction et de répulsion

existant entre les atomes et ont principalement un réle a courte distance.

»  L’effet hydrophobe est le facteur le plus important pour la stabilit¢ d’une structure

protéique et une force majeure dans le processus de repliement [25].

Chapitre

Figure 11-7 : Représentation schématique de la structure quaternaire d'une

>T=1<




11.4. Fonctions des protéines
Les protéines ont des fonctions tres diverses :

e Enzyme : Ce sont les catalyseurs des réactions biologiques et permettent a ces
réactions, de la plus simple a la plus compliquée, de se produire a 37°C.

e Protéines de structure : Elles constituent la charpente des tissus vivants (peau,
cheveux, muscles).

e Protéines de défense : Citons les immunoglobulines, protéines de la coagulation
(fibrinogene, thrombine).

e Protéines régulatrices : exemple de certaines hormones telles que l'insuline,
hormone du pancréas, avec une séquence de 51 AA, qui régule le taux de sucre dans le sang.

e Protéines de transport : Protéines du plasma fixant et transportant des molécules ou
des ions d'un organe a un autre, comme par exemple I'hnémoglobine des érythrocytes.

e Protéines contractiles ou motrices : Elles peuvent se contracter et modifier leur
forme, comme par exemple 1’actine et la myosine dans les fibres musculaires.

e Protéines de stockage : I'ovalbumine, principale protéine du blanc d’ceuf, caséines,
principales protéines du lait, et des protéines existant dans les graines de nombreux végétaux
(blé, mais, riz) [26].

Troisiemement, la cellule utilise des protéines de structure pour former son cytosquelette, ce
qui lui permet de conserver sa forme ou méme, dans le cas des cellules mobiles comme les

globules blancs ou les organismes unicellulaires, de modifier cette forme [27,31].

11.5 Réles des protéines

Les protéines possedent un réle structurale et fonctionnelle et de réserve "il n y a pas de vie
sans eau mais non plus sans protéine". Du point de vue qualitatif les protéines participent a
tout I'événement physiologique. Elles jouent un rdle essentiel dans les fonctionnements des

cellules vivantes. Les réles des protéines sont :

Energétique : dans une ration quotidienne équilibrée, la part en protéine doit correspondre a

15% des apports énergétiques totaux. L’oxydation d’un gramme de protéine délivre 4kcals.
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> Biologique : les protéines de structure participent a la formation des tissus de
I’organisme, a la composition des membranes cellulaires et des organites intracellulaire,
citons le collagéne, la myosine, la kératine.

» Regulatrices: les protéines hormones, enzymes, hémoglobine, de récepteurs et
immunoglobulines assurent de nombreuses fonctions physiologique. Nous avons comme
exemple I’insuline régulatrice du taux de sucre ou l’ocytocine régulant les contractions

utérines lors de 1’accouchement [32,33].

11.6 Propriétés des protéines

11.6.1. Solubilité

Elle se définit par la quantité maximale de protéine pouvant se dissoudre dans 1L de solvant.
Les protéines sont insolubles dans des solvants organiques et leur solubilité dans I'eau dépend
de leur composition en AA ainsi que de la séquence des AA. De nombreux facteurs

influencent la solubilité d'une protéine donnée.

Il sagit de I'influence de la concentration en sel de la solution.

e Effet dissolvant: les ions du sel réduisent les attractions existantes entre plusieurs
molécules de protéines. Ceci facilite leur dispersion (évite leur agrégation) et donc

augmente leur solubilité.

o Effet de relarguage: il se créé, au-dela d'une certaine concentration en sel, une
compétition vis a vis des molécules d'eau entre les ions du sels et ceux de la protéine.
Les molécules de protéine se retrouvent donc déshydratées, elles ont alors tendance a

s'agréger et a précipiter. Phénomeéne réversible par dilution.

Le minimum de solubilité d'une protéine est atteint quand le pH du milieu atteint le Phi de

la protéine.

L'utilisation de solvants organiques somme I'éthanol ou I'acétone insolubilise les

protéines.
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11.6.2. Propriétés optiques

Les solutions protéiques absorbent et diffusent la lumiére. Les propriétés optiques sont en
rapport avec la concentration de la solution, avec la taille et la forme des molécules. Ces
propriétés sont importantes pour I'étude et le dosage des protéines. On peut également

déterminer les caractéristiques géometriques d'une protéine par diffusion de la lumiére.
11.6.3. Propriétés osmotiques

Les proteines ne sont pas dialysables car elles ne diffusent pas, notamment du a leur taille, au
travers de membrane perméable. Les protéines développent une pression osmotique qui
intervient dans les échanges cellulaires ou dans les échanges des secteurs hydriques de

I'organisme.
11.6.4. Propriétés d'ionisation

Toute protéine posséde un nombre important de groupements ionisables caractérisés par leur
pK. Ces propriétés sont ¢ la base des techniques de séparation et de caractérisation des

protéines (électrophorese ou chromatographie) [34].
I11. Les enzymes

I11.1. introduction

En 1815, Louis Joseph Gay-Lussac décrivit la fermentation alcoolique par des micro-
organismes. La premiére enzyme (la diastase) ne fut découverte qu’en 1833 par Anselme
Payen et Jean-Francois Persoz. Enfin, en 1836, Theodor Schwann isolera la pepsine qu’il
avait déja décrite en 1834. C’est la premicre enzyme isolée a partir d’un tissu animal [35]. La
survie du corps humain nécessite I'implication d'une multitude de réactions chimiques qui se
déroulent dans un environnement ou les conditions ne leur permettent pas nécessairement de
se dérouler a une vitesse adéquate. Les enzymes, catalyseurs biologiques, permettent aux
diverses réactions de se produire adéquatement tout en préservant I'environnement nécessaire
[36].
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Les enzymes sont toutes des protéines qui ont un role de catalyseur. Elles sont spécifiques

111.2. Définition

d'un substrat et d'une réaction. Elles ont une vitesse propre, des conditions optimales définies

(pH, température ...) et elles sont thermolabiles (= efficacité est fonction de la chaleur).

Leurs fonctions de catalyseur leur permettent, en nombre peu important, d’abaisser la barri¢re
énergeétique de certaines réactions, d'augmenter leur vitesse, sans étre consommeées par la

réaction. Elles ont un fort pouvoir catalytique .Les enzymes sont constituées de deux parties :

e Le site de reconnaissance (ou site de liaison au substrat); permettant de fixer le

substrat grace a certains acides aminés.

e Le site catalytique (ou a lieu la transformation du substrat) permettant de transformer
le substrat grace a des acides aminés qui interagissent avec le substrat. [37].

111.3. Nomenclature

Chaque enzyme est assignée un code a quatre chiffres par la Commission des Enzymes (EC)

de I’union International de Biochimie Moléculaire :
Nom de I’enzyme (EC W.X.Y.Z) :
EC- systeme numérique de la commission des enzymes.

W : indique la réaction catalysée (1-6).
X :indique le substrat général (ou groupe de substrats) implique.
Y :indique le substrat spécifique ou la coenzyme.

Z : le numéro de série de I’enzyme.
Prenons I’exemple du glucose oxydase : EC 1.1.3.4. Ce chiffre est explicité ci-dessous :

EC 1 : Oxydoréductase.
EC 1.1 : Agissant sur le groupe CH-OH du donneur.
EC 1.1.3 : Avec l'oxygene comme accepteur.

Le dernier chiffre est le numéro individuel de I’enzyme [38].
I11.4. Classification des enzymes

On peut trouver 6 classes d’enzymes :
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1-Oxydoreéductases : Réaction redox portant sur différents résidus, associant des coenzymes,
des cytochromes, des accepteurs comme O, ...
2-Transférases : Transfert d’un groupement carboné, phosphoré, azoté, etc. d’une molécule a
une autre.
3-Hydrolases : Elles catalysent la coupure d’une liaison en deux sous 1’action de I’cau.
4-Lyases: Catalysent I’enlévement ou I’addition d’un groupement autrement que par
hydrolyse.
5-1somérases : Elles catalysent les réactions d’isomérisation (changement de la formule
développée sans changer la formule brute).
6-Ligases : Création d’une liaison entre 2 molécules couplée avec la dégradation d’une

liaison a haut potentiel énergétique [39,40].
I11.5. Notions de spécificité

La spécificité est I'une des caractéristiques principales de I’action enzymatique. Elle permet
d’éviter la formation de sous-produits qui a lieu avec les catalyseurs chimique. La spécificité
se manifeste, d’une part vis-a-vis de réaction catalysée par 1’enzyme, d’autre part vis-a-vis du

substrat de la réaction [41].

Substrat Complexe
Enzyme-Substrat
Site actif @@ /

S S "
e —
Enzyme —— fﬂ @

-
“o

T Produits

Figure 11-8 : Représentation schématique de la notion de spécificité.

I11.6. Le site actif
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C’est la région de ’enzyme qui permet la reconnaissance et la fixation de substrat, il est aussi

le siege de la catalyse (site de la catalyse).

Il s’agit d’une structure spatiale : poche interne hydrophobe, qui apparait lors du repliement

de la protéine dans sa structure tertiaire.
Deux modeles ont eté proposes pour élucider cette spécificité :

v' Modele de fisher (1890) : modéle de la clé et de la serrure La forme de substrat (clé)

est complémentaire de celle de site actif de I’enzyme (la serrure).

Key (substrate) Lock (enzyme)

Substrate

r/ Active site
&

l L

Lock-Key Complex Enzyme-Substrate
Complex

v' Modéle de Koshland (1985) : modéle de I’ajustement induit L’enzyme n’est pas
rigide, mais flexible, ’enzyme et le substrat adaptent mutuellement leurs formes respectives,

qui ne sont complémentaire qu’au sein du complexe enzyme substrat.

Chapitre

o m
Active Site
Enzyme ~
Enzyme -Substrate
Complex

Induced-fit Model. - The enzyme active site forms a complementary
shape to the substrate after binding.

© Figure 11-10 : Site actif, modele de Koshland [42].
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Les enzymes accélérent des réactions chimiques qui peuvent se produire naturellement, mais a

111.7. Comment fonctionnement les enzymes

des vitesses beaucoup plus lents. Une des caractéristiques des enzymes est qu'elles ne sont pas
utilisées ou transformées durant une réaction chimique. Elles peuvent donc servir plusieurs
fois. Le principe d'action est basé sur le fait que la plupart des réactions endothermiques
nécessitent un apport d'énergie afin de deémarrer. Cette énergie initialement requise est
appelée 'ENERGIE D'ACTIVATION. Alors qu'on peut amorcer une réaction en apportant de
I'énergie, une enzyme agit plutét en se liant aux réactifs de facon a faciliter leur réaction et
ainsi abaisser I'énergie d'activation requise. La température de I'environnement cellulaire est
alors suffisante pour faire franchir le seuil de I'énergie d'activation aux réactifs et les faire
réagir [43].

111.8. Complexe Enzyme-Substrat

La formation initiale d'un complexe [Enzyme-Substrat] E-S ou complexe de Mchalis

Menten-Henri, NON covalent, fit suggérée d'apres les observations suivantes :

Le haut degré de spécificité de la reconnaissance d'un substrat par le site actif d'une enzyme.

Pour I'expliquer, Emil Fisher suggéra en 1894 que cette reconnaissance résulte d'une tres forte
complémentarité des structures (mais aussi de la nature chimique des groupements
réactionnels) du substrat et de I'enzyme qui le fixe, comme le sont une clé et la serrure dans

laguelle elle entre.

La forme de la courbe dite de saturation (Victor Henri, 1902 et Adrian Brown, 1902) : vitesse

initiale de la réaction enzymatique en fonction de la concentration en substrat ou vi = f ([S]).

Le fait que les substrats protégent souvent les enzymes de l'inactivation (O'Sullivan &
Tompson, 1890).

L'hypothése "clé -serrure”, bien gu'extrémement satisfaisante, ne peut cependant pas rendre

compte de certaines observations :

Certains composes qui ressemblent chimiquement & un substrat mais qui ont des groupements
moins volumineux ne sont pas catalysés, bien gqu'ils doivent encore mieux s'insérer dans le site

actif.
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Il existe un mécanisme enzymatique a deux substrats appelé "fixation ordonnée" pour lequel
un substrat B ne peut se fixer que si le substrat A I'est déja. Or, selon I'hypothese "clé -
serrure”, le substrat B devrait se fixer d’emblée [44].

Site
actif

Substrat \

Figure 11-11 : Complexe Enzyme - Substrat

111.9. Inhibition enzymatique

Toute molécule qui modifie la vitesse de réaction enzymatique est appelé effecteur. Les
effecteurs qui augmentent 1’activité enzymatique sont des activateurs, et ceux qui la diminuent
sont des inhibiteurs. Certaines molécules peuvent selon des conditions, se comporter comme
un activateur ou un inhibiteur [45]. L’inhibition de I’activité enzymatique est un mode de
régulation primordial des voies métaboliques dans la cellule, d’autant que les inhibiteurs

naturels peuvent prendre de multiples formes : antibiotiques, toxines, drogues, poison [46].
II1.10. Différentes types cinétiques d’inhibiteurs d’enzymes

Les inhibiteurs réversibles s‘associent aux enzymes par des liaisons non covalentes comme
des liaisons hydrogene, des interactions hydrophobes et des liaisons ioniques. De nombreuses
liaisons de faible énergie entre inhibiteur et site actif se combinent pour produire une liaison
forte et spécifique. Contrairement aux substrats et aux inhibiteurs irréversibles, les inhibiteurs
réversibles ne subissent pas de réaction chimique lorsqu'ils se lient a I'enzyme et peuvent étre

facilement éliminés par dilution ou par dialyse [47].
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111.10.1. Inhibiteurs réversibles

Liaisons non-covalente (ou covalente) peu stable de I’inhibiteur a I’enzyme (complexes EI,
ESI). L’inhibition est réversible (peu étre levée) i.e. I’enzyme n’est pas irréversiblement
inhibée :

» Inhibiteurs compétitifs : Dans ce type d’inhibition I’inhibiteur compétitif se lic au
méme site que le substrat. On pourrait dire que cette inhibition est un mécanisme ou la
fixation de I’inhibiteur empéche celle du substrat.

Le mécanisme réactionnel est le suivant :

1{1 kcat
E + 5 ES —— E + P
k
+
I
k;
El

» Inhibiteurs incompétitifs : Un inhibiteur incompétitif (un-compétitif) ne se fixe que

sur le complexe ES (le site de fixation de I est induit par celle de S).

Keat

ES E + P

E + S

ks

_|_

I
e
ESI —
> Inhibiteurs non-compétitifs purs : Un inhibiteur non-compétitif peut se fixer sur E

et sur ES (mais n’est pas en compétition avec S pour sa fixation a I’enzyme).
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» Inhibiteurs non-compétitifs mixtes : Dans le cas d’un inhibiteur non-compétitif
mixte, les affinités de E pour | (K i) et de ES pour I (K’;) sont différentes. 1l en résulte que les
affinités de E pour S (K s) et de EI pour S (K’s) sont également différentes.

ky k

E =+ § ES " _ E + P
k4

+ +

I I

K; K,

El + S —=
k'

111.10.2. Inhibiteurs irréversibles
Liaison covalente (ou non-covalente) stable de inhibiteur a I’enzyme (complexes E-I).

Inhibition ne peut pas étre levée (Inactivation = 1’enzyme est inversiblement inhibée) :

» Marqueurs d’affinité.
> Inhibiteurs suicides (ou mécanistiques).
» Cas particulier : inhibiteurs dits a interaction lente et/ou a force affinité : inhibition non-

covalente mais quasi-irréversible (slow-binding, tight-binding inhibitors) [48,49].
I11.11. Nature des forces dans les associations Enzyme — Substrat

Les substrats sont liés aux enzymes par des interactions faibles, la liaison du substrat
au site actif implique souvent de nombreuses liaisons non-covalentes de types: Van der

Waals, Electrostatique et la Liaison hydrogene.

Ces 3 types de liaisons non-covalentes différent dans leurs contraintes géométrique,

force et spécificité. De plus, elles sont profondément affectées (de maniere difféerente) [50].

48



2

IV .Acides aminés
1V.1. Introduction

Les protides sont les composés organiques les plus abondants dans la cellule (plus de 50%du

poids sec).

lIs jouent un réle prédominant dans le fonctionnement cellulaire. lls sont constitués de

molécules elémentaires: les Acides Aminés (AA) [51].

Les acides aminés sont des acides carboxyliques qui portent une fonction amine. Les
protéines de toutes les espéces sont constituées de seulement vingt acides aminés différents
[52].

1V.2. Définition

Les acides aminées (AA) ou aminoacides sont des molécules chimiques, qui possédent deux
fonctions:
Les AA ont un motif structural commun [53].

v Une fonction acide carboxylique COOH;

v Une fonction amine primaire NH2;

NH, === === COOH
\_Y_; ] k_Y_J

Groupe amine ‘ Groupe carboxyle

AAa 2 NH, et COOH portés
par le meme C.

H

Figure 11- 12 : Structure générale d’'un AA.
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*Ces deux fonctions sont portés par un méme atome de carbone (noté a), et les es AA

différent par la nature de la chaine latérale R.
IVV.3. Classification des principaux acides aminés

Vingt acides aminés sont communément présents dans presque toutes les protéines. 1l y a
plusieurs modes de classification des acides aminés, la plus utile étant fondée sur la polarité

des chaines latérales. Les acides aminés sont regroupés dans les catégories suivantes :
IV.3.1. Acides aminés non polaires

Les acides aminés non polaires comprennent ceux dont la chaine latérale R est un alkyle
(alanine, valine, leucine, isoleucine) ainsi que la proline (avec une structure cyclique peu
commune), la méthionine (I’'un des deux acides aminés contenant un atome de soufre) et deux

acides aminés aromatiques, la phenylalanine et le tryptophanne.
IV.3.2. Acides aminés polaires, non chargeés

Les acides aminés polaires non chargés, a I’exception du la glycine, contiennent une chaine
latérale qui peut former des liaisons hydrogéne avec 1’eau. Ces acides aminés sont

généralement plus solubles dans 1’eau que les acides aminés non polaires.
IV.3.3. Acides aminés acides

Deux acides aminés acides, 1’acide aspartique et 1’acide glutamique, ont une chaine latérale
contenant un groupe carboxylique. Ces groupes carboxyliques sont des acides plus faibles
que groupes carboxylique li€és au carbone o, mais ils sont suffisamment acides pour exister

sous la forme —COO" ionisée & pH neutre.

Les acides aspartique et glutamique ont donc une charge nette négative a pH 7. Ces acides

aminés a charge négative ont des roles importants dans les protéines.
IVV.3.4. Acides aminés basiques

Les chaines latérales de trois acides aminés, 1’histidine, I’arginine et la lysine ont une charge
nette positive a pH neutre. Un azote du noyau imidazole de I’histidine est protoné (groupe

imidazolium), il en est de méme pour un azote du groupe guanido de I’arginine (groupe

gaunidinium) et pour I’amine de la chaine latérale de la lysine , et la chaine latérale de

I’histidine joue un réle de donneur ou d’accepteur de proton au cours de certaines réactions
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enzymatiques.les chaines latérales de la lysine et de I’arginine, protonées dans les conditions

physiologiques, participent aux interactions électrostatiques dans les protéines [54].
IV.4. Propriétés Physiques des AA
IV.4.1 Solubilité

La solubilité dépend de la nature du radical (R). Plus la chaine apolaire est longue, plus la

solubilité est diminuée (I'nydrophobicité augmente).
Elle dépend également du pH dans lequel I'AA est placé. Au pHi la solubilité est minimale.

Enfin elle dépend de la concentration en ion de la solution. Plus il y a d'ions, plus la solubilité

diminue.
IV.4.2 Absorption dans I'UV

Si I'on se place & A=280nm alors on peut doser les AA aromatiques (c.a.d. avec un cycle), on
peut alors doser les protéines au spectrophotomeétre

1VV.4.3 Pouvoir rotatoire

Capacité de faire devier le plan d'une lumiére polarisée (sur un seul plan).Cette propriété
physique est liée a I'existence d'un C asymétrique (notée C*), on dit alors que la molécule est

«optiqguement active».

Les AA qui dévient la lumiére a droite sont dits «Dextrogyres (+)», ceux qui la dérivent a

gauche sont dits «Lévogyres (-)».
Configuration spatiale :

Un composé présentant un C* peut étre représenté de 2 facons selon la «Représentation de
Fisher». Ces 2 représentations sont appelées «Enantioméres» (=car particuliers des stéréo-
isomeres). Ces deux composes sont images l'une de l'autre dans un miroir mais ne sont pas

superposables.
IV.4.4 Propriétés d'ionisation

Propriété essentielle car elle conditionne le comportement de I'AA en solution aqueuse selon

le pH de cette solution [55].
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V. Introduction

Le cerveau est I’organe le plus complexe, son étude a toujours été délicate. Plusieurs
pathologies altérent I’intégrité de cet organe essentiel. Parmi ces pathologies on retrouve les
pathologies neuro-dégeneratives telles que la maladie d’Alzheimer (MA). Cette maladie
touchant un nombre croissant de personnes est devenue en quelques années un probléme de

santé publique majeur. [56]

Aujourd’hui, cette maladie se définit comme une affection dégénérative du cerveau qui
associe des troubles prédominants de la mémoire, des troubles cognitifs et/ou du
comportement ayant un retentissement sur la vie quotidienne des patients. En effet, elle
conduit & une perte de I’autonomie et des fonctions intellectuelles plongeant les patients dans
I’isolement. Cette démence dont 1’étiologie est encore mal connue, est associée a des lésions
histologiques caractéristiques qui la définissent : les plaques amyloides [57].

e La MA affecte un octogénaire sur cing.

e [a MA constitue un probléme de sante publique majeur : avec 1’augmentation de
I’espérance de vie et le vieillissement de la population, prés de 25 millions de

personnes sont touchées actuellement dans le monde [58].

Cortex cérébral

= "\_'; Atrophie du Ventricules
D/j\ / >\ cortex cérébral . agrandis

[\5\1 B

Hippocampé % '},,

=¢ trés atrophié

Cortex

Hippocampe Entorhinal

Figure 11-13 : Représentation schématique d’une coupe transversale de cerveau sain (a

gauche) et I’atrophie massive d’un cerveau a un stade avance d’Alzheimer (a droite).

En 1907, Alois Alzheimer (1864-1915) fit la premiére description histologique des Iésions
cérébrales d’une patiente &gée de 52 ans présentant des troubles de la mémoire et de la
compréhension, une aphasie, une désorientation ainsi que des éléments paranoiaques. Pendant

pres d’un siecle, cette maladie fut ignorée, connue des seuls spécialistes, et considérée
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comme ¢étant 1’évolution facheuse de la sénilité. L’accroissement de 1’espérance de vie des

pays industrialisés est a I’origine du nouvel intérét de la communauté scientifique, face a cette

nouvelle problématique majeure de santé publique.

La maladie d’Alzheimer n’est plus considérée comme une pathologie psychiatrique mais une
maladie neuro-dégénérative et organique. Ces vingt derniéres années ont été marquées par des
avancées spectaculaires dans de nombreux domaines: génétique, biochimique, diagnostique

et thérapeutique, qui ont permis une meilleure connaissance de la physiopathologie.

Le processus physiopathologique résulte de mécanismes complexes dont la séquence est

encore discutée [59].
V1. Causes de la maladie d'Alzheimer

e L'hypothéese neurochimique repose sur une diminution des taux d'une enzyme, la choline -
acetyl -transferase, dans différentes zones du cerveau (cortex et hippocampe). Ce déficit
entrainerait une diminution de l'acétylcholine, un neurotransmetteur (substance chimique
assurant la transmission de l'influx nerveux), mais il n'explique pas la dégénérescence

nerveuse.

e L'hypothese génetique repose sur des études épidémiologiques réveélant I'existence

d'antécédents familiaux de la maladie chez 15 % des sujets atteints (— maladie héréditaire).

Dans ces familles, on constate également une augmentation de la probabilité de naissance d'un

enfant trisomique 21, sans que I'on ait déterminé les raisons de cette association.

e L'hypothese virale est soulevée par analogie avec la maladie de Creutzfeldt-Jakob, une
maladie cérébrale rare atteignant les personnes agees. Toutefois, s'il existe un agent infectieux
responsable de la maladie d'Alzheimer, il aurait besoin d'un certain contexte génétique,

immunitaire ou toxique pour s'exprimer.

e L'hypothése immunologique repose sur la diminution globale du nombre de lymphocytes
circulants et la présence accrue d'auto anticorps. Toutefois, ces perturbations sont fréquentes

avec I'age en dehors de toute démence.

e L'hypothése vasculaire et métabolique est étayée par une réduction du débit sanguin
cerébral, de l'oxygénation du sang et de sa capacité a capter le glucose. Cependant, ces

déficits peuvent étre la consequence et non la cause de la détérioration cérébrale.
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1:

Partie (A) +partie (B) :
¢ L'hypothese toxique repose sur l'augmentation des taux d'aluminium dans le cerveau. Mais

des concentrations 5 fois supérieures chez les dialysés ne produisent pas de dégénérescence
nerveuse.

¢ L'hypothese des radicaux libres repose sur le fait que le vieillissement est dd, en partie, aux
effets destructeurs de ceux-ci. Elle fait actuellement I'objet de nombreuses recherches [60].

VII . Les différents facteurs de risques de la MA

La forme sporadique sans antécédents familiaux représente plus de 95% des cas de la MA.
Comme de nombreuses maladies, certains facteurs jouent un rdle dans la survenue de la MA.
Ces Risques peuvent étre classes en différents groupes :

» Les facteurs environnementaux

» Les facteurs vasculaires

« Les facteurs nutritionnels

« Les facteurs génétiques [61].
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VI11.1. Les facteurs environnementaux
VII.1.1 L age

L’age est le facteur de risque le plus évoqué dans les études épidémiologiques. Le nombre de
nouveaux cas de malades Alzheimer augmente de facon exponenticlle avec 1’avancée dans
I’age apres 65 ans. Une étude américaine portant chez les personnes trés agées a récemment
montré que le taux d’incidence de la démence augmente de 12,7% par an chez les personnes
agées entre 90 et 94 ans, de 21,2% par an chez les personnes agées entre 95 et 99 ans, pour

atteindre 40,7% par an chez les agés de plus de 100 ans [62].
VII. 1.2 Le sexe

Selon le PAQUID (Personnes Agées Quid) la prévalence de la MA est plus importante chez
les femmes. Cette tendance semble étre bien établie puisque d’autres études I’ont démontre
dans des populations rurales chinoises Une étude réalisée sur des femmes ménopausées
montre que les concentrations en cestrogeénes étaient associées au déclin cognitif. Cette étude

pourrait étre une piste pour expliquer cette tendance [63].
VI1I. 1.3 Le niveau d’éducation

I1 est souvent associé a un risque plus élevé de développer la maladie d’Alzheimer, mais il
n’est pas toujours retrouvé dans la littérature. Pour I’instant, il n’existe pas d’analyses sur une
vie entiere qui pourraient permettre de comprendre le r6le du statut Socioprofessionnel dans le
développement de la maladie d’Alzheimer. Il semblerait que les personnes ayant un haut
niveau d’étude ont une plus grande capacité de réserve cérébrale qui leur permettrait
d’exprimer leur maladie de maniere différente. Ainsi, les études de cohortes de patients
malades ont montré que les personnes ayant un haut niveau d’éducation étaient plus
performantes a certains tests neuropsychologiques que les personnes avec un bas niveau
d’étude, du fait de leur capacité a trouver des stratégies pour « compenser » la perte de

certaines fonctions.

Les personnes avec un bas niveau d’étude seraient plus facilement repérées et diagnostiques a

partir des mémes tests cognitifs [64].
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VI1.1.4 Les traumatismes craniens

Les chocs importants a la tete durant la jeunesse contribueraient a augmenter le risque de

développer la MA.

Des études réalisées chez des boxeurs professionnels américains ont montre des changements
moléculaires similaires a la MA, dont une accumulation de la protéine Tau. D’autres études

ont également montre le lien de cause a effets d’un ou plusieurs traumatismes [65].
VI11.1.5 Le tabagisme

Le tabagisme est directement lié & un large éventail de maladies, y compris le cancer sous

diverses formes, les maladies cardiovasculaires et le diabéte.

Il est possible d’affirmer avec force et assurance que le risque de développer la maladie
d’Alzheimer est de 45% plus ¢élevé pour les fumeurs (par rapport aux non-fumeurs et ex-

fumeurs).

Les fumeurs sont également exposés a un risque plus élevé de maladie vasculaire (bien que
les preuves ne soient pas aussi convaincantes) et méme d’autres formes de trouble cognitif. En
outre, les personnes qui cessent de fumer réduisent leur risque. Il est encourageant de
constater qu’en cessant de fumer, il est non seulement possible de limiter les autres effets

néfastes du tabagisme, mais également de réduire le risque de maladies cognitives [66].
VII. 2. Les facteurs vasculaires

Les facteurs vasculaires pourraient étre rattachés a la maladie d’Alzheimer comme 1’0obésité,

I’hypertension, le diabete de type 2.

Les antécédents d’accidents vasculaires et les traumatismes craniens pourraient également

accroitre le risque de maladie d’Alzheimer, du fait de la réduction du débit sanguin [67].
VII. 3. Les facteurs nutritionnels
VI11.3.1 Les facteurs alimentaires

Les facteurs alimentaires, notamment des apports élevés en vitamine C, E, B6 et B12, folates,

acides gras insaturés et poisson sont associes a une diminution du risque de maladie
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d’Alzheimer. Cependant les études sont discordantes et il n’existe pas de recommandations

spécifiques pour la prévention de la maladie d’ Alzheimer [68].

V11.3.2 L’obésité

L’obésité est également citée comme étant un facteur pouvant augmenter le risque de
contracter la MA. L’hypothése d’une source de cytokine et d’interleukines issues du tissu
adipeux qui soient responsables d’inflammation et de déclins cognitifs a été évoquée [69].

VII. 4 .Facteurs génétiques

La mutation de trois genes situés sur les chromosomes 14 et 21 serait responsable de la moitié
des formes familiales de la maladie d’Alzheimer (forme précoce). De plus, la présence de
I’alléle E4 de I’apolipoprotéine E (apoE) serait également un facteur de risque de la maladie

d’Alzheimer [70].

VIII. Les symptomes

. Pertes de mémoire qui nuisent aux activités quotidiennes de la personne.
. Difficultés & exécuter des taches familieres.

. Problémes de langage.

. Perte de I’orientation (temps et espace).

. Jugement amoindri.

. Difficultés & exécuter une tache abstraite.

. Objets égaré. 8. Changements d'humeur ou de comportement.

© N o o1 B~ w N

. Changements dans la personnalité.
10. Perte d’intérét [71].

IX. Les lésions responsables de la maladie

A ce jour, nous ne savons toujours pas ce qui cause la maladie d’Alzheimer. En revanche, il
est établi qu’avant méme I’apparition des premiers symptomes, les neurones sont affectés
par deux types de lésions : les plaques amyloides que 1’on retrouve entre les neurones, et la

dégénérescence neurofibrillaire que I’on retrouve a I’intérieur des neurones. Ces deux lésions
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correspondent & des amas de protéines qui se forment lors du processus normal du
vieillissement. Cependant, dans les démences de type Alzheimer, ces protéines s’accumulent

en beaucoup plus grande quantité

IX.1. Les plagues amyloides

Les plagues amyloides, ou plaques séniles, sont formées par I’accumulation anormale d’une
protéine dite « B-amyloide ». Ces plaques se déposent entre les cellules nerveuses situées dans
la substance grise du cortex céréebral, provoquant un dysfonctionnement des connexions entre

les neurones.
IX. 2. Les dégénérescences neuro-fibrillaires

La dégénérescence neuro-fibrillaire correspond & une accumulation anormale de filaments a
I’intérieur du neurone. La protéine a [1origine de ce dysfonctionnement est

appelée« protéineTau ».

La dégénérescence neuro-fibrillaire entraine progressivement une désorganisation cellulaire

puis, la mort neuronale.

La mort des neurones s’opére avant tout dans 1’hippocampe, une des régions essentielle de la
mémoire, et dans le cortex associatif, qui permet de relier entre elles différentes fonctions. La
mort neuronale aura pour conséquence une atrophie de certaines zones cérébrales, ¢’est-a-dire
une diminution du volume du cerveau [72].

NORMAL

ALZHEIMER

Figure Il -15 :Les lésion de maladie d’alzheimer .
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X. Le diagnostic

Etablir un diagnostic d’Alzheimer peut prendre du temps. En effet, plusieurs des symptomes
de la maladie ressemblent a ceux d’autres maladies. Aucun test unique ne permet de

déterminer si une personne est atteinte de la maladie d’Alzheimer.

I1 faut donc faire plusieurs tests pour reconnaitre la maladie d’ Alzheimer :

1. L’examen des problémes de santé passés de la personne, ainsi que ceux de sa famille.

2. L’examen de I’état mental de la personne et de sa mémoire.

3. L’examen médical, afin d’éliminer les autres maladies qui pourraient causer les symptomes
de la maladie d’ Alzheimer.

4. Les examens de laboratoire, pour connaitre 1’état de santé de la personne.

5. Les évaluations psychiatriques, afin de savoir si la personne a d’autres probléemes qui

pourraient aussi causer des pertes de mémoire [73].

X1 .Traitement

Un des premiers mécanismes physiopathologiques identifi¢ a été 1’atteinte du systéme
cholinergique. Les premiers traitements spécifiques de la maladie d’Alzheimer ont pour cible
le mécanisme de dégradation de 1’acétylcholine, neurotransmetteur dont la concentration est

basse chez les patients atteints de maladie d’Alzheimer [74].

Dans les parties endommagées du cerveau des patients atteints de la maladie d’Alzheimer, on
observe une perte importante de neurones cholinergiques avec de faibles niveaux
d’acétylcholine dans 1’espace intersynaptique. En effet, lors de la progression de la maladie
d’Alzheimer, Dactivité de [’acétylcholine estérase diminue. Cela devrait entrainer une
augmentation du taux d’acétylcholine, mais il existe une autre enzyme de la méme famille, la

butylcholine estérase (BuChE), qui reconnait également 1’acétylcholine comme substrat [75],
et dont I’activité croit au cours de la maladie, probablement du a la prolifération des cellules
gliales (des changements de ratios AChE/BUChE ont aussi été reportés) [76]. Ce déficit se

traduit par une diminution des fonctions cognitives suite a une diminution de 1’activation des
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récepteurs cholinergiques muscariniques
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Figure 11-16 : Représentation schematique du systeme cholinergique [75].

§ <

[ACHE——

Giial cell

A

(type M) et nicotiniques (type N) (Figure 11-16).

Le traitement de la MA, consistant a remplacer les neurotransmetteurs qui sont connus pour

étre déficients dans la maladie, a été¢ fonde sur I’hypothése cholinergique, il y a deux types de
cholinestérase, 1’ Acétylcholinestérase (AChE) et le Butyrylcholinesterase (BuChE). L’ AChE

est trouvée principalement dans le sang et les synapses neurales par contre le BuChE est

trouvée principalement dans le foie, la plus grande différence entre les deux est les substrats

[77].OMAIMA

Il n’existe pas a I’heure actuelle de traitement curatif contre la MA et les maladies

apparentées; il est toutefois possible de stabiliser ou d’atténuer temporairement la

manifestation des symptémes [78]. Il existe quatre AChEL utilisés en thérapreutique : la

tacrine ,un inhibiteur réversible non compétitif des cholinestérases (AChE et BuChE) ; le

donézépil, un inhibiteur réversible non compétitif spécifique de I’AChE a longue demie-vie ;
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la rivastigmine qui permentla dégradation de 1I’AChE et la galantamine qui en plus de son

activité d’inhibition de I’AChE a des propriétés agonistes des récepteurs nicotiniques [79].
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La possibilité de disposer d'un vaccin et d'une immunothérapie offre des perspectives
prometteuses, aussi dans le domaine des maladies dégénératives cérébrales. La recherche sur
les cellules souches permet d'entrevoir la possibilité d'inverser le processus d'altération du
tissu cérébral en implantant de nouvelles cellules nerveuses. Bien que difficile & imaginer,

cette recherche représente un des progres les plus significatifs de la science médicale [80].
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La découverte de nouveaux médicaments est un processus extrémement long et fastidieux qui dure

l. Introduction

en moyenne une dizaine, voire une quinzaine d’années en dépensant prés d’un milliard de dollar.
La méthode classique pour concevoir un nouveau médicament était basée sur le criblage & haut
débit (high throughput screening, HTS) ou un grand nombre de composés sont testés in vitro sur
une cible thérapeutique donnée (enzyme, récepteur...etc.) afin d’identifier des touches ("hits"ou
encore composés promoteurs) qui serons par la suite optimisés et testés in vivo. Néanmoins, le
criblage a haut débit s’est rapidement trouvé confronter a de nombreux problemes scientifiques,
techniques, méthodologiques, financiers et organisationnels. Si 1’on teste un grand nombre de
molécule sur une cible donnée, on finira sans nul doute par trouver une molécule active sur cette
cible, mais quand et a quel prix ? C’est a ces deux questions que le développement de nouvelles

approches telles que le criblage virtuel par docking moléculaire était nécessaire [1].

La maladie d'Alzheimer est caractérisée par des lésions du cerveau (plaques amyloides et
dégénérescences neurofibrillaires). Ces lésions sont accompagnées d'une diminution
del'acétylcholine. Ce dernier est un neurotransmetteur qui permet aux neurones de la mémoire de
communiquer. Les anticholinestérasiques ont pour action d'empécher la dégradation de cette
molécule [2]. En biochimie un cholinestérase est une enzyme qui catalyse la réaction d'hydrolyse
d'un ester de la choline (acétylcholine, butyrylcholine) en choline et en acide acétique. En
physiologie, cette réaction est nécessaire pour permettre aux récepteurs cholinergiques de revenir a

leur état de repos apres activation[3].

Cette famille d’enzymes comporte deux grandes classes :

e Pseudo-cholinestérase (BuChE) :

aussi connu comme la cholinestérase plasmatique, butyryl-cholinestérase, ou acylcholine
acylhydrolase, se trouve principalement dans le foie. Différent de I'acétylcholinestérase, la BuChE
hydrolyse la butyrylcholine plus rapidement que I'acétylcholin .

e Acétylcholinestérase (AChE) :
Se retrouve dans de nombreux types de tissus citons les nerfs, les muscles, les tissus centraux et

périphériques, les fibres motrices et sensorielles, et cholinergique et enfin les fibres cholinergiques

[4].
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Les logiciels de docking sont donc des outils tres utiles en biologie, chimie, pharmacie et
médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (substrat) qui interagissent
avec une cible biologique d'intérét thérapeutique, généralement protéique (récepteur, cible), afin

d'influencer le mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée [5].

Le docking reste une étape importante dans la compréhension des réactions biologiques et par
suite la conception de médicaments. Les approches dans le cadre du docking sont basées sur le

concept “clé-serrure™ ou "gand-main".

Ce travail consiste a étudier les interactions entre une série de ligands contiennent 27 molécules et
les deux enzymes Acétylcholinestérase (AChE), Butyryl-cholinestérase (BChE) par les
méthodes de la modélisation moléculaire (MM, Semi-empirique et docking moléculaire, logiciel
MOE).

Au niveau ce chapitre, nous présentons la discussion des résultats obtenus et englobé tous les
résultats de calcul effectués dans ces ensemble d’approches et la discussion que nous allons
engager est basée sur les énergies d’interactions, fonction de score et les distances entre certains

groupements de la chaine latérale de I’enzyme et ceux de I’inhibiteurs.

Alors nous avons, schématisé un organigramme, ce dernier permis de donner tous les étapes de
calcul quon a effectué au cours de ce travail :
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Le téléchargement des I’enzyme a été fait a partir de la base de données Bookhaven Protein Data

I.1. Préparation et optimisation du modéle

Bank (www.rcsb.org/pdb) [6].

Acétylcholinestérase (AChE) (PDB ID: 1EVE) [7]. Elle est Co-cristallisée avec 1’inhibiteur
Donépezil (C24H29NO3: 1-benzyl-4-[(5,6-dimethoxy-1-indanon-2-yl)methyl]piperidine) [8].

Butyrycholinestérase (BuChE) (PDS ID: 4BDS) [9]. Elle est Co-cristallisée avec I’inhibiteur
Tacrine (Cy3H14N, YLIREFDVOIBQDA-UHFFFAOYSA-N)[10].

Acétylcholinestérase et Butyrylcholinésterase cristallisent sous forme d’un monomeére (voir figure

I11-1(a) et (b)), ses propriétés sont citées dans le tableau suivant :

Tableau I11-1 : Propriétés de 1EVE et 4BDS

534 8361 4254 8487 60238.6
524 8267 4175 8388 58002.6

Figure 111.2 : Modeéle simplifie de (a) : AChE ,(b) : BuChE. ‘
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Les co-facteurs et les ions ont été eliminés; les ligands et la protéine ont été placés au pH

physiologique; méme les ligands ont été concéderais comme flexible ; et I'enzyme a été préparée

comme corps rigide.

Les structures 3D de nos enzymes ont été obtenues par diffraction en rayon X. Les données

de la Co-cristallisations sont regroupées dans le tableau I11-2.

Tableau 111.2 : Données cristallographiques de I’ AChE et de BuChE.

~

N
0 .
H,CO Serine 1 A 2.50
Hydrolase
H;CO
Donépezil
” Hydrolase 1 A 2.10
\
=
N
Tacrine

1.2. Préparation des inhibiteurs

Ce sont des dérivés de diethyl [(2-phenylcarbamoyl)phenyl] phosphates. Ils sont préparés selon

la réaction suivante (Tableau 111-3) :

o &y
=
o i (J.L ]:,ﬁ_ I
H Rl i
o, COOH 2 PG, i ,JLN,L%HJ-' b /T EtgN R”—: H
=y [ : n_ O-P— — -
T * e i I H + _ /N 0 s
~F 0H o U 2 0H o—P_d
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Résultats et discussion

Tableau I111.3 : Structures chimiques des ligands

Chapitre
i :

Ligands Substituents
R Ry

L, 4-Br 3-F
L, 4-Br 3-Cl
Ls 4 -Br 4-Cl
L4 4-Br 3,4-di-Cl
Ls 4-Br 3-CF3
Ls 4-Br 4-CF4
L, 4-Br 3-Br
Lg 4-Br 4-Br
Lo 4-Br 4-F
Lo 4-Cl 3-Cl
L1 4-Cl 4-Cl
L1 4-Cl 3-F
Lis 4-Cl 4-F
L4 4-Cl 4-Br
Lis 4-Cl 3,4-di-Cl
Lis 4-Cl 3-Br
L1z 4-Cl 3-CFs
Lig 4-Cl 4-CF;
Lig 5-Cl 3-Cl
Lo 5-Cl 3-Br
Lo 5-Cl 3-F
L2z 5-Cl 4-F
Lo 5-Cl 4-Br
Lo 5-Cl 4-Cl
Los 5-Cl 3,4-di-Cl
Lo 5-Cl 3-CF3
Loy 5-Cl 4-CF4




2

Les inhibiteurs sont optimisées a 1’aide le programme Hyperchem 7.0 USA, http://www.hyper.com)

[11] (Mécanique Moléculaire), le champ de force utilisé est (MM+), suivi par un autre calcul basé

sur la méthode semi-empirique AML.
Les calcules sont effectues par les étapes suivantes :

e 1) : Calcul de mécanique moléculaire (MM+)

Algorithirn Options
" Steepest Descent Temination Condition

" Fletcher-Reeves RMS5 gradient of:

[Conjugate gradient] 1 kcal/ (A mal)
Polak-Hibiers or (210 maximum cycles

[Conjugate gradient]

l Molecular Mechanics Force

hethiod

= pibd+

" AMBER

" BIO+[CHARRMM]
" OPLS

| (]9 -—l Cancel |

O ptions. .. |

% |n vacuo

Block-diagonal "
Mewton-F aphzon

Components... |

Screen refresh period: |10 cycles

Ok | Cancel

e 2):Calcul Semi-empérique (AM1)[12]

Algorithm Options
(™ Steepest Descent Termination Condition

o Car
. N RS gradient of:
E xtended Hiickel Fletcher-Reeves

CHDO [Conjugate gradient] 1 kcal & moal)

INDO Polak-Ribiere :
! ) or (210 maximunm cycles
MINDOZ [Conjugate gradient]

rAMDIO
rMDOA
A1 Block-diagonal "
RIGT Mewton-Faphzon

Fr3

ZIMDOA

ZIMDOSS

THDO Options...
Screen refresh period: |10 cucles
(0] 4 I Cancel
| OF. | Cancel |

l Semi-empirical Method |

f* |n vacuo

~
—~
—
~
~
—~
=
~
~
—
~
—~

Figure 111.3 : Etapes de calcule a I’aide logiciels HyperChem?7.

Les calcules effectués a 1’aide des deux logiciels HyperChem7 et MOE2014 donnent les

déférentes propriétés suivantes :
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Résultats et discussion

Tableau I111.4: Propriétés QSAR des ligands L;-L 7

Chapitre
i :

MOE2014 ] HyperChem7 \
o R
Ligands | Tox | Logs SAG Vol HE Logp Ref Pol MM

A°? A°® Kcal/mol Al A°® u.m.a
L, no -5,58 624,3 1062,22 -7,62 0,44 107,15 36,11 446,21
L, no -6,02 642,4 1094,38 -1,47 0,82 111,74 38,13 462,66
Ls no -6,02 647,08 1098,42 -7,74 0,82 111,74 38,13 462,66
L, no -6,75 | 663,35 1134,99 -7,42 0,6 116,45 40,06 497,11
Ls no -6,34 654,04 1128,14 -7,40 1,61 112,24 37,76 496,22
Le no -6,34 | 666,68 1133,00 -7,57 1,61 112,24 37,76 496,22
L, no -6,37 650,21 1112,98 -7,68 1,09 114,55 38,83 507,12
Lg no | -6,37 | 660,26 = 1118,40 -7,78 1,09 114,55 38,83 507,12
Lo no -5,58 629,55 1064,90 -7,83 0,44 107,15 36,11 446,21
Lo no -5,66 632,80 1077,15 -1,77 0,54 108,92 37,43 418,21
Ly no -5,66 639,12 1078,48 -7,79 0,54 108,92 37,43 418,21
L no -5,22 617,12 1043,51 -7,67 0,17 104,33 35,41 401,76
Lis no -5,22 617,99 1042,69 -7,53 0,17 104,33 35,41 401,76
Lia no -6,02 | 640,76 1091,82 -7,66 0,82 111,74 38,13 462,66
Lis no -6,40 | 646,83 1109,07 -7,37 0,32 113,64 39,36 452,66
L1 no -6,02 638,6 1094,73 -1,77 0,82 111,74 38,13 462,66
L7 no -5.98 647.16 1106.06 -7.39 1.34 109.42 37.06 451.77
Lig no -5.92 655.23 1113.21 -7.59 1.34 109.42 37.06 451.77
L1g no -5.66 627.29 1075.39 -1.72 0.54 108.92 37.43 418.21
Lo no -6.02 638.86 1093.59 -71.67 0.82 111.74 38.13 462.66

2T=7<




no

no

no

no

no

no

no

no

no

Tox : toxicité, SAG :
Masse Molaire.

On peut noter a I’aide de tableau ci-dessus et apres 1’observation des résultats :

-5.22

-5.22

-6.02

-5.66

-6.40

-5.98

-5,98

-4.23

-2.78

614.45

617.27

643.94

635.45

652.56

635.15

671,99

681.39

391.3

1044.67

1044.96

1097.92

1076.91

1114.85

1101.98

1120,43

1181.35

630.54

-7.80

-1.77

-7.75

-7.71

-7.46

-6.62

-7,34

-10.20

-4.15

0.17

0.17

0.82

0.54

0.32

1.34

1,34

1.31

6.33

104.33

104.33

111.74

108.92

113.64

109.42

109,42

119.39

66.67

3541

35.41

38.13

37.43

39.36

37.06

37,06

43.28

23.82

S

401.76
401.76
462.66
418.21
452.66
451.77
451,77
393.51

198.27

surface area grille, Vol : Volume, HE : Energie d’hydratation, Ref : Réfractivité, Pol : Polarisabilité, MM :

e Tous les ligands sont non toxique donc on peut dire qu’ils sont validées pour devenir des

médicaments.

e Le classement des ligands selon leurs volumes est donné par 1’ordre suivant :

Il. Docking moléculaire

Dans la mise au point de nouveaux meédicaments, I'amarrage (Docking) sert souvent a

déterminer l'orientation des petites molécules liées a leurs protéines ciblées afin de calculer leurs

affinité et niveau d'activité. Ainsi, I'amarrage joue un role important dans la conception pensée de

nouveaux médicaments. En raison de sa valeur biologique et pharmaceutique, on s'est efforce

d'améliorer les méthodes qui calculent I'amarrage moléculaire.

Donc le Docking est une méthode qui calcule l'orientation préférée d'une molécule vers une

seconde lorsqu'elles sont liées pour former un complexe stable [13].
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Le plus important probléme pour I’étape de Docking moléculaire est de parcourir le mieux
possible ’espace conformationnel. La complexité de ce probléme est fonction du nombre de
degrés de liberté, de translation, de rotation en plus des conformations de départ possibles du
ligand. Afin d’éviter des calculs que les machines ne peuvent résoudre ou seulement dans des
temps bien trop importants, plusieurs approximations sont possibles. Les algorithmes de recherche
de la flexibilité du ligand peuvent se classer en trois principes, nommés combinatoire, stochastique

et déterministe [14].

Le programme MOE a été utilisé pour notre étude car :
1% : il est facile & manipuler.
2% il a prouve son efficacité dans plusieurs études, on peut citer quelque exemple des travaux :
Eman K.A. Abdelall et al [15], Matteo Aldeghi et al [16], Sarah T. A. Al-Rashood et al [17].

Khac-Minh Thai et al [18], Somaia S. Abd El-Karim et al [19], Sheng Liu et al [20]. Tamer Nasr
et al [21], Jiansong Fang et al [22], Sally S. EI-Nakkady et al [23]. I. daoud et al [24].

I1.1.Procédure d’un calcule de Docking Moléculaire
11.1.1. Principes

Connaitre la structure 3D de la cible et des inhibiteurs afin de calculer I’énergie Score et

d’étudier I’interaction d’une série de molécules avec I’enzyme.
11.1.2. Structure de la macromolécule (enzyme)

11.1.2.1. sources
Nous avons besoins d’une structure 3D de la cible (enzyme) structures expérimentales : PDB

On I’obtient grace a trois méthodes : Diffraction des rayons X, RMN ou Modélisation par
homologie.

Nous avons choisi la premiére méthode parce qu’elle posséde une excellente précision par rapport

aux autres méthodes.
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11.1.2.2. Traitement de la structure 3D du récepteur

Suite aux imperfections qui existent sur la structure on peut trouver : les ions, les molécules
d’eaux, détergents, glycols, et les anticorps, donc il faudra nettoyer 1’enzyme pour simplifier et
faciliter le démarche de Docking moléculaire (prend pas beaucoup du temps).

a.Site d'interaction
Ou est le site d'interaction?

On utilise la méthode de détection de cavité "knob & hole".

b.Principe

On considére le centre de la sphére de volume V qui est placé sur la surface moléculaire
(Connoly)

— On fait "rouler" la spheére sur la surface moléculaire.

On calcule le volume commun de la sphére appartenant également a la protéine : Veom.
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I1l1. Résultats et Discussion

I11.1. Structure du ligand

Le ligand est généralement une molécule organique. On utilise des logiciels a interface graphique
ou des logiciels de la MM pour dessiner la structure de départ de ces molécules.

La principale préoccupation de 1’opération de docking est de prendre en compte la flexibilité des
deux entités. Tout algorithme de docking requiert en amont une recherche conformationnelle la
plus exhaustive possible de la molécule organique. La génération et le choix de I’ensemble de
conformeres peuvent étre effectués de plusieurs manieres. Lorsque 1’on considére deux vecteurs A
et B dans I’espace, ils peuvent subir translations et rotations dans les trois dimensions. Lorsque le
nombre de liaisons simples (surtout de type acyclique) croit, le nombre théoriquement

envisageable de conformations pour une molécule organique augmente.

Une recherche conformationnelle exhaustive est donc impossible. Plus le degré de liberté de
I’entité chimique augmente, plus 1’espace conformationnel s’accroit et plus ’approximation est
importante. Par consequent, il est raisonnable de travailler en présence de molécules dont le degré
de liberté (nombre d’atomes et de liaisons sujettes a la rotation) est limité. Cette limite sera fixée

en fonction de la puissance de calcul disponible.

Lors de l'interaction la flexibilité du ligand (souvent) et de la protéine cible (rarement) est
engagée.

Le ligand a trop de degré de liberté pour étre pris en compte directement dans un algorithme
d'optimisation.

Les calcules effectues a 1’aide de logiciel MVD (Molegro Virtuel Docker) donnent les déférentes

propriétés suivantes :
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Tableau 111.5 : Quelques propriétés des ligands étudiés

-119970.25 44 26 45 446.205 | 8 (out of 8)
-117404.04 44 26 45 462.659 | 8 (out of 8)
-117404.48 44 26 45 462.659 | 8 (out of 8)
-125706.76 44 27 45 497.104 | 8 (out of 8)
-145320.35 47 29 48 496.212 | 9 (out of 9)
-145321.12 47 29 48 496.212 | 9 (out of 9)
-116931.45 44 26 45 507.11 | 8 (out of 8)
-116931.64 44 26 45 507.11 | 8 (out of 8)
-119970.93 44 26 45 446.205 | 8 (out of 8)
-117876.42 44 26 45 418.208 | 8 (out of 8)
-117876.52 44 26 45 418.208 | 8 (out of 8)
-120442.64 44 26 45 401.754 | 8 (out of 8)
-120443.85 44 26 45 401.754 | 8 (out of 8)
-117405.45 44 26 45 462.659 | 8 (out of 8)
-126180.42 44 27 45 452.653 | 8 (out of 8)
-117403.74 44 26 45 462.659 | 8 (out of 8)
-145793.35 47 29 48 451.761 | 9 (out of 9)
-145792.87 47 29 48 451.761 | 9 (out of 9)
-117876.75 44 26 45 418.208 | 8 (out of 8)
-117403.96 44 26 45 462.659 | 8 (out of 8)
-120443.57 44 26 45 401.754 | 8 (out of 8)
-120443.95 44 26 45 401.754 | 8 (out of 8)
-117404.34 44 26 45 462.659 | 8 (out of 8)
-117877.36 44 26 45 418.208 | 8 (out of 8)
-126179.02 44 27 45 452.653 | 8 (out of 8)
-145788.26 47 29 48 451.761 | 9 (out of 9)
-145790,01 47 29 48 451.761 | 9 (out of 9)
-106998,30 57 28 60 397.492 | 6(out of 6)
-52380.41 29 15 31 198.264 | 0 (out of 0)

e Parmi ces ligands on remarque que le: Li7, Lig, Loz, Los ,Lg €t Ls (colorés en rouge)
possédent les plus petites énergies par rapport aux autres ligands, ceci justifier que ces

ligands sont plus stables.
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e On peut les classer selon I’ordre suivant :

e Les ligands Ls, Le, et Li7, Lig, Log €t Loz Ont un degré de liberté important, ils sont plus
flexibles par rapport aux autres ligands méme par rapport aux ligands Co-cristallises (voir
le nombre des angles de torsions), ils peuvent former des complexes plus stables par

rapport aux autres complexes.
e Le nombre ¢levé de degré de liberté¢ dépond de I’augmentation de nombre de liaisons.

I11.2. Interaction : Enzyme -Ligands

MOE est basé sur un type de docking semi-flexible et généralement utilisé pour 1’amarrage
protéine-ligand, le ligand étant considéré comme flexible et la chaine principale de ’enzyme a été
maintenue rigide, tandis que les chaines latérales restent flexibles. Il utilise le champ de force

MMFF94x pour optimiser les conformations au cours de calcule.

Les enzymes sont constituées de plusieurs sites actifs. Le logiciel MOE 2014 [26] nous a permis
d’identifier et présenter les résidus qui forment les sites actifs (les cavités) en utilisant le module

«Site Finder ».

On donne les propriétés des cavités détectées par MOE dans le tableau I11-6.

Tableau 111-6 : Différentes cavités détectées par MOE de AChE

153 | 3.88 55 89 1:(GLN69 TYR70 VAL71 ASP72 SER81 TRP84 ASN85
PRO86 GLY117 GLY118 GLY119 TYR121 SER122
TYR130 GLU199 SER200 ALA201 TRP233 TRP279
LEU282 SER286 ILE287 PHE288 ARG289 PHE290 PHE330
PHE331 TYR334 GLY335 HIS440 GLY441)

60 0.93 22 40 1:(PRO232 TRP233 ALA234 SER235 VAL236 SER237
GLU240 ARG244 LEU282 PRO283 PHE284 SER286
ARG289 PHE290 VAL293 PRO361 HIS362)

42 0.52 22 37 1:(SER79 GLY80 MET83 VAL129 ALA427 ASN429
LEU430 VAL431 TYR442 GLU445 LEU450 LEU456
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TYR458)

1:(ARG349 PHE352 TYR375 THR376 ASP377 ASP380
ASP381 ASN382 ASN383 LYS386 ASN387 ASP389
GLY390 ASP393)

1:(LEU31 GLY32 TRP58 ASN59 ALA60 SER61 THR62
TYRG63 PRO64 ASN65 ASP93 TYR96)

1:(ARG468 HIS471 TYR472 PRO482 ASN483 GLU484
SER487 GLU489 SER490 LYS491 PRO509 MET510)

1:(ASN230 PRO232 GLU306 HIS362 ASP397 HIS398
CYS402 PRO403 HIS406 TRP524 ASN525 PR0O529)

1:(MET405 HIS406 ASN409 LYS410 GLN500 ARG515
LEU516 VAL518 CYS521 VAL522 ASN525 GLN526)

1:(PHE422 ASN424 PHE502 ASP504 HIS513 GLN514
ARG515 LEU516 ARG517)

1:(HIS181 PRO191 LYS192 THR193 VAL194 ASP217
LEU218 PHE219 ARG220 LYS315)

:(ARG349 MET353 VAL356 LYS357 LEU368 ASP369
THR372 LEU373 TRP378)

1:(SER108 THR109 THR110 GLU139 GLU140 VAL141
HIS471 ALA474 THRA4T75 LYS478 GLU484

1:(PRO39 CYS67 GLN68 SER91 GLU92 CYS94 ARG149
VAL150 PHE153)

1:(ACE1 ASP2 HIS3 SER4 GLU5 LEU7 VAL8 ASN9
LYS14 ARG105)

1:(THR412 GLY415 ASN416 GLY417 THR418 LEU494
PHE495 THR496)

1:(LYS325 ASP326 ARG388 ASP389 ASP392 ASP393
TRP435)

1:(ASN324 LYS325 ASP326 ASP393 ASP397 ILE401
PHE422 ARG517)

1:(PRO229 ASN230 CYS231 PRO232 ALA234 SER235
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LEU305)

19

10

-0.95

1:(ASP285 PRO337 SER354 LYS357 LEU358)

20

-1.08

1:(TRP58 ASN59)

enzymatiques, et leurs propriétes.

le ligand Co-cristallisé au niveau d’AChE.

L’option « Site Finder » a été utilisée pour la détection des différentes cavitées
Le site le plus favorable pour faire notre étude posseéde le volume plus important, ainsi que

Dans la figure suivante on a représenté la cavité sélectionnée pour notre étude de 1EVE.

Marek Bajda et al [27] ont confirmé ce choix de cavité 1 et nous a donné quelques informations

concernant le site actif de 1EVE et les résidus qui interviennent a la formation de complexe (figure

11-6).

2T=7<
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La cavité 1 a été choisi (Voir la figure 111-5 et Tableau I11-6) pour faire notre calcul de docking

car elle possede :

1. Le ligand qui Co-cristallise de AChE (Donepezil) .
2. Unvolume important par rapport autres cavites.

3. Les mémes résidus de site actif de littérature.

Notez que nous pouvons discuter de la complémentarité en augmentant ou en diminuant la taille
de l'intervalle de la poche du site actif, dans notre cas, la poche enzymatique possede une largeur
de 5 A et une profondeur de 20 A (Voir figure 111-6).

Les énergies de score et les distances des interactions pour les différents complexes sont reportées

dans le tableau I11-7.
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Tableau I11-7 : S-score, ICxy et les interactions entre les résidus du site actif et les atomes des

ligands .
Ligands ICso value S-score Laison entre atoms de ligands et residues de site actif
(UM) (kcal/mol)
Atome de Atome résidus Type de Distance
ligand ampliquee liaison (A
dans PAA

L1 69,8+3,4 -5,130 6-ring 6-ring TRP279 pi-pi 3,85
L2 79,9+0,3 -5,903 08 O HOH 1255 H-acceptor 2,99
L3 45,512 -6,430 08 (0] HOH 1255 H-acceptor 2,78
L4 55,2+0,3 -6,478 08 O HOH 1255 H-acceptor 2,85
L5 46,1+1,9 -6,401 011 (0] HOH 1249 H-acceptor 3,00
L6 56,7+0,9 -5,512 / / / / /
L7 70,3+1,7 -6,550 / / / / /
L8 50,8+1,2 -6,290 / / / / /
L9 53,7+0,4 -6,135 08 (0] HOH 1255 H-acceptor 2,86
L10 64,31£2,6 -6,582 6-ring 6-ring TRP279 pi-pi 3,89
L11 60,9+4,4 -6,224 08 (0] HOH 1255 H-acceptor 2,99
L12 61,1+2,1 -5,850 6-ring 6-ring TRP279 pi-pi 3,81
L13 48,5+0,3 -7,025 C17 OD2 ASP72 H-donor 3,37
L14 59,2+0,7 -6,186 / / / / /
L15 80,9+2,2 -6,445 Cl 42 OoD2 ASP 72 H-donor 3,17
L16 63,3+4,3 -5,978 / / / / /
L17 51,5+1,8 -5,792 N12 (0] HOH 1249 H-donor 3,07
L18 41,6x0,3 -5,955 6-ring 6-ring Trp 279 pi-pi 3,88
L19 41,1+0,5 -6,804 / / / / /
L20 35,4+0,5 -6,751 / / / / /
L21 60,2+3,5 -6,877 015 (0] HOH 1255 H-acceptor 2,67
L22 80,8+5,9 -6,443 / / / / /

2T=7<
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55,1+0,5 -6,549 015 @) HOH 1255 H-acceptor 2,62
60,9+0,8 -6,509 / / / / /
L25 45,54 4 -6,950 / / / / /
71,9+7,2 -6,503 / / / / /
86,3+4,9 -6,145 / / / / /
0.0057 -10,884 N14 0 HOH 1159 H-donor 2,90
024 O HOH 1254 H-acceptor 2,68
C16 6-ring TYR334 H-pi 4,22
6-ring 6-ring Trp 84 pi-pi 3,88

Les résultats obtenus montrent que les ligands Lis, Lgs, Loi Lig et Ly formant des complexes
possedent les plus petites énergies Score par rapport aux autres complexes, ceci montre que ces
complexes sont plus stables.

On peut les classer selon I’ordre suivant :
1EVE-Li3 < 1EVE-Lys< 1IEVE-L1< 1IEVE-L19< 1IEVE-L

On remarque aussi que le Li3 a un volume plus petit par rapport aux Los, L1, Lig et le Lyg méme

par rapport au ligand de référence (Donepezil).
D’autre par, si on parle des ligands : L3 (ICso =48,5) ,L2s (ICs0 =45,5) , Lo; (ICs0 =60,2) ,

L1g(ICs0 =41.4) Ly (ICs0 =35,4) on peut voir qui ont des faibles valeurs de ICs, mais avec des

valeurs légerement ¢élevées de 1’énergie de Score par rapport au ligand Co-cristallisé dans AChE
(Lréf)-
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Figure 111-7 : interaction entre les ligands (L3 et Ls,) et les résidus de site actif de AChE .
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L20

Figure 111-8: interaction entre les ligands (L; et Ljget Lyo) et les résidus de site actif de
AChE.
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D’aprés A. Imberty et al [28]. Les interactions comprises entre 2.5 A et 3.1A sont considérées
comme fortes et celles comprises entre 3.1A et 3.55A sont supposées moyennes. Les interactions
supérieures a 3.55A sont faibles.

Le complexe de ligand Lj3 a une faible énergie de Score (-7,025 Kcal/mol) et maintenu par une
seule interaction de type H-donneur moyenne (entre I’atome C17 et le résidu ASP72), avec une
distance de 3,37 A,

Ce ligand (L13) possede une valeur moyenne de 1Cs5,=48,8 ce qui suggére qu’il peut inhiber
I’enzyme 1EVE(Voir le tableau 111-7 et Figure I11-7). On observe aussi que le complexe formé par
ligand L5 a une faible énergie de Score (-6,950Kcal/mol) mais il n’établis aucune interaction, par
contre il possede une valeur faible de 1C50=45,5 ce qui es proposé peut é&tre comme une deuxieme
inhibiteurs de ’enzyme 1EVE(Voir le tableau I11-7et Figure I11-7).

Les inhibiteurs L,; (-6,877 Kcal/mol) L9 (-6,804 Kcal/mol), Ly (-6, 751 Kcal/mol) ont des valeurs
légerement faible d’énergie score, ceci confirme que ces ligands forment des complexes moins

stables que les complexes des ligands précédent(\Voir le tableau I11-7et Figure 111-8).

On donne les propriétés des cavités détectées par MOE dans le tableau 111-8.

Tableau I11-8: Différentes cavités détectées par MOE de BuChE.

189 4.04 60 104 1:(ASN68 ILE69 ASP70 GLN71 SER72 GLY78 SER79
TRP82 TYR114 GLY115 GLY116 GLY117 GLN119
THR120 GLY121 THR122 LEU125 TYR128 GLU197
SER198 ALA199 TRP231 GLU276 ALA277 VAL280
GLY283 THR284 PRO285 LEU286 SER287 VAL288
ASN289 PHE290 ALA328 PHE329 TYR332 PHE398
TRP430 MET437 HIS438 GLY439 TYR440 ILE442)

131 1.45 35 59 1:(PRO230 TRP231 VAL233 THR234 GLU238 ARG242
VAL280 PRO281 TYR282 GLY283 THR284 LEU286
SER287 VAL288 ASN289 PHE357 PHE358 PRO359
GLY360 VAL361 TYR396 ASN397)
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1:(HIS77 MET81 HIS126 VAL127 SER425 LYS427
LEU428 PRO429 TYR440 GLU443 LEU448 ASP454
TYR456)

1:(GLY30 TYR61 ALA62 ASN63 SER64 THR86 TYR94
LEU95 ASN96 THR122 SER123 SER124 SER143 MET144
ASN145)

1:(ASN228 ALA229 PRO230 ASP304 ILE305 GLU308
ASP395 TYR396 CYS400 PRO401 GLU404 TRP522
THR523 PHE526 PRO527)

1:(PHE227 ASN228 ALA229 PRO230 TRP231 ALA232
VAL233 SER235 MET302 PRO303 ASP304)

1:(LYS323 ASP324 THR327 ARG386 GLU387 GLY390
ASP391 TYR420 TRP433 MET434 GLY435 ARG515)

1:(ACE3 ILE4 ILE6 GLN17 THR24 THR26 PHE28 ILE99
PRO100 ALA101 PRO102 LYS103 PHE185)

1:(PRO449 LEU450 GLU451 ARG452 ARG453 ASP454
GLN455 TYR456 THR457 LYS458 GLU461)

1:(ASN10 TYR33 SER48 LEU49 LEU173 GLN176
TRP177 LYS180)

1:(GLN67 ASNG68 ILE69 ASP70 TRP82 ASN83 PRO84
THR120 GLY121)

1:(TYR373 TRP376 ARG381 ASN384 GLU387 ALA388
ASP391)

1:(GLN179 PRO189 LYS190 SER191 VAL192 HIS214
SER215 LEU216 PHE217 THR218 LY S313)

1:(GLN179 PRO189 LYS190 SER191 VAL192 HIS214
SER215 LEU216 PHE217 THR218 LYS313

1:(ALA459 ILE462 LEU463 SER466 ASN504 THR505
GLU506 SER507 THR508)

1:(SER368 PHE371 HIS372 PHE521 PHE5S25)

1:(CYS66 LEU88 SER89 GLU90 ASP268 PRO269
GLN270 LEU273)
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18 15 -0.57 7 5 1:(GLY23 THR24 VAL25 PRO100 ALA101 ALA134
ARG135 ARG138)

19 | 25 | -063 | 16 | 22 | 1:(GLN351 LEU354 LYS355 GLU363 LYS366 GLU367
LEU370)

20 9 -0.63 4 10 1:(LYS407 ALA516 CYS519 ARG520 THR523 SER524)

o1 | 12 | 066 | 7 | 16 1:(HIS372 TYR373 ASP375 GLN517 GLN518)

2 | 7 | 074 | 1 | 11 1:(SER466 ARG470 SER487 THR488 THR508)

23 | 11 | 081 | 5 | 14 1:(THR19 VAL20 PHE21 GLY22 GLU451 ARG452
ARG453)

a: le nombre de sphéres alpha comprenant le site, b:le score de Propension pour le ligand [27] pour les résidus
de contact dans le récepteur, c: le nombre d'atomes de contact hydrophobes dans le récepteur , d: le nombre
d'atomes de contact de la chaine latérale dans le récepteur.

e Lesite le plus favorable pour faire notre étude possede le volume plus important, ainsi que

le ligand Co-cristallisé au niveau d’BuChE.

e Dans la figure suivante on a représenté la cavité sélectionnée pour notre étude de 4BDS.
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D’apres la littérature [28] on remarque que les résidus de site actif sont ressemblé aux résidus  de

site actif détecté par MOE, dans ce cas la cavité 1 sélectionnée pour notre étude (figure 111-10).

catalytic triad AspTO
I anionic ste

acyl pocket

oxyanion hole

PAS Tyr332

His438

Gly116

-\f\\‘/ Sertd8

A " Leu2ss
H'/‘\".'/‘/

Val288

Giyt17

Figure 111-10: Cavité enzymatique et les résidus du site actif de 1’BUChE.

La cavité 1 a été choisi (Voir la figure 111-9 et Tableau 111-8) pour faire notre calcul de docking

car elle possede :

4. Le ligand qui Co-cristallisé de BUChE (Tacrine) .
5. Unvolume important par rapport autres cavités.

6. Les mémes résidus de site actif de littérature.

Notez que nous pouvons discuter de la complémentarité en augmentant ou en diminuant la taille
de l'intervalle de la poche du site actif, dans notre cas, la poche enzymatique possede une largeur
de 300 A et une profondeur de 500 A (Voir figure 111-10).

Les énergies de score et les distances des interactions pour les différents complexes sont reportées

dans le tableau I11-9.
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Tableau I11-9: S-score, ICxq et les interactions entre les résidus du site actif de BUChE et les
atomes des ligands

L2

L4

L8

L10

L12

68,3+3,7

24,433

19,9+0,8

49,6+1,5

14,3+3,7
10,3+0,1
18,0+0,0

13,0+1,7
22,711
28,1+2,5

42,1+1,0
31,6%1,0

20,5+0,1

40,2+2,4
40,3+4,0
16,9+0,3

24,8+0,7
20,9+1,1
3,68+0,1

-7,998

-8,913

-8,126

-9,325

-7,870
-7,989
-8,502

-8,844
-8,353
-8,886

-8,555
-8,584

-8,779

-8,535
7,787
-8,324

-7,012
-7,346
-7,912

Br 26
08
C6
N9

Br26

Cl42
08
C24

014
Cl

6-ring
08

6-ring

N9
Br26
Br42
C24

C22

N9
Cl26
Cl42
C24

08

08
C6
08
C6
C22

Cl42

N9
Br42
08
C24
017

Cl43

94

TYR 128
HOH2092
TRP82
HIT438
TYR 128
SER 287
HOH2092
TRP231
GLY117
TYR332
ALA328
HOH2092
PHES329
/

/

HIT438

TYR128

SER287

TRP231
/

TRP231

HIS438
GLU197
SER287
TRP231

HOH2092

HOH2092
TRP82
HOH2092
TRP82
TRP231
/

SER287

HIS438
SER287
HOH2092
TRP231
HOH-2092

/
SER287

3,66
2,77
3,73
3,72
3,58
2,94
3,13
3,82
3,40
4,15
4,06
2,74
4,12

3,57
3,53
2,98
3,82

3,80
3,71
3,25
2,95
3,75
2,86
2,91
3,61
2,82
3,71
3,81

2,90
3,56
3,01
3,06
3,88
2,72

3,05



1,77+0,1

11,5+0,3

4,43+0,2

8,76+0,5

5,01+0,5
0,903+0,003

3,53+0,05

9,84+0,06

Ki=0.025

-8,205

-7,759

-7,935

-7,015

-7,663
-7,640

-7,999

-8,072

-6,2013

ClI29

014

N10
C23

Brl

015

N13

N15

N15

6-ring

o

NE2
5-ring
OH

6-ring

5-ring

SER287

HOH2055

HIS438
TRP231

TYR128

HOH2092
/

TYR332

HOH2056

HOH2093

TRP82

H-don

H-Acc

H-don
H-pi
H-don

H-Acc

H-pi

H-don

H-don

pi-pi

3,47

2,92

3,65
3,78

3,29

2,78

4,65

3,05

3,07

3,59

Les résultats obtenus montrent que les ligands L4, Ly, Lo Lg et L, formant des complexes

possédent les plus petites énergies Score par rapport aux autres complexes, meme au complexe de

ligand co-cristalliser ceci montre que ces complexes sont plus stables.

On peut les classer selon 1’ordre suivant :

4BDS-L4 < 4BDS-L;<4BDS-L19<4BDS-Lg<4BDS-L3;.

D’autre par, si on parle des ligands : L4 (ICso =49,6) ,L, (ICs0 =24,4) , L1o (ICs0 =28,1) , Lg (ICsp

=13) et Ly, (ICs0 =31,6) on peut voir qui ont des faibles valeurs de 1Cso mais avec des valeurs

Iégerement faible de 1’énergie de Score par rapport au ligand Co-cristallisé dans BUChE (L ).
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Figure 111-11 : interaction entre les ligands (L4et L,) et les résidus de site actif de BUChE .
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Figure 111-12 : interaction entre les ligands (Lio, Lget Lj>) et les résidus de site actif de
BuChE .

97



S

D’apres A. Imberty et al [29]. Nous pouvons constater que le ligand L4 forme deux interactions
avec les residus de site actif de BChE cité ici : la premiére de type H-accepteur forte (entre I’atome
08 et le résidu HOH2092) avec une distance 2,74 A et la deuxiéme de type Pi-H (entre I’atome

6ring et le résidu pHE329) avec une distance 4,12 A (voire le tableau I11-9 et la figure 111-11) .

En plus, le tableau 111-9 montrer que le complexe 4BDS-L, a une faible énergie de Score (-
9,325Kcal/mol), ceci confirme que ce ligand forment un complexe stable avec le BUChE, et par la
suite il peut inhiber ce dernier. D’autre part ce ligand posséde une valeur moyenne de 1C5,=49,6
(UM).

L’observation des résultats suggerent que le complexe formé par le ligand L, a une faible énergie

de Score (-8,913 Kcal/mol). Le L2 forme cing interactions avec les résidus de site actif :

> entre 1’atome CL42 et le résidu SER287 avec une distance 2,94 A => de type H-donneur
forte.

> entre I’atome O8 et le résidu HOH2092 avec une distance 3,13 A => de type H-accepteur

moyenne.

» deux interactions de type H-donneur faible : entre I’atome N9 et le résidu HIT438 avec
une distance 3,72 A et entre I’atome Br26 et le résidu TYR128 avec une distance 3,58 A.
et une derniere interaction de type H-pi (entre I’atome C24 et le résidu TRP231) avec une
distance 3,82 A.

Concernant ce ligand (L2) possede une faible valeur de 1Cs5,=24,4 ce qui es proposé peut étre

comme une deuxiéme inhibiteurs de ’enzyme 4BDS (Voir le tableau I11-9et Figure I11-11).

Les inhibiteurs Lo (-8.886 Kcal/mol)  Lg (-8,844 Kcal/mol), L, (-8,584 Kcal/mol) ont des valeurs
légerement faible d’énergie score, ceci confirme que ces ligands forment des complexes moins

stables que les complexes des ligands précédent(\Voir le tableau 111-9et Figure 111-12).

Finalement et d’aprés Seifert [30] Le score est une estimation de 1’affinité entre la macromolécule
et la petite molécule organique (docking moléculaire). Un score ne prédit donc en rien une activité

mais bien une affinité.
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Chapitre
i :

Résultats et discussion

Il n’est donc pas réaliste de corréler une activité mesurée avec la valeur d’un score. Une mauvaise
corrélation entre les affinités expérimentales et les scores ne signifie pas pour au tant que la

fonction de scoring est mauvaise.
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Dans le cadre d’élucider les mécanismes régissant 1’évolution de la maladie
d’Alzheimer (MA), nous nous sommes intéressés a deux parametres : 1’énergie score formee

par le complexe E-S ainsi que les interactions moléculaires (non-covalentes) entre les deux

enzymes étudies (Acétylcholinestérase et la Butyrylcholinestérase) et une nouvelle séries de
27 composés qui ont été synthétises et développés recemment : les dérivés de diethyl [(2-
phenylcarbamoyl)phenyl] phosphates. Pour cela les différentes méthodes de la modélisation
moléculaire (mécanique moléculaire, Semi-empirique et le docking moléculaire) sont utilisées
pour mieux comprendre le mécanisme d’inhibition de cette maladie et pour mener a bien cette

étude.

Dans un premier temps, 1’optimisation et la préparation des composés a été employé a
I’aide des deux méthodes : mécanique moléculaire et la semi-empirique. Ces derniéres

confirment que tous ces composés sont non toxiques.

En suite, nous avons préparé nos enzymes en effectuant deux étapes principaux :1/
élimination des co-facteurs et des ions, 2/ détecter les cavités par le programme MOE et
focaliser 1’étude sur la cavité 1 dans les deux enzyme (AChE, BuChE) et considére comme un

site actif car elle posséde le volume le plus important ainsi que les ligands co-cristallisés.

Dans un second temps, nous avons ainsi pu mettre en évidence un calcul par la méthode

de docking (amarrage) moléculaire pour tester la performance de cette derniére.

La discussion est basée sur un calcul de 1’énergie de score et les distances mesurées
entre certain groupements de la chaine latérale de I’enzyme (appartiennent au site actif) et
ceux de ligands. Ces deux parametres sont utilisés pour expliquer la formation des complexes

(Enzyme-Substrat).

L’étude a révélé que les deux ligands L3 te Lys sont les meilleurs inhibiteurs dans le cas
de AChE et le L4 et L, dans le cas de BUChE, ceci justifier par la présence des différentes
types d’interactions et en plus ces ligands possedent les plus basses énergies de score par

rapport aux autres.

Les resultats obtenus confirment que le complexe Li3-1EVE a des interactions

hydrogénes moyennes, par conséquent le complexe Lys -1EVE n’établis aucune interaction,
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mais il possede une valeur faible de 1C5,=45,5 ce qui es peut étre proposé comme une
deuxiéme inhibiteurs de I’enzyme 1EVE. Concernons le complexe L4-4BDS, il possede des
interactions hydrogénes fortes et une valeur moyenne de 1C5=49,6 (uM) , par contre le
complexe L,-4BDS forme quatre interactions hydrogénes (forte ,moyenne et deux faible ) ,
sachant que ce ligand (L,) possede une faible valeur de 1C50=24,4 ce qui es proposé peut étre

comme un deuxieme inhibiteur de I’enzyme 4BDS.

Notre étude montre que les méthodes de modélisation moléculaire peuvent étre utilise
dans I’intérét de découvrir de nouveaux médicaments anti-Alzheimer, et ces méthodes nous a

permet de trouver des nouveaux inhibiteurs ont potentiels éleves contre cette maladie.

Finalement, d’apres les résultats obtenus, nous pouvons dire que les quatre composés
Lis, Los, L4 et L, seraient probablement les meilleurs inhibiteurs pour ralentir 1’évolution de la

MA, et il peut étre suggéré comme des nouveaux medicaments.
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Annexe

Les interactions entre les ligands

et les résidus de site actif pour les deux enzyme
AChE et BuChE.
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Résumé

La modélisation moléculaire est une technique moderne en chimie, biologie et
pharmaceutique permettant d’utiliser des différentes méthodes (méthodes quantique et non

quantique) pour découvrir des nouveaux médicaments.

Notre travail consiste & étudier I’inhibition des deux enzymes : I’AChE et le BUChE qui sont
impliquées dans la maladie d'Alzheimer par des dérives de diethyl [(2-
phenylcarbamoyl)phenyl] en utilisant la technique de docking moléculaire. Nous sommes
particulierement basés sur deux parameétres : énergie de score et les distances des liaisons

hydrogénes et stériques.

L’analyse des résultats obtenus montre que les ligands L3, Los possédent une meilleure
inhibition dans le cas de ’AChE et le L4, L, dans le cas de BUChE, ceci nous a permet de

les sélectionner comme étant probablement les meilleurs inhibiteurs.

Mots-clés :  AChE/ BuChE, derives de diethyl(2-phenylcarbamoyl)phenyl), Docking
Moléculaire, Energie score, Interactions.

Abstract

Molecular modeling is a modern technique in chemistry, biology and pharmaceuticals that
make it possible to use different methods (quantum and non-quantum methods) to discover

new drugs.

Our work consists in studying the inhibition of two enzymes: AChE and BuChE that are
involved in Alzheimer's disease by diethyl [(2-phenylcarbamoyl) phenyl] derivatives using
the molecular docking technique.We are particularly based on two parameters: score energy
and the distances of the hydrogen and steric bonds.

The analysis of the results obtained shows that the ligands L3, Los have a better inhibition in
the case of AChE and L4, L, in the case of BuChE, this allowed us to select them as probably
the best inhibitors.

Key-words: AChE/ BuChE, Derivatives of diethyl [(2-phenylcarbamoyl) phenyl], Molecular

Docking, score Energy, Interactions.



