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INTRODUCTION GENERALE

Les maladies neuro-dégénératives touchent le systeme nerveux formant un groupe
hétérogene et complexe de pathologies chroniques évolutives. Certaines de ces maladies
affectent I’enfant ou le jeune adulte, mais le plus souvent ce sont des pathologies qui se
rencontrent apres 60 ans [1].

La maladie d’Alzheimer et Parkinson sont connus comme les maladies les plus
importantes parmi les troubles neurologiques qui sont communément observés [2]. Elles se
caractérisent par une détérioration du fonctionnement des cellules nerveuses, en particulier les
neurones, pouvant conduire a la mort cellulaire. Cette mort neuronale est plus rapide que celle
observée lors du vieillissement normal et intervient dans une région précise du systéme
nerveux central. Ces familles de maladies sont déja fréquentes et risquent de le devenir encore
plus compte tenu de ’augmentation de I’espérance de vie. Elles présentent un mécanisme
pathologique commun, a savoir une agrégation et un dépdt de protéines mal repliées,
provoquant la mort neuronale .

La maladie d'Alzheimer se caractérise par un déclin cognitif progressif dd a une variété
de changements pathologiques dans le cerveau, principalement dans les neurones
cholinergiques du cerveau antérieur basal [3]. D'autre part, La maladie de Parkinson (MP) est
une maladie dégénérative caractérisée par la perte progressive des neurones dopaminergiques
de la voie nigro-striatale et se traduit par des symptémes multiples comportant notamment la
triade parkinsonienne : tremblement, rigidité et akinésie [4].

Parmi ces pathologies neuro-dégénératives nous sommes intéressés a la maladie
d'Alzheimer (MA). Cette maladie est la forme de démence la plus fréquente, s'accompagne
progressivement et irréversible d'une détérioration intellectuelle induisant des manifestations
psychologiques et des troubles du comportement qui conduisent a une perte d'autonomie [5].
Elle touche la mémoire, les émotions, I’humeur, et le langage. La compréhension des
processus moléculaires de cette maladie est une nécessité pour vaincre la maladie .

Malheureusement, les seuls traitements existant actuellement sont dits symptomatiques.
Il n'existe donc pas de médicaments sur le marché permettant d'empécher leur apparition ou
leur progression. Les recherches de nouvelles cibles thérapeutiques, pour un traitement
curatif, deviennent donc un enjeu majeur.

Bien que ces deux derniéres decennies de multiples recherches ont permis d’ameliorer
notre compréhension de la pathogenése de la maladie d'Alzheimer, les subtilités du
mécanisme ne sont pas clairement définies, cependant plusieurs hypothéses étiologiques ont

été proposées, telles que I'hypothése cholinergique, I'hypothése de I'amyloide et I'hypothése de
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la protéine Tau. Les neurones sont affectés par deux lésions principales: le dépot
extracellulaire de plaque B-amyloide (AP) et la dégénérescence neuro-fibrillaire [6]. Ces deux
lésions engendrées lors de la maladie d’Alzheimer touchent principalement les voies
cholinergiques. 1l en résulte une diminution parfois massive des taux de neurotransmetteurs
circulant dans le cerveau. Le déficit en acétylcholine peut atteindre jusqu’a 90% dans les
stades sévéres de la maladie . Pour compenser le déficit en Acétylcholine, les médecins font
habituellement appel aux inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase (Tacrine, Donepezil,
Rivastigmine, Galantamine) et utilises comme un traitement. Ces molécules empéchant la
dégradation de 1’acétylcholine au niveau de la fente synaptique ont montré leur efficacité en
soulageant quelques symptomes liés a la maladie d’ Alzheimer [7].

Il existe une autre enzyme de la méme famille, la butyrylcholinestérase (BuChE), qui
reconnait également ’acétylcholine comme substrat. C’est a cette approche du traitement par
inhibition de I’AChE et BuChE que nous nous intéressons dans le présent travail afin de
contribuer au développement de nouveaux inhibiteurs en faisant appel aux différentes
techniques de modélisation moléculaire.

Cette derniere est une application des méthodes théoriques et des méthodes de calcul
pour résoudre des probléemes impliquant la structure moléculaire et la réactivité chimique dans
les différents domaines comme : la Chimie, Biologie, Médecine,... etc [8].

Elles permettent, actuellement, non seulement d’élaborer les mécanismes de complexation et
les profils énergétiques mais également de justifier et prédire les conformations les plus
stables ainsi que les interactions existantes entre une enzyme et un ligand.

Ces méthodes in silico permettent, entre autres, de simuler et de décrire I’affinité¢ d’une
entité moléculaire pour une protéine donnée (docking moléculaire) , ou bien encore, de
prédire des propriétés pharmacologiques et pharmacocinétiques (analyse in silico ADME),
ainsi qu’elle permet d’identifier une relation quantitative entre 1’activité mesurée
expérimentalement et des descripteurs théoriques ou empiriques liés a la structure moléculaire
(dans le cas de QSAR).

Dans ce travail, nous nous sommes focalisés sur 1'étude de 1’inhibition de
I’ Acétylcholinestérase et le Butyrylcholinestérase par une série des composés nouvellement
synthétisée en utilisant les méthodes de la modélisation moléculaire: docking moléculaire,
QSAR et proprietées ADME dans le but de traiter ou ralentir la progression de la maladie
d’Alzheimer.



INTRODUCTION GENERALE

Le travail de ce mémoire est présenté en trois chapitres :

Introduction générale : Dans laquelle nous avons donné un apercu sur la MA et précisé

’objectif de notre travail.

Le premier chapitre : Il englobe tous les principales approches et les différentes méthodes de

la modélisation moléculaire.

Le deuxieme chapitre : Il est consacré pour deux parties :

Partie (A): Les protéines, les enzymes et les acides aminés

Partie (B): Maladie d’Alzheimer

Le troisieme chapitre : Nous avons analysé et discuté les résultats obtenus.

Conclusion générale : Tirer une conclusion générale a partir des résultats obtenus au cours

de ce travail.
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Meéthodes de la modélisation moléculaire
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I. Introduction

Le nombre d’études théoriques a fortement augmenté avec le développement des
outils informatiques dans les 20 derniéres années : des procédures de calculs numériques
ainsi que des ordinateurs toujours plus puissants ont été mis au point, rendant ainsi possible
I’étude de systémes de plus en plus compliqués, et permettant 1’utilisation de techniques de
calculs et de niveaux de théorie de plus en plus poussés [1].

Les méthodes théoriques utilisées pour l'obtention de modeles permettant de

comprendre et de prédire la structure, les propriétés physico-chimiques et les interactions
moléculaires sont connues sous le nom de «Modélisation Moléculaire».
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].

Ces techniques permettent d’analyser, d’afficher, de dessiner, de calculer, de simuler
et de stocker les propriétés des composés pour imiter le comportement ou modéliser de
molécules .

La recherche et la synthése de nouveaux composés chimique sont aujourd‘hui,
souvent associées a une étude par modélisation moléculaire. Celle-ci permet de fournir des
informations qui ne sont pas disponibles par I’expérience et joue donc un rdle
complémentaire a celui de la chimie expérimentale. Ainsi, la modélisation moléculaire
peut par exemple permettre de se faire une idée précise de la structure de 1’état de
transition pour une réaction donnée, ce qui est difficile, voire impossible, pour la chimie
expérimentale [3].

Parmi les méthodes de la modélisation moléculaire on trouve [4] (docking
moléculaire, dynamique moléculaire, QSAR,.....); tous ces termes appartiennent a des
disciplines de recherche de la chimio- informatique et la bioinformatique structurale.
Ces derniéres sont bien établies avec de nombreuses applications dans le domaine des

sciences du vivant et de la santé [5].
1. Méthodes de la Modelisation moléculaire

La modélisation moléculaire est le terme générique regroupant les méthodes qui

permettent de simuler le comportement d’un systeme de particules. La taille du systeme
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é¢tudi¢ peut aller d’une simple molécule diatomique jusqu’a des macromolécules
biologiques de plusieurs dizaines de milliers d’atomes .

Ces méthodes peuvent étre relativement simples et utilisables rapidement ou au
contraire elles peuvent étre extrémement complexes et demander des centaines d’heures de
temps d’ordinateur, méme sur un superordinateur. En plus, ces méthodes utilisent souvent
des moyens infographiques tres sophistiqués qui facilitent grandement la transformation de
quantités impressionnantes de nombres en quelques représentations graphiques facilement
interprétables .

Les méthodes de la modélisation moléculaire les plus répandues et les plus utilisées

peuvent étre rangées en trois catégories:

Les méthodes quantiques.
Les méthodes semi-empiriques.

Les méthodes non quantiques [6].

I1.1. Les méthodes quantiques

La chimie quantique applique les principes de la mécanique quantique aux systémes
moléculaires pour tenter de résoudre I’équation de Schrodinger [7]. En effet, le
comportement électronique et nucléaire des molécules, étant responsable des propriétés
chimiques, peut étre décrit de facon réaliste a partir de cette équation. L’équation de
Schrddinger non relativiste et indépendante du temps est la forme la plus utilisée en
modelisation moléculaire.

Les méthodes de la mécanique quantique (ab initio et DFT), qui font appel a la
distribution des électrons répartis en orbitales autour de la molécule, impliquent des temps
de calcul souvent éleves qui limitent leur usage a des petites molécules ou nécessitent le
recours a de nombreuses approximations. elles sont particulierement adaptées au calcul des
charges et des potentiels électrostatiques, a I’approche des mécanismes réactionnels ou a la
polarisabilité.

La chimie quantique définie la structure moléculaire comme un noyau autour du quel
gravitent des électrons, qui sont décrit par leur probabilité de présence en un point et
représentés par des orbitales [8]. en appliquant les lois de la mécanique ondulatoire aux
¢lectrons, elle permet de déterminer 1’état électronique d’un systeme d’atomes, mais aussi
I’ensemble de ses propriétés observables (structurales : géométries, angles, longueurs... ;

énergétiques : énergies de liaison...).
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11.1.1. Principe de base de la mécanique quantique
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].

[ HY=EY ] (2)

ou:

H : est ’opérateur hamiltonien du systeme.

¥ : est la fonction d’onde du systéme.

E : est I’énergie totale du systéme.

L’hamiltonien d’un systéme moléculaire non relativiste est composé¢ d’un opérateur
d’énergie cinétique (T) et d’un opérateur d’énergie potentielle (V). Avec des notations

usuelles, I’hamiltonien moléculaire s’écrit donc de la facon suivante:

[ H=Te+Vee+VeN+VNN+TN ] (2)

Cette eéquation ne peut étre rigoureusement résolue que pour les systemes mono-
électroniques. La description des systemes plus complexes nécessite la mise en ccuvre d’un
certain nombre d’approximations.

L’approximation de Born-Oppenheimer est la premiére et la plus fondamentale
utilisée dans toutes les méthodes de MQ [10]. Selon cette approximation, le mouvement
des électrons est séparé de celui des noyaux en prenant en compte le fait que les électrons
sont beaucoup plus légers, et donc peuvent réagir a chaque changement de positions des
noyaux presque immédiatement. On considere les noyaux comme fixes, donc la fonction
d’onde électronique dépend seulement de leurs positions (et non de leurs mouvements).
Les calculs quantiques, constituent de nos jours, des outils fiables et utiles dans I’étude de
la structure et de la réactivité des systemes moléculaires. Nous distinguons trois approches:

Les méthodes ab-initio (Hartree-Fock...)
Les approximations de champ moyen (DFT)

Les modéles semi-empiriques.

11.1.2. Les méthodes ab-initio
Les méthodes ab-initio sont des méthodes non empiriques, il n’y’a pas
d'approximation a faire sauf celle de Born Oppenheimer et I'approximation OM-

CLOA(Combinaison Linéaire d'Orbitales Atomiques) [11]. dans les méthodes ab-initio,
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toutes les particules (noyaux et électrons) sont traitées explicitement.

Le mouvement des noyaux est déterminé par les forces genérees lors de la réalisation
de I’équilibre entre le systéme d’électrons et une distribution de noyaux donnée, cela
représente 1’élément majeur qui permet une étude ab-initio .

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, (MP n, 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 [12].

11.1.3. La théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT)

Cette méthode constitue une bonne alternative aux méthodes ab initio. L'idée de base
est d'utiliser la densité électronique (mesurable par rayons X par exemple) de notre
systéeme comme point de départ afin de retrouver I'énergie exacte du systéme, et donc la
fonction d'onde associée. Les premiers théoremes ont été développés par Kohn et
Hohenberg [13]. Ils ont réussi a démontrer que :

Pour un potentiel externe donné Ve, un systeme a particules interactives possédera une
seule et unique densité électronique.

Une fonctionnelle universelle de I'énergie peut étre définie en terme de densité.
L'énergie exacte d'un systéme correspond au minimum global de la fonctionnelle de
densite.

En 1965, Kohn et Sham développent les équations auto-cohérentes pour décrire
I'énergie d'un systéeme en fonction de sa densité, en présence d'un potentiel externe [14].
Différents types de fonctionnelles ont été développés afin de représenter au mieux les
contributions d'échange et de corrélation. Nous pouvons citer :

Les fonctionnelles LDA (Local density approximation), les fonctionnelless GGA
(Generalized gradient approximation) : elles introduisent dans leur expression un gradient
de densité, Les fonctionnelles de ce type sont: Becke88, PW91, P86 et LYP,Les
fonctionnelles méta-GGA.et Les fonctionnelles hybrides méta-GGA. Ces fonctionnelles,
dont la plus connues est B3LYP. Notamment, de nouvelles fonctionnelles de ce type ont
été développées parZhao et Truhlar [15] (M06-2X, MO06-HF...) et montrent une grande

précision dans le calcul de I'énergie.
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11.1.4. Les bases d’orbitales

Le choix de la base d’orbitales est aussi un critére trés important pour une bonne
estimation des données, bien qu'il soit moins important pour la DFT que pour les autres
méthodes ab initio, en particulier post Hartree Fock, la base représente la description des
orbitales atomiques.

Il existe bon nombre de bases de gaussiens possibles. On distingue deux sortes de
fonctions de bases :

Le premier type de base est formé d’orbitales de type Slater (STO) : c’est une base
minimale utilisant n fonctions gaussiennes pour représenter chaque orbitale atomique. Ces
bases dites de Slater décrivent tres bien les orbitales atomiques mais sont toutefois moins
faciles & utiliser pour les calculs numériques.

La plus répandue correspondan=3,6:
e LaSTO-3G: c’est une base minimale utilisant 3 fonctions gaussiennes pour chaque
orbitale atomique.
e LaSTO-6G : c’est une base minimale utilisant 6 fonctions gaussiennes pour chaque

orbitale atomique [16].

Le second type de bases est formé de fonctions gaussiennes faciles a calculer GTO «
Gaussian-Type Atomic Orbitals »: Ces bases, ne représentent pas trés bien les orbitales
atomiques. Leur grand avantage est de permettre le calcul des intégrales mono et surtout

bi-électroniques d'une maniére analytique et non numérique.

11.2. Les méthodes semi-empiriques

Les méthodes semi-empiriques reprennent le principe des méthodes ab initio.
Toutefois, contrairement a ces derniéres qui ne nécessitent aucun parameétre expérimental,
mais seulement les lois fondamentales de la mécanique quantique, les méthodes semi-
empiriques utilisent des parametres ajustés avec des résultats expérimentaux afin de
simplifier les calculs. En ne prenant en compte que les électrons de la couche de valence
ou en négligeant certaines intégrales (intégrales bi-électroniques), elles nécessitent des
temps de calcul plus courts et permettent d’accéder a des systemes de taille plus importante
et l'utilisation d’un jeu réduit de fonctions de base (typiquement STO-3G) [17].

Les termes énergétiques les plus difficile a calculer sont estimes a partir des données

expéerimentales .Les temps de calculs sont considérablement raccourcis, mais la méthode
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est tributaire des composes qui ont servi a 1’étalonner. Selon la nature des approximations

utilisées , on distingue plusieurs variantes :

e CNDO : (Complete Neglect of Differential Overlep) Premiére méthode semi-
empirique, elle a été proposee par Pople, Segal et Santry en 1965 .

e INDO : (Intermediate Neglect of Differential Overlap) proposée par PopleBeveridge et
Dobosh en 1967.

e MINDOY/3: Proposee par Bingham, Dewar et Lo en 1975.

e MNDO: (Modified Neglect of Diatomic Overlap) Proposée par Dewar et Thiel en 1977.

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 AMI ; 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 [18].

11.3. Méthodes non quantiques (empirigque)
11.3.1. Mécanique Moléculaire (MM)

L’expression "Mécanique moléculaire " désigne actuellement une méthode de calcul
qui permet, d’obtenir des résultats de géométrie d’énergie moléculaires en se basant sur la
mécanique classique.

La mécanique moléculaire est apparue en 1930 [19], mais s’est développée a partir
des années 1960, avec les progrés d’accessibilité et de performance des ordinateurs. Elle
permet de déterminer I’énergie d’une molécule en fonction de ses coordonnées atomiques
et de chercher des minima de 1’énergie correspondant a des conformeres stables [20].

Cette méthode décrit une molécule comme une série de sphéres dures et non inter-
pénétrables, reliées entre elles par des forces mécaniques généralement harmoniques : elle
est baseée sur les lois de la mécanique classique (newtonienne).

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 I’énergie
potentielle avec la géométrie moléculaire [21].

10
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Les valeurs de ces forces proviennent de donnees expérimentales de spectroscopie
vibrationnelle, de données de diffraction des RX ou de valeurs obtenues par les méthodes
ab-initio. Le calcul de I’ensemble de ces forces, selon les régles établies pour les
oscillateurs harmoniques, permet d’obtenir 1’énergie moléculaire et de déterminer la
structure tridimensionnelle. Aujourd’hui, la MM est utilisée pour interpréter les données de
RMN [22].

L’avantage principal de la MM par rapport aux autres méthodes est la rapidité des
calculs. Ceci est di a une simplification des équations du champ de force ; il est donc
possible de traiter des systémes moléculaires tres grands. En revanche, cette méthode ne
prend pas en compte la structure électronique moléculaire. Il est donc impossible d’étudier
des systemes dans lesquels les effets électroniques sont prédominants .

La mécanique moléculaire utilise les approximations suivantes [23] :

Chaque atome constitue une particule ;

L’atome est considere comme une sphere rigide ayant un rayon et une charge
déterminée ;

Les énergies sont calculées par des formules dérivées de la mécanique classique.

a. Champ de force en mécanique moléculaire

Le champ de force exprime réellement la moyenne des interactions électroniques
entre les atomes . Il permet d’accéder a I’hypersurface énergétique d’une molécule en
établissant un lien entre les déformations structurales du systéme et son énergie potentielle.
Il désigne a la fois I’équation mathématique (fonction d’énergie potentielle) et les
parametres qui la composent. La fonction d’énergie potentielle définit une énergie
empirique, 1’énergie totale étant décomposée en une somme de termes additifs représentant
chacun des interactions inter atomiques. Elle est exprimée comme une somme de

contributions de plusieurs types d’interaction [24].

E totale — Eliaison+EangIe+ Ediédre + EVDW+ Eélectrostatique+Epont-H
- _g | - _J

. g8 i
Elice E

non-liée

Cette énergie est exprimée sous la forme d'une somme de contributions
bidimensionnelles, associées aux écarts de la structure par rapport aux parametres de
références (longueur de liaison, angle de valence,..) et d’une somme de contributions 3D

caractéristiques d’une énergie stérique (énergie de Van der Waals, énergie coulombienne,

11
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....). L'énergie stérique minimale calculée est la somme des contributions apportées par les

énergies d'élongation, de flexion, de torsion, de Van der Waals, électrostatique,.... [25].

Lonsgueur 5 - RN
de liaison - P diedre

Angie de
valence

Electrostatigue

Figure 1.1: Hlustration des principales composantes d'un champ de force(les
termes liés sont représentés en bleu et les non liés en rouge).

b. Energie d'interaction entre atomes liés

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 ’expression du terme potentiel et rendre plus fidele la description du systéeme, des
termes de couplages entre différents atomes ont été introduits .
Ces déformations des liaisons et des angles sont représentées par un oscillateur harmonique
avec une sommation sur toutes les liaisons covalentes ou sur tous les angles entre atomes
liés par liaisons "covalentes" [26].

1-Energie d’élongation des liaisons (stretching):

Définit I’énergie mise en jeu par les variations de la longueur r des liaisons
I’équilibre apres extension et compression de ressort a partir de leurs valeurs d’équilibre .
(Figure 1.2).La variation d’énergie potentielle résultante de 1’¢longation des liaisons a la

forme d’une fonction de Hooke:

H E(W = 1/, &-(L—Lo)zb

ol : Figure 1.2: Energie d’élongation entre deux atomes liés.

Kr : est la constante d'élongation ou constante de Hooke
Lo : la longueur de la liaison de référence.
L : la longueur de la liaison dans le modele.

12
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2-Déformation des angles de valences (binding):

Définit ’énergie impliquée dans les variations d’angle 0 entre deux liaisons

contigués, autour d’une valeur d’équilibre 0y (Figure 1.3).

Gxe\gi £@ = /3 Ko — 00"

Figure 1.3 : Déformation des angles de valence

K, : constante de flexion.
0o: angle de valence de référence.

0 : angle de valence dans la molécule.

Le couple (K, 60) représente ici encore un sous-ensemble du champ de force.

3-Enerqie de torsion:

Elle concerne l'angle diédre formé par les atomes 1-2-3-4. Elle rend notamment
compte de la structure 3D de la molécule.
L’évaluation de cette énergie E(®) se fait par une fonction développée en série de Fourier

(Figure 1.4) [27]:

ir l E¢:% _ &_n[l—i—cos(ngﬁ—(o)]'

Figure 1.4: Energie de torsion.

ou:

Ai,n : constante de force.

n : périodicité de Ai,n.

o1 : L’angle diédre (®) définit la torsion autour de la liaison 2-3.
o: Angle de phase.

C. Energie d’interaction entre atomes non liés

Seuls les atomes séparés de plus de trois liaisons sont considérés comme pouvant
avoir des interactions non liées. Ce choix se justifie par le fait que les interactions, entre
atomes separés par une, deux ou trois liaisons, sont suffisamment bien déecrites par les
termes de déformation des longueurs de liaisons et d’angles formes par deux liaisons

covalentes.

13
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1-Energie de Van der Waals :

Le quatriéme terme de la fonction d’énergie est le potentiel de Lennard-Jones qui

traduit les interactions de van der Waals [28](Figure 1.5).

> »
Ey=2ii——
® 6

Figure 1.5: Energie de Van der Waals

g
7B v i
) Yy

Ou:

rij - La distance entre les deux atomes.
Ajj et Bjj constantes de VVan Der Waals.
I1 est constitué 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).

2-Energie d’interactions électrostatiques :

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

cette interaction est décrite par la loi de Coulomb :( Figure 1.6)

Eelec = Zqiqj /D’;j

ol : Figure 1.6: Energie d’interactions électrostatiques

gi, gj : sont les charges portées par les atomes.
rij - la distance entre les deux atomes .
D : le constant diélectrique du milieu.

3-Enerqie de liaison hydrogéne :

Les liaisons hydrogene sont le résultat des interactions électrostatiques (70%) et de
Van der Waals (30%) entre un atome ¢€lectronégatif (généralement un atome d’oxygeéne ou

d’azote) portant un doublet d’électron libre et un atome d’hydrogéne porté par un atome

14
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électronégatif. Les deux atomes sont distants d’environ 3 A. L’énergie des liaisons
hydrogéne est de I’ordre de 3 keal.mol[29].

Les phénomenes de répulsion et de délocalisation électronique interviennent.
Plusieurs types de fonctions d'énergie potentielle ont été développés pour tenir compte de
la directivité de la liaison hydrogene. Actuellement, les fonctions les plus utilisées
permettant d'exprimer ces interactions dans des systémes moléculaires importants sont
souvent simplifiées:

La fonction EH = A/rij*2 " B/rij*

La fonction EH = A'/rij*? " B'/rij°

Les coefficients A, B, A', B' sont spécifiques des liaisons hydrogene .
d. Différents champs de force en mécanique moléculaire

Différents champs de force utilisent le méme type de termes énergétiques mais
paramétrés de manieres différentes. Depuis les années 1970, de nombreux champs de force
ont été développés et commercialisés.

Dans ce qui suit on va présenter les principaux champs de forces utilisés dans les calculs de
la MM:

o MM2: 11 a été développé par Allinger et c’est le champ de force le plus utilisé par la
communauté des chimistes organiciens [30]. Il a été concu au début pour les molécules
simples (alcanes, alcénes et alcynes non conjugués, les composés carbonylés, les sulfures,
les amines...), mais ses version améliorées MM3 (1989) [31] et MM4 (1996) [32] lui
permet de traiter des molécules organiques de plus en plus complexes.

e MM+ : est un champ de force robuste, il a 1’aptitude de prendre en considération les
parametres négligés dans d’autres champs de force et peut donc s’appliquer pour des
molécules plus complexes tels que les composés inorganiques [33].

e AMBER : (Assisted Model Building with Energy Refinement)[34]. Ce champ de force
a été paramétrisé pour les protéines et les acides nucléiques. Il a été utilisé pour les
polyméres et pour d’autres petites molécules [35].

e OPLS: (Optimised Potentials for Liquid Simulation) [36].

e GROMOS: (Groningen Molecular Simulation Program Package) [37].

¢ CHARMM (Bio+): (Chemistry Harvard Macromolecular Mechanic) .

e SPASIBA: (Spectroscopic Potentiel Algorithm for Simulating Biomolecular
conformational Adaptability) [38].
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o MMFF94: C’est ’'un des champs de force de mécanique moléculaire les plus récents, il
a eté développé par Tom Halgren.

e UFF: (Universal Force Field) [39].

e EMO (Energy Of MOlecule) : développé par B. Blaive [40], il est basé sur le champ
de force MM2.,

e. Minimisation de I’énergie

La mécanique moléculaire nous permet de minimiser I'énergie calculée. Le réle de la
minimisation est essenticllement de relaxer la structure initiale et d’éliminer les mauvais
contacts interatomiques.

Les méthodes de minimisation ne déterminent ainsi que la conformation stable la
plus proche en énergie de la conformation initiale de la structure moléculaire, celle-ci
pouvant correspondre a un minimum énergeétique global ou simplement local : Les minima
locaux sont inévitables car les longueurs de liaison et les angles de valence sont rapidement
optimisés au stade initial de la minimisation ; mais quand ces derniers ont
atteint leur valeur d’équilibre, d’autres mouvements torsionnels sont inhibés puisque pour
réduire d’avantage [’énergie totale du systeme il faut pouvoir déplacer plusieurs

atomes[41].

4 Minimal locaux

Energie potentielle

Minimu'm global

K=
conformation

Figure 1.7: Déterminer les minimas de I'énergie globale d'interaction

Les differentes méthodes de minimisation les plus utilisées sont :

La méthode du gradient conjuguée.

La méthode de la plus grande pente appelée «Steepest descent».

La methode de Newton Raphson[42].

On peut dire que la mécanique moléculaire aujourd’hui est a la porte de tous les
chercheurs. La mécanique moléculaire ne peut pas encore rivaliser avec la mécanique

quantique dans beaucoup de domaine qui lui sont propre, mais elle reste une méthode de

16



m Meéthodes de la modélisation moléculaire

choix dans I’interprétation de phénomenes sous controle stérique et dans le calcul de
structure.

Il existe également des méthodes hybrides de Mécanique Moléculaire/Mécanique
Quantique qui ont été développées pour essayer de profiter des avantages des deux
méthodes. Le principe de base étant d'utiliser la Mécanique Quantique pour une zone
restreinte d'intérét comme le site actif d'une protéine et de traiter le reste du systéeme avec
la mécanique moléculaire pour gagner du temps de calcul. Bien que ces méthodes aient
déja prouve leur efficacité, elles ne sont pas réellement adaptées a nos problématiques [43].
11.3.2. Dynamique Moléculaire

Les premiéres simulations de dynamique moléculaire remontent a la fin des années
1950 et au début des années 1960 pour des systémes plus importants [44].
Les simulations de DM consistent a calculer les positions et les vitesses d'un systéme
d'atomes. Elles sont tres importantes pour la recherche du comportement structural des
biomolécules en fonction du temps. 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 1’énergie libre ou bien étudier 1’effet du solvant
sur la structure des biomolécules. Ainsi, au contraire de la mécanique moléculaire, la
dynamique moléculaire produit des conformations qui dépendent moins de la structure
initiale .
a. Principe de la dynamique moléculaire

En dynamique moléculaire, le mouvement des atomes d’une molécule est simulé en

intégrant les équations de Newton pour chague atome i :
Fi : Vecteur force agissant sur

I’atome 1.
. . d: m') rT_li : Masse de l’atorn/e,i. _
F,=ma, =m, — ai : Vecteur accélération de
dt- I’atome 1.

ri : La position de I’atome i.

Une simulation de dynamique moléeculaire se compose de quatre phases distinctes :
-Initialisation.

-Thermalisation .

-Equilibration.

-Dynamique ou production .
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b. Applications de la dynamique moléculaire

Une application importante de la dynamique moléculaire est 1’analyse des modes
normaux de vibration le long de la trajectoire. Une autre application est I’optimisation et le
raffinement des structures 3D d’aprés les données de la cristallographie et/ou de la RMN.
La mise en ceuvre de cette méthode requiert néanmoins des moyens de calcul
particulierement puissant (CRAY par exemple) et elle est colteuse en temps et en argent.

Elle se généralise cependant pour les études de peptides et de petites protéines [45].

11.3.3. Docking moléculaire

Docking (ancrage ou amarrage 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 (cible de docking) dont la structure tridimensionnelle est connue et
d’une petite molécule (ligand). Le récepteur macromoléculaire étant le plus souvent une
protéine, le terme docking seul est couramment employé pour désigner un « docking

protéine-ligand » [46].

Figure 1.8: Représentation schématique du docking moléculaire.

Cet outil est actuellement trés sollicité dans la recherche de nouvelles molécules a
visée thérapeutique. 1l est utilisé pour faire des criblages trés rapides et peu colteux afin
d’identifier une molécule pouvant avoir une forte activité sur une protéine cible ou au
contraire d’identifier la cible d’une molécule ayant des activités biologiques intéressantes.
D’autres parts, lorsque la structure tridimensionnelle d’une protéine cible est définie, le
docking permet de mettre en évidence les régions et les résidus a explorer pour optimiser
I’affinité d’un ligand avec cette cible. Ainsi, il est également utilisé pour optimiser la

sélectivité d’une molécule entre deux ou plusieurs protéines .
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Le Docking Moléculaire est I'étude des interactions non-liantes intervenant lors de la
formation de complexes moléculaires telles que:
v' Les interactions V.d.W.
v' Les interactions électrostatiques (dipble-dip6le, Leonard Johns).
v' Les interactions Hydrogenes [47].
Une simulation de docking entre deux molécules comprend essentiellement deux étapes le
docking proprement dit et le scoring (Figure 1.9):
Le Docking (la premicre étape) 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 celles qui représentent les modes
d’interactions les plus favorables.
Le Scoring (la deuxiéme) est 1’étape de classement, qui consiste a évaluer I’affinité
entre le 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

*y

proposées [48].

Recherche e
conformationnelle ~ Scoring
—_——
Eiguma Protéine Protéine

Figure 1.9 : Principe général d’un programme de docking

a. Protocole Générale de Docking

Les approches utilisées actuellement sont exclusivement calculatoires et évaluées par
des outils de visualisation. Ces approches peuvent étre décomposées en quatre a cing
phases successives [49] (Figure 1.10):
v Choix du mode de représentation des protéines (tout atome, pseudo-atome, grille, etc.),
Exploration conformationelle (corps-rigide position/orientation du ligand et/ou flexible
position/orientation/forme du ligand).
v/ Minimisation de la fonction d’évaluation de 1’énergie d’interaction (ou fonction de

score) des conformations issues de 1’exploration.
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v Regroupement par ressemblances et classification par évaluation plus fine du score,
accompagnée d’une étape non automatique d’évaluation visuelle des résultats lorsque le
score ne permet pas de discriminer la conformation native des différentes conformations
générées.

v Une étape optionnelle d’affinement des complexes sélectionnés par minimisation ou

dynamique moléculaire.

Un algorithme de recherche pour explorer les possibilités de modes de liaison, un
mécanisme pour placer le ligand dans le site de liaison et une fonction de score pour

classer les différents modes de liaison.

/1- Représentation 4- Regroupement,

Classement et selection:
- re-scoring
- donnée expérimentale

2- Recherche
conformationnelle:

-rigide (rotation et
translation)

-flexible: résidus,
chaine carbonée,
domaine

3- Minimiseur
évaluation du score

A5- Affinement
-minimiseur
- dynamique moléculaire

Figure 1.10: Protocole général de docking.

b. Algorithmes du docking

Le plus important probléme pour I’étape de Docking 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 .

Il existe différentes Algorithme qui permettent de prendre en compte la flexibilité du
ligand notamment des Algorithme systématiques et des Algorithme aléatoires ou

stochastiques [50].
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C. Le docking : du docking rigide vers ’introduction de la flexibilité

Le premier modele d’amarrage moléculaire mise au point par le chimiste allemand
Heinz Emil Fischer a la fin du XIXe siecle considérait le récepteur et le ligand comme
corps rigide en se basant sur le modéle « clé-serrure » [51] .C’est sans aucun doute la
catégorie la plus simple et rapide de docking. Mis en marche plus tard, ils ont distingué
deux niveaux de docking :

v" Le docking semi-flexible est "asymétrique" et généralement utilisé pour ’amarrage
protéine-ligand, le ligand étant considéré comme flexible, la protéine gardée rigide.

v’ Le docking flexible enfin, traite la flexibilité des deux molécules, mais la flexibilité
permise est limitée pour simplifier les modeéles .

La quasi-totalité des programmes de docking utilisés actuellement proposent une
approche qui prend en compte la flexibilité du ligand, tout en considérant le récepteur
rigide (docking semi-flexible).

L’utilisation de tels programmes ménent a de bons résultats, principalement quand la
protéine a une flexibilité limitée. En effet, dans de tels cas, la structure cristallographique
peut étre considérée comme plus représentative de 1’état de la protéine dans son
environnement naturel, ce qui augmente les chances de simuler correctement le mode

d’interaction protéine-ligand.

d. Interaction protéine-ligand

Le docking est la base de la reconnaissance moléculaire et du type de I’interaction. A
chaque protéine cible de structure connue le docking se révele étre la clé dans le design de
nouveaux médicaments [52]. Les interactions qui peuvent exister entre cette petite
molécule (le ligand) et la protéine sont : des interactions polaires (liaisons hydrogene,
liaisons ioniques) et des interactions hydrophobiques (contact entre des groupes
hydrophobes).

Les interactions entre la protéine et le ligand suivent le concept de la
complémentarité stérique. Récemment d’autres algorithmes ont été développés [53]. Ces
algorithmes sont moins performants car ils modélisent les différentes interactions de la
méme maniére. Pour contourner cette carence la technique utilisée considére trois niveaux
de types d’interaction :
v’ Les interactions du 3°™ niveau concernent les liaisons hydrogéne et les liaisons
ioniques, elles sont les plus restrictives géométriquement a cause de leur courte distance H-

accepteur -------- H-donneur = 1.9A°.
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v’ Les interactions du 2°™ niveau sont les interactions hydrophobiques entre le centre d’un
cycle aromatique et les atomes d’un autre cycle, d’un amide ou des groupements méthyle.
La géométrie de ce type d’interaction est légérement moins restrictive, on peut alors le
séparer des interactions purement hydrophobiques. Des études sur I’interaction protéine-
ligand ont montré que ce type d’interaction est le plus fréquent.

v Les interactions du 1°" niveau sont les contacts hydrophobiques non spécifiques entre
les atomes de carbone aliphatique ou aromatique. Ces interactions sont généralement
sphériques avec un rayon de 4A° et elles couvrent la plus grande partie du ligand [54].
3éme

Pour le placement du ligand dans le site actif de la protéine, les interactions du niveau

sont utilisées en premier, ensuite celles du 2°™ niveau, et enfin celles du 1% niveau.

e. Programmes de Docking moléculaire

A T’heure actuelle, plus de 30 programmes de docking moléculaires (commerciaux
ou non) sont disponibles Parmi tous ces programmes d'amarrage moléculaire qui ont déja
prouvé leur efficacité, on peut trouver : comme GOLD [55], FlexX [56], DOCK [57],
AutoDock [58], MOE [59] ou bien UCSF Chimera [60] et Glide [61]. R. Thomsen et al
[62] ont fait une comparaison entre 4 logiciels de docking et ils ont montré que le MVD est
le plus précise (MVD: 87%, Glide: 82%, Surflex: 75%, FlexX: 58%).

I11. Limitation de la modélisation moléculaire

La Modélisation Moléculaire s'adresse surtout a des organiciens intéressés par des
problemes de réactivité et de structure de molécules comportant déja un nombre significatif
d’atomes, elle s’adresse aussi au biochimiste et pharmaciens préoccupés par la relation
structure-activité [63]. Si l'on veut exploiter intelligemment les programmes disponibles
pour le calcul et la visualisation, certains principes de base doivent étre retenus, il est
nécessaire de connaitre les origines de la méthode, ses potentialités et ses limites.

Cette méthode empirique, ne s’applique bien que lorsqu'on étudie des molécules
voisines de celles qui ont servi a établir le champ de force. Plus on sophistique le champ de
force de la mécanique moléculaire (MM2----->MM3) plus on a besoin de paramétres; il est
difficile d'avoir un champ de force général et on s'oriente plutdt vers des champs de force
spécifiques, sur les hydrocarbures conjugués, les protéines, les peptides [64] et les
polyméres,...etc. Enfin il faut toujours valider une étude en Modélisation Moléculaire par

confrontation avec I’expérience (RX, RMN....) sur des molécules types.
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IVV. Méthodes de relations quantitatives structures activités QSAR

Actuellement, la modélisation moléculaire est largement utilisée [65] pour élaborer
des modeles fiables permettant de prédire les propriétés physico-chimiques et les activités
biologiques . Parmi les techniques de chimie computationnelle, nous pouvons citer les
techniques de QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships).

Les méthodes QSAR ont pour objectif d’établir des relations mathématiques a 1’aide
de méthodes d’analyse de données, reliant des propriétés moléculaires a [’activité
biologique mesurée dans les mémes conditions expérimentales pour une série de
composés, ce qui permet d’identifier et d’évaluer I’impact des propriétés influengant
I’activité biologique.

a. Paramétres biologiques

Les données biologiques sont habituellement exprimeées sur une échelle logarithmique
en raison de la relation linéaire entre la réponse et le logarithme de dose dans la région
centrale de la courbe de log dose-réponse. Les logarithmes inverses de I'activité (log 1/C)
sont également utilisés pour obtenir des valeurs mathématiques plus élevées lorsque les
structures sont biologiquement tres efficaces. Des exemples de données biochimiques ou
biologiques, utilisés dans I'analyse de QSAR, sont décrits dans le tableau 1.1 [66].

Tableau 1.1 : Types de données biologiques utilisées dans 1’analyse QSAR

Source d’activité Parameétres biologiques

1. Récepteurs isolés

Constante de vitesse Log k
Constante de Michaelis-Menten Log 1/Km
Constante d’inhibition Log 1/Ki

2. Systemes cellulaires

Constante d’inhibition Log 1/1C50
Résistance croisée Log CR
Données biologiques in vitro Log 1/C
Mutation de gene Log TA98

3. Systemes in vivo

Facteur de bioconcentration Log BCF
Vitesses de la réaction in vivo Log I (induction)
Vitesses pharmacodynamiques Log T (clairance totale)
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b. Descripteurs moléculaires

L’activité biologique ne peut pas étre reliée directement a la structure moléculaire ;
cette derniere est codée par des grandeurs qui représentent d’'une mani€re quantitative les
informations contenues dans la structure moléculaire telles que les caractéristiques
physico-chimiques et structurelles. Ces grandeurs sont appelées descripteurs [67]. une fois
ces derniers disponibles, il est possible d’établir des relations entre ceux-Ci et une activité
(ou propriété) a I’aide des outils de la modélisation[68].On en dénombre aujourd’hui des
milliers, qui peuvent étre calculés ou obtenus de maniere empirique. De nombreux
logiciels ont été développés pour calculer les différents descripteurs moléculaires .

La classification des descripteurs moléculaires est établie en fonction :

e Leur origine (constitutionnel, géométrique, topologique, thermodynamique,
quantique).
e Leur dimensionnalité (1D, 2D, 3D ou 4D).

c. Analyse de régression

La régression linéaire multiple est la plus simple méthode statistique de modélisation
et la plus appliquée dans les études de la relation structure-activité . La méthode a été
popularisée par Hanch en reliant 1’activité biologique aux propriétés expérimentales
lipophiliques, électroniques et stériques pour des séries de composés .

La méthode RLM repose sur 1’hypothese qu’il existe une relation linéaire entre une
variable dépendante Y (dans notre cas ’activité biologique) et une série de n variables
indépendantes Xi (ici, les descripteurs moléculaires) [69]. L objectif est d’arriver a une
équation mathématique de la forme :

Y =ap+ ajX; +aXe + ... +a, X, eq (01)
QOu ai (i=0, 1,..., n) sont des constantes inconnues appelées coefficients de régression et
I'objectif de I'analyse de régression est d'estimer ces constantes

On suppose que toutes les variables explicatives sont indépendantes I'une de l'autre
[70]. La détermination de 1’équation (01) se fait alors a partir d’une base de données de p
échantillons pour laquelle a la fois les variables dépendantes et la variable indépendante
sont connues. Il s’agit donc de considérer un systtme de p équations.
Le meilleur modele de régression linéaire multiple est celui qui a des valeurs R (le

coefficient de corrélation de Bravais Pearson variée entre 0 et £1) et F (test Fischer)
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élevées, une faible erreur-type, le moins de variables et une capacité de prédiction élevée
[71].
Une fois développé, le modéle doit étre interprété en analysant tous les paramétres

statistiques de ce modéle, sa qualité doit étre aussi étudiée, cette qualité est vérifiee par ce
que I’on appelle validation.

Validation interne

La validation croisée LOO (leave-one-out) est une technique de validation de modeéle
permettant d'évaluer comment les résultats d'une analyse statistique se généraliseront a un
ensemble de données indépendantes[72], dans lequel nous utiliserons ces parametres

statistiques:

PRESSE (somme résiduelle prédite des carrés). PRESS = Z(ans — Yeare)?
— _ 2
TSS (somme totale des carrés). SSY = Z(?nbs Vinean)
_ |PRESS
Spress (validation standard des erreurs de prédiction). Sprss = I
N
2 _ PRESS

R%cv (coefficient de corrélation validé de facon croisée). v SSY
R? sajusté R-carré R, = | [1— ()] (———

adj(@juste R-carré). adj = r —
PE (erreur de prédiction) . PE = 0.6745(1 — r?)/yn

Avec:
n est le nombre des observations (les molécules) ; p est le nombre de variables
indépendantes (les descripteurs).

Validation externe

Afin de tester de maniere fiable le pouvoir prédictif du modéle QSAR[73], il est
nécessaire d’employer un ensemble de validation externe, non employé pour le
développement du modéle. Pour se faire, soit un ensemble de molécules divisé en deux :
un ensemble d’apprentissage sur lequel le modeéle est développé "“Training set™ et un
ensemble de validation utilisé pour déterminer sa validité externe ""Test set'. Une fois
I’ensemble de validation mis en place, il suffit alors d’appliquer le modele QSAR aux
molécules qui le composent et de déterminer la corrélation existant entre les activités
calculées et celles expérimentales. Plus cette corrélation est importante, plus le modeéle est
capable de prédire les activitts pour des molécules hors I’ensemble

d’apprentissage[74].cette validation est caractérisée par le parameétre Q%es:.
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V. Définition d’ADME

Pour étre efficace en tant que médicament, une molécule puissante doit atteindre sa
cible dans le corps en concentration suffisante, et y rester sous une forme bioactive
suffisamment longtemps pour que les événements biologiques attendus se produisent. Le
développement de médicaments implique I'évaluation de I'absorption, la distribution, le
métabolisme et I'excrétion (ADME) de plus en plus tot dans le processus de découverte.
Une grande variété de méthodes in silico partagent I'objectif de prédire les paramétres
ADME & partir de la structure moléculaire [75]. A noter, le travail pionnier de Lipinski et
al examiné des composés actifs par voie orale pour définir des intervalles
physicochimiques pour une probabilité élevée d'étre un médicament oral. (C’est-a-dire la
ressemblance médicamenteuse) [76]. C'est ce que I'on appelle la Rule-of-delve qui définit
la relation entre les parametres pharmacocinétiques et physicochimiques.

V.1. La pharmacocinétique

Pharmacocinétique est traditionnellement définie comme 1’¢tude du sort des
médicaments dans 1’organisme [77], depuis leur absorption jusqu’a leur élimination. Cette
discipline permet ainsi de relier les doses de médicaments administrées aux concentrations
sanguines observées, et de décrire leur évolution en fonction du temps.

Parmi les notions fréqguemment utilisées en pharmacocinétique, citons : La
biodisponibilité: désigne la fraction de la dose de médicament administrée qui atteint la
circulation systémique, et la vitesse a laquelle elle 1’atteint. Elle refléte principalement la
phase d’absorption.

V.1.1. Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination (ADME)

Il est possible de décomposer le circuit du médicament dans ’organisme en quatre
phases :

a. Absorption

L’absorption correspond donc au passage du médicament de son site
d’administration a la circulation sanguine générale, au travers de membranes biologiques.
Avant toute absorption, il est souvent nécessaire que le principe actif soit libéré de la forme
galénique : dissolution du comprimé, ou de la paroi de la gélule. Plusieurs phénoménes
interviennent ensuite dans 1’absorption des médicaments : d’une maniére schématique, on
peut distinguer des phénomeénes d’absorption actifs et des phénomenes d’absorption

passifs.
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b. Distribution

Est la répartition du principe actif du médicament depuis son entrée dans la
circulation générale jusqu’a son arrivée au site d’activité. Est également influencée par le
caractere plus ou moins lipophile du principe actif, ainsi que par son affinité pour
différents tissus : os, tissu adipeux, ...

Le principe actif se présente sous deux formes dans le plasma : une forme libre
active, qui permet au principe actif de diffuser librement et de rejoindre 1’organe cible ou il
exercera son action ; une forme liée aux protéines plasmatiques, sous laquelle le principe
actif est incapable de se diffuser, donc d’atteindre son site d’action. des organes comme le
cerveau présente une mauvaise distribution, en partie a cause d’'une membrane protectrice,
la barriere hémato-encéphalique (BHE), qui entrave la diffusion de xénobiotiques
dans le systeme nerveux central (SNC).

c. Métabolisme

Comprend les biotransformations ou modifications chimiques que subit une
substance médicamenteuse dans I’organisme. Le résultat de ces biotransformations est
généralement la réduction de la substance en une forme inerte, appelée métabolite inactif,
plus facilement éliminable. Les substances médicamenteuses ne sont cependant pas toutes
inactivées par le métabolisme ; certains médicaments dits précurseurs ne deviennent actifs
qu’aprés leur biotransformation, d’autres sont bio transformés en un ou plusieurs
métabolites actifs.

d. Elimination

Consiste en I’excrétion de la substance médicamenteuse hors d’organisme. Elle est
assurée par divers organes : le rein le plus important, le foie et les poumons. Une portion
de certains médicaments peut se retrouver dans la salive, la sueur ou le lait maternel.

Cette séparation en quatre phases du circuit du médicament dans 1’organisme est
rationnelle mais artificielle. En effet, il n’y a pas de réelle séparation temporelle[78].

V.2. Quelques propriétés physico-chimiques
V.2.1. La masse moléculaire (M)

Est le rapport entre la masse d'une molécule et I'unité de masse des atomes « uma »
(équivalente a un douziéme, soit 1/12, de la masse d'un atome de carbone 12), elle est donc
sans unité. Elle peut étre obtenue par I'addition de la masse atomique de chaque atome de
la molécule multipliée par leur indice numérique dans la formule brute ou mesurée

expérimentalement par spectrométrie de masse .
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V.2.2. Nombre de liaisons rotatives (n rot b)

Ce paramétre topologique simple est une mesure de flexibilité moléculaire. 1l a été
montré pour étre un descripteur de trés bonne biodisponibilité orale de médicaments .Le
nombre de liaisons rotatives (NRB) a été défini comme une simple liaison, non pas dans un
cycle, liée a un atome non terminal (c'est-a-dire non hydrogene). Sont exclues du compte
les liaisons amide C-N en raison de leur barriére a I'énergie de rotation élevée .

V.2.3. Le nombre de donneurs de liaisons hydrogene

Noté (NHD), calcule le nombre de donneurs de liaison hydrogéne dans la molécule.
Il s'agit du nombre d'atomes possédant une case quantique vide et contenant un hydrogéne
acide, c'est-a-dire un atome d'hydrogeéne lié a un hétéroatome (comme dans les amines,
alcools, thiols).

V.2.4. Le nombre d'accepteurs de liaisons hydrogene
Noté (NHA), calcule le nombre d'accepteurs de liaison hydrogéne dans la molécule.

Il s'agit du nombre d'atomes possédant des doublets non liants (azote, oxygene ou fluor) et
capable de se lier par liaisons hydrogéne a d'autres molécules .
V.2.5. Superficie topologique de la surface polaire (TPSA)

La superficie topologique de la surface polaire (TPSA : topological polar surface
area) est un parametre trés utile pour la prédiction des propriétés du transport des
médicaments. elle est définie comme la somme des surfaces des atomes polaires
(habituellement, I’oxygéne, 1’azote, le soufre, le chlore et I’hydrogéne ci-jointes) dans une
molécule [79].

V.2.6. Lipophilicité

La lipophilie (caractéristique déterminant I'affinité chimique pour les graisses) d’une
molécule est un critére extrémement important. Elle est un parametre qui permet de savoir
si la molécule a plus tendance a étre hydrophile (ayant une affinité pour I'eau), ou lipophile
(donc hydrophobe). Les molécules trop lipophiles ont beaucoup plus de chances d’étre
instables métaboliquement, d’avoir des probléemes de toxicit¢ et de faible solubilité
aqueuse [80].le coefficient de partage des molécules medicamenteuses est le n-octanol. Le
coefficient de partage P se calcule de la maniére suivante:
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Concentration du composé en solution dans lroctanol
Concentration du composé en solution dans lreau

LogP =

Permet d’estimes la biodisponibilité d’une molécule
0 <Log P <3 : Activité biologique optimale (perméabilité, solubilité).
Log P < 0 : Composés trop hydrophiles (mauvaise perméabilit¢ de bicouche
lipidique).
Log P >3 : Composés trop lipophiles (mauvaise solubilité aqueuse) .
V.3. Propriétés pharmacocinétiques
V.3.1. Absorption gastro-intestinale (GI)

Ce descripteur indique la capacit¢ d’un composé a traverser la barriére gastro-
intestinale pour accéder au sang. Elle se caractérise essentiellement par l'un des trois
mécanismes qui comprennent la diffusion facilitée, la diffusion passive, et le transport
actif.

V.3.2. La perméabilité BBB

La barriere hémato-encéphalique (BBB) protege le systeme nerveux central (SNC)
en séparant le tissu cérébral de la circulation sanguine. Elle est principalement formé par
I'endothélium cérébral, qui peut empécher les molécules plus grosses et les petites
molécules de pénétrer dans le SNC et permettre le transport uniqguement de molécules
solubles dans I'eau et des lipides et de molécules de transport sélectif .

V.4.Les propriétés « drug-like »

Le terme “Drug-likeness” apparaitre comme un coefficient pour étudier en basant
sur les propriétés moléculaires d’un composé qui influent sa pharmacodynamique et
pharmacocinétique et permettre d’optimiser son absorption, distribution, métabolisme et
élimination (ADME) dans le corps humain autant que médicament.

V.4.1. Lipinski

Lipinski a défini un ensemble de régles permettant d’estimer la biodisponibilité¢ d’un
composé par voie orale a partir de sa structure bidimensionnelle (2D). Ces régles
concernant les propriétés physico-chimiques ont été définies aprés 1’analyse de 2245

médicaments commercialisés ou en phase finale de développement:

v' Le poids moléculaire du composé ne doit pas étre supérieur a 500 u.m.a.
v' Le logarithme décimal du coefficient de partage eau / 1-octanol, noté Log P, doit étre
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inférieur a 5.
v" Le nombre de donneurs de liaisons hydrogene doit étre inférieur a 5.
v" Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne doit étre inférieur a 10.

Les composés dont les propriétés physico-chimiques ne satisfont pas au moins 2 des
régles sont fortement susceptibles de présenter des problémes d’absorption ou de
perméabilité.

La « regle des 5 » a été mise au point a partir de composés administrables par voie
orale ayant passé avec succeés la phase II des tests cliniques. Ce n’est donc pas une
méthode pour distinguer les composés étant potentiellement des médicaments de ceux n’en
étant pas, mais plutét une méthode pour identifier les composés ayant une faible absorption
ou une faible perméabilité [81].

V.4.2. Ghose

Le filtre de Ghose (Amgen) décrit les petites molécules en fonction de leurs

propriétés physicochimiques, de l'existence de groupes fonctionnels et de leurs sous-

structures. La plage de qualification comprend:

v" Poids moléculaire entre 160 et 480

v" Log P calculé entre -0,4 et 5,6

v" Réfractivité molaire entre 40 et 130

v" Nombre total d’atomes entre 20 et 70 [82].
V.4.3. La régle de Veber

De plus, Veber a introduit deux criteres supplémentaires a ce qui est aujourd’hui
communément appelé "la régle des 5". D’apres I’étude de 1100 composés candidats-
médicaments chez GlaxoSmithKline, la surface polaire (PSA, polar surface area) du
composé doit étre inférieure a 140 A? et le nombre de liaisons de rotation (“rotatable
bonds" en anglais) doit étre inférieur a 10 pour une bonne biodisponibilité par voie orale
chez le rat [83].

V.4.4. Egan

Le filtre d’'Egan (filtre Pharmacia) prévoit que les médicaments absorption dépendent
des processus impliques dans la perméabilité membranaire d'une petite molecule. Ces
modeéles symbolisent la molécule comme un médicament s'ils ont respectivement WLOGP
< 5,88 et TPSA <131,6. Le modele de calcul d'Egan pour l'absorption intestinale passive
humaine (HIA) de petites molécules tient compte des mécanismes de transport actif et

d'efflux et est donc robuste pour prédire I'absorption de médicaments [84].
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V.5. La Chimie Médicinal
V.5.1. PAINS

Les PAINS (Pan Assay Interference Compounds ou frequent hitters ou promiscuous
compounds) sont les molécules qui montrent une réponse puissante dans les essais
indépendamment des cibles protéiques, notamment ces composés sont signalés comme
étant actifs dans de nombreux essais différents, qui peuvent étre considérés comme des
points de départ potentiels pour une exploration plus approfondie. SwissADME renvoie
des avertissements si de tels sont trouvés dans la molécule en cours d'évaluation [85].
V.5.2. Brenk

Brenk considere les composés qui sont plus petits et moins hydrophobes et non ceux
définis par la "régle des 5 de Lipinski" pour élargir les possibilités d'optimisation des
pistes. Ceci aprés avoir exclu les composés comportant des groupes potentiellement
mutagenes, réactifs et défavorables tels que les groupes nitro, les sulfates, les phosphates,
les 2 - halopyridines et les thiols [86].
V.5.3. Lead-likeness

Il existe également des composés dits " lead-like *. Le concept de molécule lead-like
est basé sur le méme principe que le concept de molécule drug-like, mais il est plus
restrictif. Lors d’un criblage a haut débit, lorsqu’un ou plusieurs hits (molécules réagissant
avec la cible) sont découverts, on cherche alors un lead, c’est a dire une molécule dont la
structure est optimisée a partir de celle(s) des hits. Ce composé lead servira ensuite a
trouver un compose dont I’activité sur la cible biologique est optimale. Cette étape se
situant apres la découverte d’activité [87].
V.5.4. Accessibilité synthétique

L'accessibilité synthétique (SA) est un facteur majeur a considérer dans ce processus
de sélection. Evidemment, pour un nombre raisonnable de molécules, les chimistes
médicinaux sont les mieux a méme de déterminer I'AS .le score SA varie de 1 (trés facile)
a 10 (trés difficile).
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m Partie (A): Les protéines, les enzymes et les acides aminés

I. 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 1’environnement dans lequel vivent ceS
organismes. Les constituants essentiels des organismes vivants sont des molécules géantes
(appelées macromolécules) [1]. Les molécules biologiques sont principalement constituées
d’atomes de carbone (en raison de leur grande capacité a former différentes liaisons
covalentes stables et des structures variées), d’hydrogene, mais aussi d’oxygene, d’azote et
de soufre (dans le cas des protéines) ainsi que de phosphore (dans le cas des acides
nucléiques).Elles sont au cceur des propriétés biologiques de par leurs multiples fonctions,
telles que I’apport en énergie, la contribution a I’information, le support et la transmission
de I’information génétique .

Les protéines sont des molécules organiques complexes représentant un composant
important des organismes vivants. Elles agissent comme des enzymes dans différentes
réactions chimiques au sein de notre corps [2].

Les interactions protéine-protéine sont un aspect essentiel des processus biologiques.
Elles sont fortement impliquées dans la formation de structures macromoléculaires, dans la
signalisation, dans la régulation et dans les différentes voies métaboliques. Leur étude est
donc cruciale pour la compréhension des réseaux d’interaction protéiniques, but majeur
dans I’é¢tude des systémes biologiques[3]. La haute spécificité de ces interactions fait
d’elles des cibles idéales pour les agents thérapeutiques [4].

Par conséquent, leur étude a une énorme importance dans la compréhension du
fonctionnement du corps humain et dans la lutte contre les maladies mortelles. A cause de
la tres grande complexité des protéines, un traitement informatique est nécessaire pour
analyser leur structure [5]. Dans ce Partie nous allons donner quelques concepts
biologiques concernant les structures des proteines, et leurs interactions.

I1. Les protéines

Les protéines biomolécules indispensables aux étres vivants, sont des constituants
exceptionnellement importants des cellules vivantes, non seulement d’un point de vue
quantitatif (elles représentent en générale plus de la moitié du poids sec des cellules), mais
aussi du point de vue qualitatif, puisque a c6té des protéines dites structurales, on trouve

des protéines ayant un réle biologique fondamental en particulier les enzymes, catalyseurs
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biologiques indispensables au déroulement des réactions dans les cellules des organismes
vivants [6].
I1.1. Définition des protéines

Le terme « protéine » vient du grec « prétos » qui signifie « premier, essentiel », elles
sont découvertes a la fin des années 1830 par un chimiste hollandais, Gerhard Mulder [7].
Elles sont de grosses molécules ou macromolécules qu’interviennent dans de nombreuses
fonctions organiques. Elles sont constituées d’acides aminés (ou résidus) liés entre eux par
des liaisons peptidiques entre le groupe a- carboxylique d’un acide aminé et le groupe -
aminé de 1’acide aminé suivant. Ces chaines de résidus (acide aminé) ont une structure
flexible ce qui leur permet de se replier en une forme appelée structure native [8].

La diversité des protéines réside sur la combinaison (nombre et ordre) de ces vingt
acides aminés. La fonction d’une protéine est intrinséquement liée a sa structure, elle-
méme déterminée par sa composition en acides aminés. Les protéines globulaires
possedent une structure tridimensionnelle compacte [9].

11.2. La liaison peptidique

La liaison entre deux acides aminés, appelée liaison peptidique [10]. 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 licu 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 hombre
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 indifféremment de peptides, de petites protéines ou de
polypeptides. Les groupes libres situés aux extrémités opposées d’une chaine peptidique
sont appelés le groupe N-terminal pour le groupe amine et le groupe C-terminal pour le

groupe carboxyle.

Liaison Peptidique

N—C-C -c-c —» N=€-C—N—C—C + H0
4 \ | 2

Figure I11.1 : Formation d’une liaison peptidique.
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11.3. Structure des protéines

La structure des protéines étant assez complexes, on distingue — pour en faciliter
I’étude — plusieurs degrés d’organisation structurale, chacun dépendant du précédent. Les
protéines présentent plusieurs structures différentes appelés structures primaire, secondaire,
tertiaire et quaternaire [11].

11.3. 1. Structure primaire

Cette structure est définit par I’enchalnement polymérisé de monomeéres d’acides

aminés. Le lien peptidique est formé par la condensation du groupement carbonyle en o d’un

acide aminé et du groupement amine du prochain acide amine.

alanyl - séryl — aspatyl — glycine " :,,y -
*H,N—CH—CO+NH—CH- CO+NH-CH—CO+NH-CH-CO0" ﬁ Z:’ >
CH CH CH H Pro

3 2 2

OH COOH Gy
(Ala-Ser-Asp-Gly) "':’021

Figure 11.2 : Structure primaire d’une protéine.

11.3. 2. Structure secondaire

La structure secondaire a été décrite en 1951 par Linus Pauling [12, 13]. Elle résulte
de I’organisation spatiale d’une séquence d’acides aminés qui interagissent entre eux,
provoquant des repliements locaux caractéristiques et energétiquement favorables.
De tels repliements sont a la fois rendus possibles et limités par les capacités de torsion de

la chaine principale autour de deux axes : N —Ca. et Co —C Ces torsions sont décrites par

deux angles ¢et y tels que la montre (Figure 11.3). en excluant les configurations non
permises du fait de 1’encombrement stérique, un grand nombre de conformations reste
possible par des rotations libres autour des liaisons covalentes de la chaine du squelette ;

cependant, seules quelques-unes ont une signification biologique.

Amide plane

——
N-terminus

—_—
C-terminus

Peptide bond

Figure 11.3 :Angles diédres @ et y de la rotation de la liaison peptidique.
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Il en existe principalement deux structures secondaires, ou conformations locales du
squelette : les hélices alpha et les feuillets beta, conséquences de différents échafaudages
de liaisons hydrogene se créant entre les groupements amide (-NH) et carbonyle (-CO) du
squelette peptidique.

a. L’hélice a

Est un repliement hélicordal périodique dd a des liaisons hydrogéne établies entre le
groupement carbonyle d’un résidu n et le groupement amide d’un résidu n+4.

En moyenne, un tour d’hélice contient 3,6 résidus et mesure 0.54 nm. Le cceur de 1’hélice
est trés compact, et renforcé par des interactions de van der Waals a travers 1’hélice, les
résidus sont rejetés a I’extérieur.

b. le feuillet g

Est stabilisé par le plus grand nombre de liaisons hydrogene possible entre les atomes
d’hydrogéne de I’azote et les atomes d’oxygene carbonyles des séquences de polypeptides
adjacents les uns aux autres. Ils sont dits paralléles ou antiparalleles selon la direction des
chaines. Le reste des acides aminés se trouve dans des régions de coudes, de boucles ou de
structures irrégulieres [14].

Figure 11.4 : Conformations a et B de la structures secondaires d’une protéine.

11.3. 3. Structure tertiaire

Les hélices et les feuillets plissés reliés par des boucles de conformation non
réguliére, se reploient en des unités compactes et globulaires appelées domaines dont
I’organisation tridimensionnelle constitue la structure tertiaire de la chaine polypeptidique
[15].
Elle est stabilisée par :
» Des liaisons hydrogéne, notamment entre les groupements polaires et les molécules

d’eau, mais aussi entre les résidus aminoacyls entre eux.

42



m Partie (A): Les protéines, les enzymes et les acides aminés

» Des interactions hydrophobes mettant en jeu des chaines latérales non polaires

» Des interactions électrostatiques (ponts salins) qui se forment entre des groupes de
charges opposeées.

» Des interactions des Dan der Waals .

¥ . ) Liaison (& %
| g lonique () - Liaison
¥ ‘ 2 3 hydrogéne
N - = " @
| ! Effet

2 e \ < a hyderophohe

s B ' Heme ;

- !\ / . Pont
._! Vi = B pO'ypept|de disulfure

Figure 11.5 : Structure tertiaire d’une protéine

I1. 3.4. Structure quaternaire

Cette structure résulte de 1’association de plusieurs chaines Polypeptidiques ou sous-
unités [16]. Ces sous unités peuvent étre identiques comme c¢’est le cas de I’hémoglobine
qui est constituée de 4 sous-unités identiques représentées en différente couleurs ou bien
radicalement différentes comme dans le cas de la protéine du virus du tabac ou le récepteur

de I'élastine. Cette structure est le niveau le plus élevé d’organisation des protéines.

o polypeptide

Figure 11.6 : Structure quaternaire d'une protéine

11. 4. Evolution des structures des protéines

Trois méthodes expérimentales permettent aujourd’hui de déterminer la structure des
protéines : la résonance magnétique nucléaire (RMN), la microscopie électronique et la
cristallographie par rayons X. Cette derniére technique est responsable de la majorité des
structures issues d’une base de données de structures accessibles gratuitement appelée la
«protein data bank» (PDB), c'est-a-dire plus de 40 000 structures protéiques (juin 2007).

43



m Partie (A): Les protéines, les enzymes et les acides aminés

La RMN fournit, quant a elle, 6 200 structures contre seulement 150 dans le cas de la
microscopie électronique. Le nombre de structures définies est présenté dans les 30
dernieres années, toutes techniques confondues [17].

I1.5. Role biologique des protéines

Les protéines ont de tres nombreuses fonctions. Un premier réle principal structurel
avec la construction et la réparation des tissus des corps humains avec les protéines de
structure (collagéne...), protéines contractiles (myosine...). Un second role principal
biochimique avec les protéines de transport (albumine...), protéines immunitaires
(immunoglobulines), protéines enzymatiques, hormones, récepteurs, etc. Bien que ces
structures et fonctions sont trés variables, les protéines cellulaires et plasmatiques ont un
renouvellement permanent tout le long de la vie [18].

Il. 6. Fonctions des protéines

Les protéines assurent de nombreux roles dans la cellule et I’organisme[19]. La
catalyse enzymatique est 1’un des réles majeurs joues par les protéines dans les cellules.
Beaucoup des réactions qui se déroulent dans les cellules sont favorables d’un point de vue
thermodynamique mais ne se réalisent pas spontanément (ou alors a une vitesse trés faible)
en raison de I’existence d’une barriére énergétique. La liaison d’une enzyme a son substrat
modifie la conformation de ce dernier, ce qui abaisse la barriere énergétique a franchir et
augmente considérablement la vitesse de la réaction.

Une enzyme ne catalyse en générale qu’une seule réaction, parce qu’elle n’est pas
capable de se lier efficacement qu’a un seul substrat. Cette spécificité résulte du fait :
lorsque deux molécules se rencontrent, leur association se stabilise grace a plusieurs
liaisons faibles (liaisons hydrogéne, liaison ionique, forces de Van Der Waals, et dans une
moindre mesure, interaction hydrophobe; ces liaisons sont environ 100 fois plus faibles

qu’une liaison covalente).

I11.Les enzymes

Les organismes vivants sont le siége d’un grand nombre de réactions biochimiques
treés diverses. Ces réactions s’effectuent dans des conditions « douces » ou, normalement,
elles seraient tres lentes. Si elles ont lieu, c’est parce qu’elles sont catalysées par des
macromolécules biologiques : les enzymes[20].

Les enzymes sont des protéines qui jouent le role de catalyseur cellulaire. Elles sont
constituées des milliers d’acides aminés liés en une chaine linéaire. Ces acides aminés

different dans leur nature chimique, sont liés entre eux par des liens covalents appelés liens
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peptidiques. Un catalyseur est une substance qui modifie la vitesse d’une réaction
chimique mais qui se retrouve inchangée a la fin de la réaction. En termes plus techniques,
Un catalyseur est une substance qui abaisse 1’énergie d’activation d’une réaction chimique.
I11.1. Définition

Une enzyme est une protéine de masse moléculaire élevé, thermolabile, biocatalyseur
des réactions métaboliques, elle est produite par un organisme vivant et capable d’agir en
dehors de cet organisme Les enzymes sont caractérisés par 1’identification des molécules
sur lesquelles elles agissent [21].
I11.2. Nomenclature

Le nom de la plupart des enzymes a été formé en ajoutant le suffixe « ase » au nom
de leur substrat ou a un mot ou une phrase décrivant son activité (par exemple, le lactate
déshydrogénase).Actuellement environ 3000 enzymes sont reconnues par 1’Union
Internationale de Biochimie .Seulement, 300 enzymes sont actuellement commercialisées.
Un systéme international de dénomination EC: W.X.Y.Z. des enzymes a été adopté.
W : indique la réaction catalysée (1-6).
X :indique le substrat général (ou groupe de substrats) impliqué.
Y :indique le substrat spécifique ou la coenzyme.

Z : le numéro de série de I’enzyme [22].

I11.3. Classification des enzymes

On peut trouver 6 classes d’enzymes :

1-Oxydoréductases : 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 1’cau.
4-Lyases: Catalysent 1’enlévement ou l’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 [23,24].
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I11.4. Notions de spécificité

Chaque enzyme a un double spécificité, spécificité de reconnaissance des molécules
avec lesquelles il est en interaction, spécificité de type de réaction qu’il catalyse [25].
A la fin de la réaction la structure de 1’enzyme se retrouve inchangée. Leur mode d’action
est basé sur la reconnaissance spécifique du substrat par un domaine particulier chez
I’enzyme (site actif ou site catalytique). L’activité enzymatique est liée & la structure
tertiaire de I’enzyme, et notamment a celle du site actif. Des facteurs comme le pH ou la
température, pouvant influencer cette structure tridimensionnelle ou encore 1’état
d’ionisation du site actif, affectent fortement 1’activité enzymatique. Chaque enzyme

possede donc une température et un pH d’activité optimale [26].

-

catalytique

Site de fixation

Figure 11.7: Représentation schématique de la notion de spécificite.

I11.5. Le site actif

Dans les enzymes, se trouve une région particuliere appelée site actif. Il s’agit d’une
région bien déterminée qui joue un réle direct dans I’activité enzymatique. Le site actif est
constitué d’un petit nombre d’acides aminés qui le plus souvent ne se suivent pas dans la
séquence polypeptidique. La spécificité de reconnaissance entre I’enzyme et le substrat et
la réaction enzymatique sont basées sur des interactions entre les groupements chimiques
des deux partenaires. Il s’établit principalement des liaisons non covalentes de types

hydrogenes, électrostatiques ou hydrophobes, mais parfois aussi des liaisons covalentes .

Deux modéles ont été proposés pour élucider cette spécificité :

Modeéle de fisher (1890) : modele de la clé et de la serrure : La forme de substrat (clé) est

complémentaire de celle de site actif de ’enzyme (la serrure).
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Modeéle de Koshland (1985) : modé¢le 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 [27].

111.6. Co-facteurs

Le cofacteur est un corps chimique intervenant obligatoirement dans une réaction
enzymatique pour transporter ou compléter un substrat, accepter un produit et comme
participant a la structure de I’enzyme. Les cofacteurs peuvent étre organique (flavine,
héme) ou inorganiques (ion metallique, fer, soufre) .Certaine cofacteurs sont des molécules
plus complexes syntheétisées par les cellules nous les appellerons coenzymes.
Les enzymes inactives sans cofacteur sont appelées apoenzymes et lorsque le cofacteur y

est fixé et que I’enzyme est fonctionnelle, elles sont appelées holoenzymes [28].

cofactor or coenzyme substrate

y

.

~

activation

@ Aponenzyme becomes @ Holoenzyme is formed
active by binding of when associated cofactor

Figure 11.8 : Co-facteur apoenzyme et holoenzyme

I11. 7. Complexe Enzyme-Substrat (E-S)

Une fois que le substrat s'est rapproché de I'E, on constate une restriction des
possibilités de rotation et de translation du substrat. Ceci est di a des interactions faibles
entre enzyme et substrat. Ces interactions sont nécessaires a la réaction. En effet, les
réactions intramoléculaires sont accélérées lorsque les mouvements internes des molécules
sont bloqués. De plus, les enzymes favorisent I'orientation des molécules de substrat. en
effet, lorsque le substrat se fixe sur l'enzyme, ceci provoque un changement

conformationnel qui amene les groupements fonctionnels du site actif dans une position
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favorable a la catalyse. Il y a donc création d'interactions faibles entre E et S. Cette
adaptation induite permet également la formation d'interactions faibles supplémentaires qui

vont stabiliser I'état de transition [29].

Liaison

Produits
2o substrat /
Site
actif

Enzyme

o Formation du complexe e
enzyme- subsual La fixation du substrat
sur 'enzyme provoque

e Les produits sont libérés
Uenzyme peut fixer
un nouveau substrat

la rupture de la liaison

Figure 11.9 : Complexe Enzyme-Substrat

111.8. Inhibition Enzymatique

Un inhibiteur enzymatique est une substance se liant @ une enzyme et qui en diminue
I’activité. Un inhibiteur peut empécher la fixation du substrat sur le site actif en se fixant a
sa place, ou provoquer une déformation de 1I’enzyme qui rend celle-ci inactive (inhibiteur
allostérique).

L’inhibition des enzymes joue un rdle important dans le contréle des mécanismes
biologiques, et notamment dans la régulation des voies métaboliques. Puisque 1’inhibition
d’une enzyme peut tuer un pathogéne ou corriger un déséquilibre metabolique, des
applications existent dans de nombreux autres domaines : beaucoup de médicaments,
pesticides ou insecticides sont des inhibiteurs enzymatiques. En enzymologie, les
inhibiteurs sont trés utilisés pour déterminer le mécanisme d’action d’une enzyme. Toutes
les molécules se liant a une enzyme ne sont pas des inhibiteurs, les activateurs
enzymatiques existent également et accroissent I’activité de 1’enzyme [30].

111.9. Types d’inhibition enzymatique

Si la vitesse d’une réaction enzymatique diminue dans des conditions ou 1’enzyme
n’est pas dénaturée, cela signifie que I’enzyme est inhibée.

De nombreuses substances modifient 1’activit¢ d’une enzyme en s’y combinant, ce qui
altére la liaison du substrat et/ou sa constante catalytique. Les substances qui diminuent

ainsi I’activité d’une enzyme sont appelées des inhibiteurs.
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Les inhibiteurs sont généralement des molécules de structure voisine du substrat, qui
ne donnent pas de réaction ou réagissent beaucoup plus lentement que le substrat. L’étude
de I’effet d’inhibiteur est fréquemment utilisée pour déterminer le mécanisme catalytique
d’une réaction enzymatique, de mieux connaitre la spécificit¢ d’une enzyme ainsi
qu’obtenir des données physiques et chimiques concernant le site actif de I’enzyme .

Les inhibiteurs d’enzymes peuvent étre classés en deux types : inhibiteurs réversibles
et inhibiteurs irréversibles. Les inhibiteurs réversibles s’associent a I’enzyme de manicre
non covalente, alors que les inhibiteurs irréversibles forment des liaisons covalentes stables
avec I’enzyme. L’effet net de I’inhibition correspond a une diminution de la concentration
de I’enzyme active [31].

111.9.1. Inhibition réversible

Les inhibiteurs réversibles sont classés en :
» Inhibiteur compétitif,

» Inhibiteur incompétitif ,

» Inhibiteur non competitif.

a. Inhibition compétitive

Un inhibiteur compétitif ressemble structurellement au substrat a un point tel qu’il se
lie au site actif de I’enzyme mais sans donner de réaction [32]. L’inhibiteur (I) entre en
compétition directement avec le substrat (S) pour un site actif de I’enzyme (E). La fixation
de D’inhibiteur empéche celle du substrat et réciproquement. Leurs fixations sont
mutuellement exclusives. Il y a donc formation de deux complexes (El) et (ES). La
présence du complexe (EI) ralentit la réaction de formation de produit (P) en diminuant la

concentration de I’enzyme libre (E).

K
E+ S i ES .& E+P
substrat ¥ I K.[ KZ
te actif .v‘—:- K

enzyme

, inhibiteur compeétitif sty
El +> pas de réaction

Figure 11.10 : Mécanisme réactionnel de I’inhibition compétitive.
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b. Inhibition incompétitive

Les inhibiteurs incompétitifs, quant a eux, ne se fixent jamais a 1’enzyme libre mais
seulement au complexe enzyme-substrat (ES). La formation du complexe ES est nécessaire
pour la liaison et I’inhibition. Les inhibiteurs incompétitifs n’ont alors aucune affinité pour
I’enzyme libre. Lorsque le substrat se lie a I’enzyme, la modification de structure permet la
formation d’un nouveau site de fixation pour 1’inhibiteur incompétitif. Celui-ci en se liant

empéche la réaction en modifiant la conformation du site de liaison du substrat [33].

K
E+S 54— ES — 2 E+P

ESI

Figure 11.11: Mécanisme réactionnel de I’inhibition incompétitive

c. Inhibition non compétitive ou mixte

Les inhibiteurs non-compétitifs se lient avec 1’enzyme libre ou le complexe enzyme-
substrat avec la méme affinité. Dans ce type d’inhibition, il n’y a aucune compétition entre
le substrat et I’inhibiteur pour le méme site; le substrat se lie au site actif tandis que
I’inhibiteur non-compétitif se lic & un autre site distinct. L’inhibition non-compétitive ne
peut donc pas étre surmontée par une augmentation de la concentration en substrat.
Lorsque I’inhibiteur se fixe a I’enzyme, cela cause une modification de conformation du
site actif qui empéche la reconnaissance entre I’enzyme et le substrat [34].
Les inhibiteurs mixtes peuvent se lier a I’enzyme au méme moment que le substrat. Dans
ce cas, la liaison de I’inhibiteur affecte la liaison du substrat et vice-versa. Méme s’ils se
lient au site actif, ces inhibiteurs causent généralement un effet allostérique en se liant a un
site différent [35].

site actif y
//, - ,,‘/ substrat
r\ "
| \ L (

! “{

\.‘:.; / _,// k1
‘/) ﬁi\’\/ i modification du site actif qui E + S 4__> Es i’ E + P
\ rd sa fonction catalytique
i N N - ij i +| -1 +|
1’ iy N // \
e o / { k'lT k. E kislT K.is
) ,,——;\L\ Nilg 1i
siteur non compétitif :\\“/ (E:/ \“‘ S EI ? ESI
' s/ i

Figure 11.12: Mécanisme réactionnel de I'inhibition non compétitive

50



m Partie (A): Les protéines, les enzymes et les acides aminés

111.9.2 Inhibition irréversible

D’un autre coté, les inhibiteurs irréversibles (aussi appelés inhibiteurs suicides) se
lient de maniére covalente et permanente a I’enzyme. L’inhibiteur est alors reconnu
comme un substrat et subit une modification chimique permanente. Durant cette étape,

I’inhibiteur peut soit agir sur le site catalytique de 1’enzyme ou sur un site distinct.

K
E+ S : ES Rea E+P

K + 1 K2

K -
E + 1 —_—> FI x » pas de réaction

Figure 11.13: Mécanisme réactionnel de I'inhibition irréversible

111.9.3 Nature des interactions substrat-enzyme

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 hydrogéne.
Ces 3 types de liaisons non-covalentes différent dans leurs contraintes géométrique, force
et spécificité. De plus, elles sont profondément affectées (de maniére différente) [36-38].
IV. Les acides amines

Un acide aminé est une petite molécule qui possede une fonction acide et une
fonction amine primaire. En effet, les acides aminés sont des composés organiques bi-
fonctionnels qui contiennent un groupe amine basique (-NH2) et un acide carboxylique (-
COOH), dont I’enchainement compose les protéines : on dit qu’une protéine est un
polymére d’acides aminés (les monomeres). Dans la nature, il existe 20 acides aminés
différents[39].et qui possédent des fonctions et propriétés diverses en fonction de la nature

de la chaine latérale -R [40].

o

Figure 11.14: Structure générale d’'un AA.
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IV.1. Classification des principaux acides amineés

Les acides aminés peuvent étre classés d’apres la structure et la complexité de leur
chaine latérale R. Parmi les différentes classifications possibles, 1'une des plus
intéressantes repose sur la polarité et les possibilités d’ionisation de cette chaine.
IV.1.1. Polaires chargés

Les acides aminés de ce groupe sont I’acide aspartique, 1’acide glutamique, la lysine
et I’arginine, ces quatre acides aminés possedent des chaines latérales dont la charge peut
devenir compléte parce qu’ils renferment des acides et bases relativement forts. En prenant
un PH égal a 7 comme référence. Les acides aminés « acides » comme 1’acide aspartique et
L’acide glutamique, possédent des groupements carboxyle supplémentaires qui sont
habituellement ionisés (chargés négativement). Les acides aminés « basique »possedent
des groupements chargés positivement [41].
IV.1.2. Polaires non chargés

Celles-ci contiennent des groupements qui forment des liaisons hydrogene avec
I’eau. Associe aux acides aminés chargés, elles sont souvent décrites comme hydrophiles
(attirant 1’eau), ces acides aminés sont souvent assez réactifs, se trouvent dans cette
catégorie 1’asparagine et la glutamine (amides des acides aspartique et glutamique), la
thréonine, la serine et la tyrosine.
I1VV.1.3. Non polaires

Les chaines latérales de ces acides aminés sont hydrophobes et ne sont pas capables
de formés des liaisons électrostatiques ni de réagir avec I’eau. Les acides aminés de cette
catégorie sont I’alanine, la valine, la leucine, I’isoleucine, le tryptophane, la phénylalanine
et la méthionine. Les chaines latérales des acides aminés non polaires sont généralement
dépourvues d’oxygene et d’azote, ces acides aminés différent surtout par leur taille et leur
forme qui donnent a I’un ou autre la capacité de s’insérer avec précision dans un espace
particulier au cceur d’une protéine, ou ils s’associent entre eux par des forces de Vander
Waals et des interactions hydrophobes.
IV.1.4. Les acides aminés aux proprietés particuliéres

La glycine, proline et cystéine ont des propriétés particulieres qui les distinguent des
autres. La chaine latérale de la glycine ne contient qu'un atome d’hydrogene, et c’est pour
cela que la glycine est un acide aminé tellement important. A cause de 1’absence de chaine
latérales, les résidus glycine permettent le rapprochement tres étroite de deux polypeptides

(ou de deux segments d’un méme polypeptide).
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En outre, la glycine est plus flexible que les autres acides aminés et sa présence est
utile dans les parties du squelette qui doivent se déplacer ou servir de charniere (la

particularité de la proline est la participation de son groupement a-amine a un cycle ce qui

en fait un acide aminé). La proline est un acide aminé hydrophobe qui ne trouve pas
facilement place dans une structure secondaire organisée. La cystéine possede un
groupement sulfhydryle réactif (-SH) elle est souvent liée par covalence a un autre résidu

cystéine par un pont disulfure (-SS-) [42].

S e l e Positive

Hydrophobic

Figure 11.15 : Diagramme de Venn regroupant les différents acides aminés par rapport
a leurs propriétés physicochimiques. Figure adaptée de [43].

IV.2. Le role biologique des acides aminés
Les acides aminés sont les composants de base des protéines qui occupent dans le
monde du vivant une place particulierement importante et possedent un réle crucial dans le

métabolisme et la physiologie de la cellule. Ce sont les précurseurs de nombreux composés

biochimiques, telles que les hormones, les neurotransmetteurs (I’acide glutamique et

I’acide aspartique sont des neurotransmetteurs excitateurs, stimulant la transmission de

I’influx nerveux. et La glycine est un neuromédiateur inhibiteur que 1’on trouve

essentiellement dans la moelle épiniere)[44], ou encore les pigments de votre peau.
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Les acides amines accomplissent beaucoup de rdles ou fonctions vitales :

» structurel : peau, muscles

» enzymatique

» hormonal : glucagon, insulin
» transporteur : hemoglobin

» défense : immunoglobuline

» stockage de matériel: ferritine.
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V. Introduction

Le systéme nerveux est devenu de plus en plus complexe au cours de 1’évolution,
augmentant les capacités intellectuelles et d’apprentissage. Ce qui explique le fait que toute
atteinte de cet organe entraine de lourdes consequences sur la vie de 1’individu atteint. Les
démences comprenant la maladie d’Alzheimer font partie de ces atteintes rendant le
quotidien de ces patients et de leur entourage plus difficile.

La maladie d'Alzheimer (MA) est une maladie neuro-dégenérative qui représente
plus de 80% des cas de démences dans le monde [45]. C’est une maladie neurologique
comprenant différents stades d’évolution (déclins cognitifs faibles, modérés ou sévéres), en
plus de certains syndromes psychologiques et comportementaux tels que la dépression, la
psychose et I’agressivité.

La MA est devenue un probleme majeur de santé publique avec le vieillissement de

la population puisque le nombre de cas augmente de fagon proportionnelle a I'espérance de
vie. Ainsi, environ 200 000 personnes de moins de 65 ans présentent des symptémes de
cette maladie tandis qu'au-dela de cet age.
Elle a été identifiée pour la premiere fois en 1907 par le neurologue allemand Alois
Alzheimer. En pratiquant D’autopsie du cerveau d’une de ses patientes atteinte de
démence, il a observé les deux lésions neuro-pathologiques principales de la maladie: les
plaques séniles et les dégénérescences neuro-fibrillaires [46].

o

Original drawing of Alois Alzheimer (1864-1915)

Figure 11.16: Croquis dessiné par Alzheimer représentant des
dégénérescences neuro-fibrillaires.
Ces lésions caractéristiques ainsi que la perte de cellules neuronales ont pour conséquence
la perte de la mémoire, la confusion, I’altération du jugement, la désorientation et la
dépression. Au fur et a mesure de la progression de la maladie, les symptémes empirent et

les capacités cognitives et fonctionnelles diminuent .
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Cerveau sain Stade avancé

T de la maladie
//r\‘ . ‘jL -
| 3 o > ,
S - q-\t‘l

d’Alzheimer

IL‘

langage

mémoire - - mémoire

Figure 11.17 : 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).

Les personnes atteintes de cette maladie présentent un niveau faible en acétylcholine
(ACh) le neuromédiateur qui permet notamment le stockage des informations, en
particulier au niveau des neurones de I'hippocampe. Il est désormais définitivement établi
que les deux cholinestérases (I’acétylcholinestérase: AChE et buturylcholinestérase :
BChE) des substances caractéristiques de la MA .

La Neuropathologie dela maladie d’Alzheimer étant trés complexe, elle n’a pas été
totalement ¢élucidée a I’heure actuelle. Malgré de grands efforts employés, il n’existe pas
encore de traitements modifiants le cours de la maladie. Les traitements actuels sont

palliatifs et peuvent seulement ralentir la progression de la maladie [47].

V.1. Causes de la maladie d'Alzheimer

> L'hypothese neurochimique repose sur une diminution des taux d'une enzyme, la
choline-acétyl-transférase, dans différentes zones du cerveau (cortex et hippocampe
L'hypothése génétique repose sur des études épidémiologiques révélant I'existence
d'antécédents familiaux de la maladie chez 15 % des sujets atteints (— maladie
héréditaire).

> L'hypothese virale est soulevée par analogie avec la maladie de Creutzfeldt-Jakob,
une maladie cérébrale rare atteignant les personnes agées. 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.
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> L'hypothese 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.

> L'hypothese vasculaire et métabolique est étayée par une réduction du débit sanguin
cérébral, de I'oxygénation du sang et de sa capacité a capter le glucose. Cependant, ces
déficits peuvent étre la conséquence et non la cause de la détérioration cérébrale.

> 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 d{, en partie,

aux effets destructeurs de ceux-ci [48].

V.2.Les symptomes

V.2.1. D’un point de vue physiologique

La MA se caractérise par la présence entre les neurones de dépbts de plaque amyloide
extracellulaire et par la présence d’enchevétrements neuro-fibrillaires intracellulaires dans
le neurone, entrainent progressivement le dysfonctionnement des neurones et leur mort
fonctionnelle [49].

Plusieurs signes distinctifs de la maladie ont été rapportés tels que le stress oxydatif et
faibles niveaux d'acétylcholine [50, 51].

V.2.2. D’un point de vue clinique

Les médecins divisent les symptomes en symptdmes « cognitifs » affectent la
mémoire, le langage, le jugement et les processus de pensée et les symptdmes «
comportementaux » modifient les actions et les émotions du patient. Au début de la
pathologie est caractérisée par des difficultés d’acquisition de nouvelles compétences et de
recherche de mots en raison de troubles de la mémoire [52, 53]. Plus la maladie progresse,
plus les changements comportementaux deviennent manifestes, les fonctions cognitives
de I’individu (langage, raisonnement, apprentissage, résolution de problémes, prise de
décision, manque de motivation et de la désorganisation, les émotions, 1’humeur...).
Ces troubles plongent progressivement le malade dans la dépression jusqu'a le stade
sévere de la maladie. Il devient alors totalement dépendant des autres pour vivre et
éprouve de grandes difficultés a communiquer. Il perd graduellement la mobilité de

ses membres et reste généralement alité jusqu’a son déces [54].
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V.3. Les facteurs de risque de la maladie d’Alzheimer
La maladie d’Alzheimer est une pathologie multifactorielle. On distingue deux

formes de maladie d'Alzheimer :

La forme familiale (ou héréditaire) qui touche un petit pourcentage des personnes,
puisqu'elle est beaucoup plus rare, dépendamment de la génétique des parents. La

deuxiéme forme la plus répandue est la forme sporadique (ou non héréditaire). Elle

concerne 99 % des cas, est due a un ensemble de facteurs de risque touchant a la génétique,
a notre environnement et a notre style de vie [55].

Les facteurs de risque génétique augmentant le risque de développer une MA,
comme dans transmission héréditaire sont causées par des mutations sur trois genes (le
géne Amyloid Protein Precursor (APP) sur le chromosome 21, le géne préséniline 1 (PS1)
sur le chromosome 14 et le géne Préséniline 2 (PS2) sur le chromosome 1). A coté de ces
genes, un 4ome gene est impliqué dans la pathogénie de la maladie d’Alzheimer dans la
forme sporadique. 1l s’agit du géne Apolipoprotéine E (ApoE4) [56].

Ce géne étant un facteur de risque, il n'est ni nécessaire et ni suffisant pour
développer la maladie. Cela signifie qu’une personne qui n’est pas porteuse du geéne
ApoE4 peut quand méme développer la maladie d’Alzheimer et qu’un individu porteur du
géne ApoE4 n’en sera pas nécessairement atteint.

Le principal facteur de risque de la maladie d'Alzheimer est I'dge avancé et la
prévalence augmente avec I'age: 1% a 65 ans et jusqu'a 50% a 85 ans [57].

L'hypertension , I'hypercholestérolémie, les accidents cardiovasculaires et cérébraux et le
diabete augmentent également le risque de développement d'Alzheimer, ainsi que le régime
alimentaire et le style de vie contribuent a la progression de la maladie, tels que le
tabagisme et I’obésité. Une dépression avancée peut provoquer une atrophie cérébrale, une
réduction des niveaux des neuro-trophines et I'augmentation des réponses inflammatoires
dans le cerveau [58, 59].

V.4. Le diagnostic

Etablir un diagnostic d’Alzheimer peut prendre du temps. En effet, plusieurs des
symptdmes 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. Il faut donc
faire plusieurs tests pour reconnaitre la maladie d’ Alzheimer [60].

Les premiers diagnostiques, établis par le médecin avec l'aide des proches du malade,

reposent sur des tests cognitifs ainsi que sur un examen physique et neurologique.
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De plus, ces derniéres années, de nouveaux criteres de diagnostique ont été proposes.
Ainsi, des techniques d’imagerie cérébrale comme I’imagerie par résonance magnétique
(IRM) ou la tomographie par émission de positon (TEP), peuvent respectivement mettre en
évidence une atrophie de I’hippocampe et un déficit du métabolisme glucidique cérébral

permettant de discriminer les patients atteints de la MA de sujets témoins [61].

Figure 11.18: A droite, IRM d'un cerveau sain. A gauche, cerveau atteint de la maladie

d'Alzheimer.

V.5. Les lésions responsables de la maladie

Depuis la découverte des deux lésions specifiques, les plaques séniles et les
dégénérescences neuro-fibrillaires par Alois Alzheimer, plusieurs hypothéses ont été
avancées sur la base de différents facteurs étiologiques pour expliquer les mécanismes a
’origine de la maladie d’Alzheimer. Elles reposaient principalement sur 1’agrégation de
La protéine B-amyloide et I’hyper-phosphorylation de la protéine tau [62].
V.5.1. Plaques séniles et protéine p-amyloide

Les plaques séniles correspondent aux dépots extracellulaires de la protéine -
amyloide (AP) (Figure 11.19). Cette protéine est constituée d’environ 40 acides aminés. Ses
formes majoritaires sont AB40 et AB42, ce dernier est plus hydrophobe et sa conformation
en feuillets B lui confére un caractére insoluble et probablement sa toxicité. Chez les
patients atteints de la maladie d’Alzheimer, le ratio AB42/AB40 est trés €leve tandis que

chez les sujets AP40 est la forme majoritaire [63].

e
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Figure I1. 19: Plaques séniles.
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Les peptides AP sont issus du clivage de la protéine transmembranaire précurseur de
la protéine amyloide (APP) qui joue un réle dans la neurotransmission, par sa présence en

quantité importante au niveau des synapses .

voic non-amylordogénique voie amyviordogenique
ABPPx APBPPB

ABPP ABPP

Table des mati¢res
S a-secrérase
<< pP-sccrérase
< vy-secrétase

Figure 11.20 : Les voies impliquent dans les processus de métabolisation de la protéine

précurseur de I'amyloide (APP)

La protéine AP s’accumule lentement et progressivement entre les cellules cérébrales
pour former Des plaques séniles. Plusieurs études ont montré que la formation
anormalement élevée de AB42 A pour conséquence plusieurs effets neurotoxiques comme
la formation de dégénérescences neuro-fibrillaires, des réactions inflammatoires,
I’excitotoxicite ou le stress oxydant. Toute cette cascade conduit & I’apoptose, la mort

neuronale et le déficit en neurotransmetteurs [64].

Monomeres A libres Oligoméres Ap Fibrilles amyloides Plaques amyloides
et solubles insolubles

Figure 11.21 : formation des plaques amyloides
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V.5.2. Dégénérescences Neuro-fibrillaires et protéine tau

Les dégénerescences neuro-fibrillaires, situées a I’intérieur des neurones,
correspondent & une accumulation anormale de filaments constitués, entre autre, d’une
forme hyper-phosphorylée de la protéine tau qui prend alors l'aspect de paires de
filaments hélicoidaux tau (Tubulin-Associated unit ) .découvert en 1975, est une protéine
neuronale associée aux microtubules qui joue un réle dans leur polymérisation et
stabilisation. Les microtubules sont les structures filamenteuses du cytosquelette, qui
servent au transport intracellulaire des organites et a 1’organisation spatiale de la cellule.
L’association de la protéine tau aux microtubules est régulée par la phosphorylation de la
protéine tau. Chez les patients atteints de maladie d’Alzheimer le taux de phosphorylation
est 3 a 4 fois supérieur a la normale. 1l a été démontré que cette phosphorylation excessive
diminue I’attachement de la protéine tau aux microtubules, ce qui a pour conséquence
leur désagrégation, ce qui induit une perte progressive des fonctions neuronales (Figure
11.22) [65].

a Healthy neuron
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Figure 11. 22: Désintégration des microtubules et accumulation des protéines Tau

L'accumulation et l'auto-assemblage de la protéine tau hyper-phosphorylée de la
dégénérescence neuro-fibrillaire. La protéine tau hyper-phosphorylée soluble et ses
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agglomerats insolubles sont toxiques pour les neurones et conduisent a la mort neuronale
ainsi qu’a la démence.

La densité des neurofibrilles est en corrélation a la fois avec le degré de la
démence et la durée de la maladie. La degénérescence neuro-fibrillaire est présente aussi
dans d’autres maladies neuro-dégénératives, tandis que les plaques séniles sont spécifiques
a la maladie d’ Alzheimer [66].

Remarque :

L’origine du déficit cholinergique reste tres débattue dans la communauté
scientifique. Cependant, un coupable semble tout désigné : il s’agit du peptide AP. en
effetla présence de plaques amyloides neurotoxiques est connue pour influencer
négativement les sites de recapture de la choline, perturbant, de fait, son recyclage et
inhibant la libération de I’ACh dans la fente synaptique [67]. Les dégénérescences neuro-

fibrillaires détériorent également les fonctions cholinergiques [68].
V.6. Le systeme cholinergique

V.6.1. Neurotransmission

La neurotransmission est un processus par lequel un influx nerveux est délivré entre
deux neurones via un intervalle appelé fente synaptique. Les entités chimiques capables de
transmettre cette information nerveuse sont appelés neurotransmetteurs. Nous nous
focaliserons dans cette partie sur les neurotransmissions cholinergique car ces voies font
partie intégrante de 1’étiologie de la maladie d’Alzheimer. Leur modulation pourrait
améliorer la cognition et la mémoire. Dans le cas des neurones cholinergiques,

I’acétylcholine (ACh) joue le role de neurotransmetteur [69].

L’ACh est produite dans les neurones cholinergiques pré-synaptiques, a partir
de la choline et I’acétylcoenzyme A, par la choline acétyltransférase (ChAT). Celle—ci est
par la suite délivrée dans la fente synaptique ou elle se fixe aux différents récepteurs
qui peuplent les neurones cholinergiques post-synaptiques.Une dépolarisation se déclenche
alors pour transmettre I’influx nerveux et I’ACh est aussitot dégradée par I’enzyme

acetylcholinestérase (AChE) en choline laquelle est par la suite recyclée.
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Figure 11.23: Neurotransmission cholinergique.

V.6.1.1. L’acetylcholinesterase

L’acétylcholinestérase est une enzyme clé du systéme nerveux central responsable du
blocage de la transmission de I’influx nerveux au niveau des synapses cholinergiques [70].
Cette serine hydrolase est synthétisée a proximité du noyau du neurone, au niveau du
réticulum endoplasmique, puis est transportée vers la jonction synaptique. Elle se trouve
soit sous forme libre, soit ancrée dans la membrane post-synaptique [71]. Son rdle
principal est I’hydrolyse de I’acétylcholine en choline et en acétate, stoppant ainsi la

neurotransmission (Figure 11.24).

< B 0 E _ ~I~_oOH B H20 <~ EA_OH 0
- N 7]/ —— - N + \n/ ———— P N + Y
| o) | o) pH | o
physiologique
acétylcholine choline ean;%g‘ee choline acétate

Figure 11.24 : Dégradation de I'acetylcholinesterase.

Son activité catalytique est particulierement élevée surtout pour une hydrolase a
serine. L’AChE peut dégrader 25 000 molécules d’ACh par seconde. Un tiers des
molécules d’ACh est hydrolyse avant méme d’atteindre les récepteurs post-synaptiques et

celles qui se dissocient des récepteurs sont dégradées trés rapidement [72].
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a. Structure tridimensionnelle d’acétylcholinestérase

La structure tridimensionnelle de I’AChE de forme di-mérique a été déterminée pour
la premiére fois en 1992. Cette étude par diffraction des rayons X a démontré que I’AChE
a une forme ellipsoidale avec les Dimensions de 45 x 60 x 65 A. Chaque monomére
est une protéine contenant 12 feuillets B entoures par 14 hélices a, et le petit feuillet B au
niveau de la terminaison aminée ne présente aucun pont d’hydrogéne avec les feuillets

au centre de la protéine (Figure 11.25).

Figure 11.25 Structure tridimensionnelle d'un monomere de I'AChE.

Les deux monomeres sont lies par un pont disulfure entre les cystéines terminales
Cys536. De plus, les sous-unités sont liées par un ensemble de quatre hélices, selon un
assemblage deux a deux d’hélices a de chaque monomere, dont les hélices de la
terminaison carbonée[73]. Les interactions permettant ces assemblages sont principalement
de nature hydrophobe. L’AChE est présente sous plusieurs formes moléculaires
correspondantes a son mode d’ancrage (forme libre ou liée a la membrane) ainsi qu’a sa

structure quaternaire.

b. Le site actif et la triade catalytique
Le site catalytique de I’AChE est situé au fond d’une gorge profonde et étroite. On

distingue deux sous-sites : le site anionique et le site estérasique.

L e site estérasique:

Le site estérasique correspond au locus au niveau duquel la portion acétyl de la

molécule d’ACh se fixe et forme I’intermédiaire tétraédrique. Cela se compose de:

e Latriade catalytique:
La triade catalytique est composée des résidus Ser200, Glu327 et His440 qui interviennent

ensemble dans de certaines hydrolases sont responsable de I’hydrolyse de I’ Ach.
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e Trou oxyanion :
L’enzyme devra pouvoir stabiliser I’oxygéne du carbonyle de I’ACh, qui se charge
négativement lors de la formation de I’intermédiaire tétraédrique. De fait, une poche est
présente dans le site actif de I’enzyme, qu’on nomme le trou « oXyanion », et qui est
constituée des résidus Gly118, Gly119 et Ala201.

e Poche acyle :
Une petite cavité hydrophobe, constituée des résidus Trp233, Phe288, Phe290 et Phe331
Cette poche joue un rdle essentiel dans la sélectivité de substrat de I’AChE.

Le site anionique:

Se située en face de site estérasique, au fond de la gorge, c’est un ensemble de
résidus aromatique chargé négativement (TRP84, GLU199 et PHE330), contribue a la
stabilisation de la charge positive portée par la portion choline de 1’ACh, stabilisée par
I’attraction électrostatique du résidu Glu199, mais le sera beaucoup plus effectivement par

son interaction avec les électrons m des noyaux aromatiques des résidusTRP84 et PHE330.

Schéma I1.1: du site actif de AChE

Site périphérique :

Le PAS est situé a environ 15 A au-dessus du site actif. 11 est caractérisé par ces résidus
aromatiques (TYR70, ASP72, TYR121, TRP279 et TYR334) constituent ce qu’on appelle
le site périphérique anionique (PAS) se localisant au bord de la cavité (gorge) de I’enzyme,
il se lie aux substrats cationiques, et notamment aux ligands trop gros pour pénétrer dans la

gorge. Il fournit un site de liaison pour les inhibiteurs allostérique [74].

C. Implication de I’AChE dans la maladie d’Alzheimer

Comme mentionné précédemment, dans la maladie d’Alzheimer une importante
diminution de I’activité cholinergique est observée. L’inhibition de I’AChE permet de
restaurer la Concentration synaptique en ACh et d’améliorer ainsi les fonctions cognitives

Chez les malades. Plusieurs inhibiteurs d’AChE sont présents sur le marché et utilises
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comme un traitement palliatif. Cependant, I’inhibition de I’AChE pourrait présenter
aussi d’autres intéréts thérapeutiques.

Il a été démontré que I’AChE est présente a proximité des dépdts de la protéine f-
amyloide et qu’elle peut promouvoir sa formation. En effet, la protéine -amyloide non
pathogéne (soluble) est capable de se fixer sur le site périphérique de I’AChE et ceci a pour
conséquence la formation du complexe AB-AChE. Etant tres stable et insoluble, celui-ci est
plus toxique que les dépots d’AP. L’ AChE joue un role important dans les premiers stades
de la maladie par sa capacité a provoquer 1’agglomération de la protéine A [75].

V.6.1.2. Butyrylcholinestérase

La BuChE a une structure trés voisine de I’AChE . Au niveau biochimique, quelques
études ont indiquées que certains neurones cholinergiques utilisent la BUChE plutdt que
I’AChE pour cliver ’ACh. Ainsi, 10 a 15 % des neurones cholinergiques dans
I’hippocampe et I’amygdale, expriment la BUChE au lieu de I’AChE. d’ordinaire, chez un
sujet sain, la BuChE est 4 fois moins présente dans le cerveau que I’AChE (ratio 4:1,
AChE: BuChE), cependant avec la progression de la maladie et la perte des neurones
cholinergiques, 1’activité de I’AChE chute de 45% tandis que celle de la BUChE augmente
deux fois plus, ce qui influence considérablement le ratio initial [76,77].

Elle a une affinité beaucoup plus large. Son réle physiologique n’est actuellement
pas connu. Bien qu'il soit généralement envisagé en association avec l'acétylcholinestérase
(AChE) .

V.7. Traitements
V.7.1. Inhibiteurs de I'acétylcholinestérase

Depuis sa découverte au début du XXe siécle, la MA est encore incurable. Certains
médicaments permettant d’atténuer les symptomes de la maladie sont toutefois
disponibles. Les médicaments inhibiteurs de 1’Acétylcholinesterase sont utilisés pour
diminuer la dégradation de I’ Acétylcholine (ACh) au niveau des fentes synaptiques. Ainsi,
ils permettent de prolonger les effets de 1’acétylcholine, un neurotransmetteur impliqué
dans la régulation de la mémoire et de I’apprentissage [78].

Aujourd’hui, 4 inhibiteurs de cholinestérases, des agents destinés spécifiquement a
stimuler 1’activité cholinergique rémanente, sont, dans le meilleur des cas, partiellement
effectifs dans le traitement des manifestations cliniques de la maladie. La tacrine
(Cognex®) ; I’Huperzine A ou Donépézyl (Aricept®) ; la Rivastigmine (Exelon®) et la
Galanthamine (Reminyl®) [79].
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Figure I1. 26: Inhibiteurs de I'AchE

La tacrine : (Cognex®) C’est un inhibiteur non compétitif de I’AChE mais aussi de la
BuChE. La tacrine se fixe au niveau du site catalytique de I’AChE de maniére réversible
Celle-ci fut le premier traitement approuveé par les autorités de santé pour le traitement de
la maladie d’Alzheimer. Ce médicament peut entrainer des effets indésirables liés a I'excés
d'acétylcholine : nausées, vomissements, diarrhées, crampes abdominales, sécrétion
excessive de salive. Il semble en outre que la prise de doses tres importantes de tacrine soit
toxique pour les cellules du foie [80].

Le donépézil : présent sous la forme de chlorhydrate de donépézil, est le deuxieme

inhibiteur de ’AChE mis sur le marché sous le nom de Aricept®. C’est un inhibiteur
sélectif, non compétitif et réversible de I’AChE. Il constitue un des traitements anti-
Alzheimer les plus courants utilisé de nos jours.

Selon une étude publiée dans The New England Journal of Médicine, le donépézil,
traitement courant contre les phases précoces de la maladie d’Alzheimer, est aussi
bénéfique dans ses formes plus sévéres [81].

La rivastigmine : est un inhibiteur irréversible de I’AChE. Commercialisé sous le nom de

Exelon®, cette molécule agit aussi bien sur I’AChE ou la BuChE en formant un complexe
lié par une liaison covalente entrainant une inactivation transitoire des enzymes [82]. Sa
faible toxicité rend cette molécule trés attractive pharmaco-logiquement .

La galanthamine : (Reminyl®), est un alcaloide d’origine naturelle. La galanthamine

potentialise 1’action de I’ACh en inhibant de facon compétitive et réversible I’AChE. On
suppose qu’elle pourrait restaurer les transmissions cholinergiques. Son effet indésirable le

plus fréquent est son action émétique [83].
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Chapitre 111 Résultats et Discussion

l. Introduction

Une cible médicamenteuse est une clé moléculaire qui se trouve dans un
métabolisme particulier et évolue dans un cheminement de signalisation spécifique a une
pathologie. L'interaction entre cette cible et son substrat est la premiere étape de la plupart
des réactions biologiques. Des ligands (médicaments) se liant a la région active et inhibant
cette partie clé de la molécule peut étre alors concue [1]. En plus, mieux comprendre son
mode de fonctionnement et définir quels sont les résidus mis en jeu, est donc primordial
pour pouvoir expliquer les mécanismes qui influent sur I'affinité entre les molécules. De
méme, la découverte de nouvelles molécules inhibant I'activité biologique d'une protéine
ne peut se faire qu'en prédisant leur affinité respective. C'est dans ce but que des
techniques de modélisations moléculaires ont été développées.

Cette étude est basée sur les différentes méthodes de la modélisation moléculaire tel que :
Docking moléculaire, QSAR et propriétes ADME.

Le Docking moléculaire a été effectué pour analyser le score de complexe et les

différents types d’interactions présentes entre certains acides aminés de la protéine étudiée
et celle de ligands. D'autre part, Le QSAR est devenue, actuellement, un outil
indispensable dans le domaine de la conception de médicaments, notamment dans le cas
d’absence d’information sur le site actif de I’enzyme. Techniquement, cette approche se
base principalement sur le choix des descripteurs et 1’algorithme d’apprentissage [2].
En fin pour diminuer le taux d'échec des candidats-médicaments la mise en place de filtres
ADME (Absorption Distribution Métabolisme et Elimination)-Tox (Toxicité) des chimio-
theques dans tout processus de criblage a donné de bonnes performances
pharmacocinétiques et de biodisponibilité, ainsi que, d’excellents résultats [3].

Dans ce chapitre, nous avons étudié I’interaction (inhibition) entre une série
nouvellement synthétisées contiennent 37 molécules avec les deux enzymes:
Acétylcholinestérase (AChE) et Butyrylcholinesterase (BUChE) par les méthodes de la
modélisation moléculaire (docking moléculaire; QSAR et une derniére méthode pour voir
les propriétés ADME) dans le but de traiter ou ralentir la progression de la maladie neuro-
dégeénérative « Alzheimer ».

Premierement, nous avons schématisé un organigramme résume tous les étapes de calcul

quon a effectué au cours de ce travail (Figure 111.1) :
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Structure initiale des ligands:

¥ Dérivés (Familles) PDB ou Mol.
P Dessiner par logiciel hyperChem

Structure initiale de I’enzyme :

P Code d’accés PDB.
P Choix d’une bonne résolution.
F Choix de facteur R

Optimisation des géométries:

P Les ligands (avec la MM, semi-

empirique).

Optimisation des géométries :

P Téléchargement de I’enzyme.

P Elimination des ions et des autres
chaines.

P Elimination des Co-facteurs.

Propriétés:

P Dérivés Propriétés des structures.

Propriétés:

# Nombre de chaines
b Détecter la cavité

Docking moléculaire

v

Recherche la meilleure pose (Conformation)

Formation des complexes

v

Energies score + Interactions (distances) J

v
QSAR J

v
Propriétés ADME J

Figure 111.1 : Protocole de calcule
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I1. Méthodes et Matériels

I1.1. Ensemble des donnés et modélisation moléculaire

11.1.1. Préparation des enzymes (cibles)

Le teléchargement des enzymes ont été fait a partir de la base de données Bookhaven
Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb) [4]. Dans cette base de données nous trouvons
plusieurs structures PDB des deux enzymes en questions. Le choix de ces deux enzymes
basés sur la méthode (Rayons X, RMN, Homologie), la résolution (1.5A < Résolution <
2.5A) et le type d’organisme étudié, ainsi que le ligand native (Co-cristallisé=Référence).

Dans notre cas les structures tridimensionnelles (3D) de 1’Acétylcholinestérase
(AChE) et le Butyrylcholinestérase (BUChE) et leurs propriétés sont regroupées dans le
tableau I11.1.

Tableau I11.1. Quelques informations relatives aux enzymes 4EY7 et 4BDS [5,6].

Enzymes  Meéthodes System Chaines Longueur R- Résolution Ligand
PDB Expression de value A native
séquence

X-ray .

4EY7 . . Homo sapiens A,B 542 0.175 2.35 E20
diffraction

aBDs X fomosapiens A 520 0175 2.10 THA
diffraction

Le ligand co-cristallisé de 4EY7 est : E20 (Donepezil : C4H2sNOs) et 4BDS est : THA(Tacrine : C13H14Nz)

Nous avons choisi la méthode "Diffraction des rayons X" car elle possede une
excellente précision et le remplissage des cages de diffraction laisse peu ou pas
d’ambigiiité.

En général, les structures de protéines ayant une résolution comprise entre 1,5 et 2,5
A sont de bonne qualité pour des études ultérieures [7,8], alors que les valeurs de

résolution de I'AChE et du BUChE appartiennent a cet intervalle.

La structure tridimensionnelle (3D) montre que 1’enzyme de Aceétylcholinestérase est
cristallisée sous la forme d’un dimére (deux chaines A et B) et Butyrylcholinestérase

cristallisent sous forme d’un monomére respectivement (voir figure 111-2(a) et (b)).

Figure 111.2; La forme dimeére (a) de : AChE et monomere (b) de : BuChE.
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Notre ¢étude est basée sur la simplification d’enzyme comme une étape clé et
essentielle pour accelérer le taux de simulation. Les co-facteurs et les ions ont été eliminés;
mais les molécules d'eau sont maintenues.

Les molécules d'eau dans les cavités des protéines peuvent parfois étre un élément
fondamental [9], certains algorithmes sont capables de simuler la présence de molécules
d'eau dans les cavités des protéines, ainsi que la présence d'eau est parfois indispensable
pour assurer un relais entre le ligand et le site actif et ainsi créer des réseaux de liaisons

hydrogéne [10].

11.1.2.Préparation des ligands
Un ligand est une molécule chimique, qui pourrait étre composée d’un ou de
plusieurs fragments (groupements). Dans cette étude le ligand est un Inhibiteur :
Contrairement a I’activateur, ce type de ligand modifie la structure électronique du site
actif en diminuant I’affinité de I’enzyme pour son substrat.
Les 2-hydroxy-N-phénylbenzamides 1-4l ont été synthétisés a partir d'acides
salicyliques et d'anilines substitués en utilisant du trichlorure de phosphore (PCl3) sous

irradiation par micro-ondes (MW) (schéma).

O / | 2
~COOH |\ R
1 2N PCly X X
S W S

salicylanilides 1-4

Schéma 111.1 : Préparation de 2 hydroxy-N-phenylbenzamide

a. Structure des ligands

Dans cette étude, nous avons sélectionné une série constituée 37 molécules dérivées
de (2 hydroxy-N-phenylbenzamide) [11], qui ont montré une activité inhibitrice vis-a-vis
de I’acétylcholinestérase et le Butyrylcholinestérase.

Les structures tridimensionnelles (3D) de tous les composés (tableau I11.2) ont été
dessinées et pre-optimisées au moyen du champ de force de la mécanique moléculaire
(MM+). Suivi par un calcul semi-empirique en utilisant AM1 [12]. Toutes les méthodes

sont implémentées dans le logiciel HyperChem 8.0.8 [13]. Finalement, une base de
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données a été créé dans lequel tous les ligands ont été convertis en extension *.mdb pour

utiliser comme entrée MOE-docking [14].

Tableau I11.2 : Structures chimiques des ligands.

0
Rz
N
R+
OH
Comp® Comp R1 R2 Comp®  Comp R1 R2
1 L1 H H 39 L20 4-Cl 4-Br
2a L2 5-ClI 3-Cl 3h L21 4-Cl 3-F
2b L3 5-ClI 4-Cl 3i L22 4-Cl 4-F
2C L4 5-Cl 3,4-diCl 3j L23 4-Cl 3-CF3
2d L5 5-Cl 3,5- diCl 3k L24 4-Cl 4-CF3
2e L6 5-Cl 3,4,5-triCl 3l L25 4-Cl 3,5-bis-CF3
2f L7 5-ClI 3-Br 4a L26 5-Br 3-Cl
29 L8 5-ClI 4- Br 4b L27 5-Br 4-Cl
2h L9 5-ClI 3-F 4c L28 5-Br 3,4-diCl
2i L10 5-Cl 4-F 4d L29 5-Br 3,5-diCl
2j L11 5-Cl 3-CF3 4e L30 5-Br 3,4,5-triCl
2k L12 5-Cl 4-CF3 4f L31 5-Br 3-Br
21 L13 5-Cl 3,5-bis-CF3 | 4g L32 5-Br 4-Br
3a L14 4-Cl 3-Cl 4h L33 5-Br 3-F
3b L15 4-Cl 4-Cl 4j L34 5-Br 4-F
3c L16 4-Cl 3,4-diCl 4j L35 5-Br 3-CF3
3d L17 4-Cl 3,5-diCl 4k L36 5-Br 4-CF3
3e L18 4-Cl 3,4,5-triCl 4] L37 5-Br 3,5-bis-CF3
3f L19 4-Cl 3-Br / / / /

(a) : Numérotation selon la littérature.
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b. Propriétés des ligands

Les calculs effectués a I’aide de MOE2014 donnent les propriétés suivantes :

Table 111.3: Quelques propriétés des composés etudiés

Ligands Toxic Rsynth Ligands Toxic Rsynth
(%) (%)
L1 No 100 L20 No 100
L2 No 100 L21 No 100
L3 No 100 L22 No 100
L4 No 100 L23 No 100
L5 No 100 L24 No 100
L6 No 100 L25 No 100
L7 No 100 L26 No 100
L8 No 100 L27 No 100
L9 No 100 L28 No 100
L10 No 100 L29 No 100
L11 No 100 L30 No 100
L12 No 100 L31 No 100
L13 No 100 L32 No 100
L14 No 100 L33 No 100
L15 No 100 L34 No 100
L16 No 100 L35 No 100
L17 No 100 L 36 No 100
L18 No 100 L37 No 100
L19 No 100 / / /

On peut noter a I’aide de tableau ci-dessus que tous les ligands sont non toxiques
donc on peut dire qu’ils sont validés pour devenir des médicaments. VVous trouvez autre

propriétés des ligands dans la section de QSAR.

11.2. Protocol de docking moléculaire

L’une des méthodologies les plus utilisées a I’heure actuelle est I’arrimage
moléculaire (docking moléculaire), c’est a dire le positionnement automatique d’une
molécule au sein du site de liaison [15]. Ce ligand (molécule) peut alors étre modifié pour
générer le plus d'interactions favorables possibles avec la protéine [16].

Le processus de docking comprend deux étapes fondamentales : la prévision de la
conformation du ligand ainsi que sa position et son orientation au sein de ces sites
(généralement appelés pose) et 1’évaluation de I’affinité de liaison [17, 18].

Le programme MOE a été utilisé pour notre étude car :
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1% : il est facile & manipuler.
2°™ il a prouvé son fiabilité dans de études antérieures, on peut citer quelque exemple de

ces recherches :

Eman K.A. Abdelall et al [19], Matteo Aldeghi et al [20], Sarah T. A. Al-Rashood et al
[21]. Khac-Minh Thai et al [22], Somaia S. Abd El-Karim et al [23], Sheng Liu et al [24].
Tamer Nasr et al [25], Jiansong Fang et al [26], Sally S. EI-Nakkady et al [27]. I. daoud et
al [28].

11.3. Modéle des QSAR

Par définition, le QSAR est un modele mathématique qui associe un ou plusieurs
parametres quantitatifs dérivés de la structure chimique, a une mesure quantitative d'une
activité [29].

Aujourd’hui, I’utilisation de QSAR n’a cessé de progresser [30]. Elle est devenue
indispensable en chimie pharmaceutique et pour la conception de médicaments, les
résultats des études QSAR peuvent fournir des informations utiles pour obtenir une
meilleure connaissance des structures moléculaires et probablement le mode d’action au
niveau moléculaire. Ces informations peuvent étre alors utilisées dans la prédiction des
activités biologiques de nouveaux composés ainsi que dans la conception de nouvelles
structures [31].

Le principe des méthodes QSAR (quantitative structure-activité Relationship) est,
comme leur nom l’indique, de mettre en place une relation mathématique reliant de
maniere quantitative la structure moléculaire, codée par des propriétés moléculaires
appelées descripteurs, avec une activité en utilisant des méthodes d’analyse de données
[32]. Par ces relations nous pouvons développer des modeéles prédictifs de la forme

générale suivante :

Activité = 7 (descripteurs moléculaire)

L’objectif de ces méthodes est alors d’analyser les données structurales afin de déterminer
les facteurs influengant 1’activité mesurée [33]. Dans la présente étude, le logiciel
statistique SPSS version 19 [34] a été utilisé pour effectuer une regression linéaire multiple
(MLR).
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/ ? Series des Composés Chimiques i \

Données mesurées Descripteurs
d’activité moléculaires

Modele
mathématique

\ Prévision <£> Interprétation /

Figure 111.3: Modéle d'étude quantitative des relations structure/activité (QSAR).

11.4. Proprietés ADME

Pour qu'un composé candidat devienne un médicament, il doit avoir une
pharmacocinétique appropriée, en plus de posséder une bonne activité pharmacologique et
un faible profil de toxicité.

Il est également bénéfique si, en plus d'une bonne activité, les molécules qui seront
soumises a des tests de bio-activité avancés ont une forte biodisponibilité. De cette fagon,
seuls les composés ayant un fort potentiel et des propriétés pharmacocinétiques acceptables
sont choisis pour la recherche sur le développement de médicaments [35].

De nombreux agents thérapeutiques potentiels ne parviennent pas a faire I'objet

d'essais cliniques en raison de leurs parametres d'absorption, de distribution, de
métabolisme et d'élimination (ADME) défavorables ; de plus, ils ne permettent pas de
vérifier la conformité du médicament. Notre étude basée sur l'analyse des propriétés
pharmaceutiques pertinentes, notamment :
La reégle des cing de Lipinski [36], la regle de Veber [37], la régle d'Egan [38] et la surface
polaire (TPSA), La perméabilité BBB [39], Absorption gastro-intestinale [40]... .ont été
calculés a laide du calcul en ligne des propriétés de SwissADME
(http://www.swissadme.ch/) [41] en important la structure chimique suivie du format
SMILES.
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I11. Résultats et discussion

I11.1.Simulation de docking moléculaire

L’étude de I’interaction entre le site actif des enzymes (PDB : 4EY7 et PDB : 4BDS)
et les ligands tirés de la littérature est réalisée a 1’aide du logiciel MOE.

La validation et la performance de la méthode de docking (logiciel) a été faite par le
calcul de la valeur de RMSD des deux ligands native : Donepezil et Tacrine [28].

Dans ce cas, le donépezil et la tacrine ont été "re-docked” dans la poche du site de
liaison de I'AChE et du BUChE respectivement, et les valeurs de I'écart quadratiqgue moyen

(RMSD) entre le docking et les poses initiales ont été calculées (Tableau 111.4).

Tableau 111.4: Docking Score et RMSD des deux ligands native (4EY7 et 4BDS).

Enzymes Ligand Co-cristallisé Docking
Score
4EYT7 Donepezil -11.247 0.408
4BDS Tacrine -6.193 0.316

D’aprés la littérature [42], la validation d’une méthode de docking dépend de RMSD
(RMSD <2 A). En outre, le RMSD ne constitue pas un critére d’évaluation parfait et
présente certaines faiblesses. Ainsi, que le RMSD permet d’évaluer les distances entre les
positions atomiques mais ne fournit aucune information sur la conservation des

interactions entre la structure prédite et la structure cristallisée.

I11.1.1.Site actif des enzymes
La fonction des enzymes est liée a la poche hydrophobe particulier appelé le site actif
qui a la forme d’une cavité possédant des résidus .D’apres la littérature, les résidus du site
actif de I'AChE sont : HIS440, SER200 et GLU327 créent la triade catalytique, ainsi que
TRP279, TYR334, PHE330 et TRP84, mais les résidus du site actif de la BuChE sont :
HIS438, SER198 et GLU325 créent la triade catalytique, ainsi que TYR332, PHE329 et

TRP82. Ces résidus des deux cibles sont les résidus importants du site actif [43].
111.1.2. Interaction : AChE-Ligands

En utilisant I’option « Site Finder » implémentée dans le logiciel MOE 2014 [44,

45] pour identifier les résidus qui forment les sites actifs (les cavités) [46].
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La cavité 1 a été choisie (Tableau 111.5) pour faire notre calcul de docking car elle
posséde :

1. Le ligand qui Co-cristallisé de I’AChE (Donépezil).
2. Un volume important par rapport autres cavités.
3. Les mémes résidus de site actif de la littérature.

Tableau 111.5 : Différentes propriétés de premiére cavité détectée par MOE de I’AChE

Site Size PLB Hyd Side Residues

1 216 348 70 113  1: (GLN71 TYR72 VAL73 ASP74 THR75 LEU76 GLY82
THR83 TRP86 ASN87 PRO88 GLY120 GLY121
GLY122 TYR124 SER125 GLY126 TYR133 GLU202
SER203 ALA204 TRP236 TRP286 LEU289 GLN291
GLU292 SER293 VAL294 PHE295 ARG296 PHE297
TYR337 PHE338 TYR341 GLY342 VAL365 HIS447

GLY448 TYR449 ILE451).

Marek Bajda et al [47] ont confirmé ce choix de cavité 1 et nous a donné quelques
informations concernant le site actif de 4EY7 et les résidus qui interviennent a la formation

de complexe (figure 111.4).

(a) catalytic triad AspT2
B anionic site
acyl pocket WEE

oxyanion hole

B ras

Tyr70 Phe330

Tyr21

T2k Phe331

Glyt19
4 Ser200
Phe288

Ala201

(b)

%1 30

His440

\ Glu327

Figure 111.4 :(a): Cavite enzymatique et (b): les résidus du site actif de ’AChE

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 posséde une largeur de 5 A et une profondeur de 20 A (Voir figure 111.4 (a)).

Nous avons utilisé I'option "Ligands interactions" implémentée dans le programme
MOE. La Fig I11.5 montre le mode de liaison du donépeézil a 'AChE aprés un calcul de re-
docking, il est en accord avec celui rapporté par Sugimoto et al [48].
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Figure 111.5: Meilleur pose de Donépezil dans I’AChE

Le calcul de docking moléculaire exécuté en maintenant la chaine principale rigide,
tandis que les chaines latérales restent flexibles, et les meilleures conformations des
ligands ont été classés selon les trois parameétres : 1’énergie score (S-score, kcal/mol), les
interactions (types et distances) et la valeur de RMSD.

L’analyse des résultats obtenus au cours de ce travail est basée sur les criteres

suivant:

1-Plus I’énergie score de complexe est faible plus le complexe est stable.

2-Plus il existe des interactions forte Hydrogenes plus ils y a une forte affinité entre le
ligand et I’enzyme.

D’aprés A. Imberty et al [49]. Les distances des interactions Hydrogene comprises entre
2.5 A et 3.1A sont considérées comme fortes et celles comprises entre 3.1A et 3.55A sont
supposees faibles.

3-Plus le nombre des interactions est importante plus la stabilit¢ du complexe est
augmente.

4-La qualité de I'ajustement a été évaluée sur la base des valeurs RMSD du ligand avec les
intervalles suivants :

« rmsd 1,0 A, bonne pose;

« A <rmsd <2,0 A, pose proche;

+ A <rmsd < 3.0 A, pose avec erreurs;
» rmsd > 3.0 A, mauvaise pose [50-52].

Les énergies de score, les distances des interactions et RMSD pour les différents

complexes sont reportées dans le tableau I11.6.
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Tableau 111.6 : S-score, ICsp, RMSD et les interactions entre les résidus du site actif et les atomes des ligands pour I’AChE (PDB ID : 4EY7)

Ligands 1Cxo value S-score RMSD Liaison entre les atomes de ligands et résidus de site actif
(UM) (kcal/mol A
Atome de Atome Résidus Type de Distance Energies
ligand ampliquee liaison (A) (kcal/mol)
dans PAA
L1 49.71+3.73 -6.534 1.238 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.82 -0.0
L2 59.50£3.80 -6.881 1.471 CL23 @) His447 H-donor 3.28 -0.3
6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.83 -0.0
L3 76.53+2.17 -6.659 1.071 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.80 -0.0
L4 60.79+6.88 -7.073 1.986 CL22 ) His447 H-donor 3.30 -0.3
6-ring 6-ring TYR341 pi- pi 3.79 -0.0
L5 46.21+0.63 -7.159 2.856 CL18 N PHE295 H-acceptor 3.38 -0.8
6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.95 -0.0
L6 51.06£0.49 -7.368 1.158 CL18 N PHE?295 H-acceptor 3.37 -0.9
6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.98 -0.0
L7 50.03+0.15 -7.068 2.597 CL23 @) His447 H-donor 3.24 -0.3
6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.82 -0.0
L8 58.25+4.87 -6.714 1.246 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.80 -0.0
L9 58.65+3.98 -6.820 1.052 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.83 -0.0
L10 48.27+8.90 -6.414 1.646 CL23 ) HIS447 H-donor 3.27 -0.2
6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.80 -0.0
L11 54.41+0.25 -7.106 2.259 CL23 ) HIS447 H-donor 3.31 -0.3
6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.85 -0.0
L12 58.47+2.80 -6.868 1.084 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.80 -0.0
L13 50.18+0.88 -6.890 2.047 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.99 -0.0
L14 58.08+1.20 -7.302 1.389 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.88 -0.0
L15 56.19+3.23 -7.180 1.792 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.80 -0.0
L16 46.26+0.56 -7.540 2.599 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.81 -0.0
L17 50.15+0.26 -7.461 0.726 CL20 N PHE295 H-acceptor 3.47 -0.8
6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.83 -0.0
L18 57.78+4.05 -7.799 1.014 CL18 N PHE295 H-acceptor 3.40 -0.8
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6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.83 -0.0

L19 60.03+0.42 -6.990 1.147 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.94 -0.0

L20 58.32+1.57 -7.254 1.474 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.80 -0.0

L21 60.79+1.74 -6.918 1.071 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.85 -0.0

L22 62.85+1.53 -6.691 2.056 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.97 -0.0

L23 68.28+3.78 -7.478 1.676 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.88 -0.0

L24 60.29+2.39 -7.324 2.662 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.82 -0.0

L25 54.,72+2.05 -7.152 1.096 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.94 -0.0

L26 62.04+6.48 -6.995 2.433 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.78 -0.0

L27 85.75+6.10 -6.583 0.906 BR 23 @) HIS447 H-donor 3.45 -0.4

6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.84 -0.0

L28 60.83+3.65 -7.234 2.064 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.91 -0.0

L29 33.13+0.47 -7.075 1.285 BR 23 ) HIS447 H-donor 3.48 -0.4

6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.78 -0.0

L30 42.08+2.41 -7.335 1.620 BR 22 ) HIS447 H-donor 3.50 -0.4

6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.78 -0.0

L31 69.72+9.97 -6.944 1.390 BR 22 ) HIS447 H-donor 3.42 -0.5

6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.83 -0.0

L32 70.30+2.85 -6.561 1.233 BR 22 ) HIS447 H-donor 3.46 -0.4

6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.85 -0.0

L33 54.44+0.73 -6.308 2.441 BR 22 @) HIS447 H-donor 3.46 -0.4

6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.85 -0.0

L34 61.22+1.08 -6.539 2.064 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.97 -0.0

L35 42.67+0.18 -7.107 2.251 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.84 -0.0
L36 44.79+3.44 -7.289 3.302 / / / / / /

L37 48.46+1.07 -7.115 2.098 6-ring 6-ring TYR341 pi-pi 3.90 -0.0

N-14 ) HOH931 H-donor 2.79 -6.5

Donepezil 56.10+1.41 -11.247 0.408 C-15 6-ring TYR337 H-Pi 4.11 -1.00

6-ring 6-ring TRP286 pi-pi 3.73 -0.00
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La plupart des composés forment des interactions avec les trois résidus : TYR341,
His447 et PHE295 du récepteur (voir Tableau. 111.6). Nous notons ici que les interactions
(liaisons H, Pi-Pi, H-Pi,...) entre tous les composés et les résidus de I'AChE étaient les
mémes que celles entre le ligand natif (co-cristallisé) avec les acides aminés du récepteur
(Figure 111.5).

Le score d'énergie de la plupart des composés était compris entre : -6.308 et -7.799
Kcal/ mol. Ces énergies varient selon de type d’interaction, distances et leurs valeur

d’énergies

Nous pouvons facilement constater que les ligands L18, L16, L23, L17 et L6
forment des complexes possédants les plus petites énergies Score par rapport aux autres
complexes. Ces complexes donnent les meilleurs scores: -7.799, -7.540, -7.478, -7,461 et -
7.368 respectivement, ceci montre que ces complexes sont plus stables et on peut les
classés selon I’ordre suivant : L18 < L16< L23< L17 < L6.

En se basant sur les trois paramétres : S-score, les interactions (Types +Distances+
Energies) et la valeur de RMSD nous pouvons constater que les meilleurs ligands qui
forment les complexes les plus stables sont : L18, L17 et L6 a I’exception de L16 et L23
car le ligand L16 n’établit aucune interactions d’hydrogéne avec le site active de I’AChE
en plus il a une valeur de RMSD élevé. De méme pour le ligand L23 qui ne posséde pas

des interactions hydrogeéne.

D’aprés les résultats obtenus, on note que le complexe 4EY7-18 donne une valeur
de score proche de la valeur de Donépezil (ligand native) dont I'énergie score est :-11.247
Kcal/mol (Tableau I11.6).

La formation de ce complexe a été assurée par la présence de deux interactions
différentes; la premiére, de type H-accepteur faible, formée entre ’atome du CI-18 du
ligand et ’atome N du résidu aromatique PHE295 a une distance 3.40 A, la seconde de
type hydrophobe, Pi-Pi a été observée entre le 6-ring de ligand et 6-ring du résidu polaire
TYR341 a une distance 3.83A. En outre, PHE295 et TRP341 sont responsables de la

formation des différentes interactions [53].

D’autre part, la valeur de RMSD obtenu pour L18 (RMSD=1.014<2 A), donc cette
valeur est acceptable. Ce ligand posséde une valeur de (IC50= 57.78+4.05uM) ce qui
suggere qu’il peut inhiber I’enzyme 4EY7.
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Le complexe formeé par le ligand 17 a une valeur faible d’énergie de score -7,461
kcal/mol. Ceci justifié par la présence de deux interactions formant entre le ligand 17 et les
résidus de site actif de ’AChE. La premiére est faible de type H-accepteur (3.47A) avec le
PHE295 et la deuxiéme de type Pi-Pi (3,83 A) avec le TRP341. En plus, la valeur de
RMSD obtenus de ce complexe 0.726 A confirmée une superposition presque parfaite.
Notons aussi que ce ligand a une valeur moyenne d’IC50 :50.15+0.26 uM ce qui nous

permet de trouver une bonne relation entre I’affinité (Score) et ’activité (IC50).

De méme, le complexe formé par ligand 6 donne également une énergie de score
faible : -7.368 kcal/mol. Ceci confirme que ce ligand forme un complexe moins stable que
les complexes des ligands précédents. Il établit deux interactions. La premiere faible entre
I’atome N de ligand et le résidu PHE295 de type H-accepteur (3.37A) et la deuxiéme entre
I’atome CI18 de ligand et le 6-ring du résidu TYR341 de type hydrophobique (Pi-Pi). En
plus, on constate que la valeur de RMSD=1.158A correspondant a ce complexe est
acceptable. Le ligand donne une valeur moyenne de IC50 =51.06+0.49uM.

Les composés L18, L17 et L6 ont des valeurs moyennes d’IC50 données ici:
57.7844.05, 50.15+0.26, et 51.06+£0.49 uM respectivement, et les complexes formés par
ces ligands recoivent une énergie de faible score justifiant qu’il existe une faible

corrélation entre 1’affinité (Score) et 1’activité (IC50).

En résume ici :
On peut classer I’énergie score des trois meilleurs complexes selon I’ordre suivant :
L18<L17<L6
On peut classer le RMSD des trois meilleurs complexes selon I’ordre suivant :
L17<L18<L6
On peut classer I’IC50 des trois meilleurs complexes selon 1’ordre suivant :

L17<L6<L18

Nous notons ici que la majorité des résidus du site actif sont situés autour de nos trois
meilleurs ligands L18, L17 et L6 et les interactions entre ces ligands et le site actif de

I’enzyme de I’ AChE sont schématisées en 2D et 3D dans la figure I11.6.
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I11.6: Schéma en 2D et 3D des
interactions entre les meilleurs ligands (L18,
L17et L6) et les résidus de site actif de I’ AChE.
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111.1.3. Interaction : BuChE-ligands
On donne les propriétés de la cavité 1 détectée par MOE dans le tableau I11.7

En utilisant I’option « Site Finder » implémentée dans le logiciel MOE 2014 [44,

45] pour identifier les résidus qui forment les sites actifs (les cavités) [46].

La cavité 1 a été choisie (Tableau 111.7) pour faire notre calcul de docking car elle
posséde :

1. Le ligand qui Co-cristallisé de BUChE (Tacrine).
2. Un volume important par rapport autres cavités.
3. Les mémes résidus de site actif de la littérature.

Tableau I111.7 : Différentes propriétés de premiére cavité détectée par MOE de BUChE

Site Size PLB Hyd Side Residues

1 330 393 82 153 1:(GLN67 ASNG68 ILE69 ASP70 GLN71 SER72 GLY78
SER79 TRP82 ASN83 PRO84 GLY115 GLY116 GLY117
GLN119 THR120 GLY121 TYR128 GLU197 SER198
ALA199 PRO230 TRP231 GLU238 ARG242 LEU273
LEU274 ASN275 GLU276 ALA277 PHE278 VALZ280
TYR282 GLY?283 THR284 PRO285 LEU286 SER287
VAL288 ASN289 ALA328 PHE329 TYR332 GLY333
ILE356 PHE357 PHE358 PRO359 GLY360 VAL361
TYR396 ASN397 PHE398 TRP430 MET434 MET437
HIS438 GLY439 TYR440 ILE442)

D’apres la littérature [47] on remarque que les résidus de site actif sont ressemblés aux
résidus de site actif détecté par MOE, dans ce cas la cavité 1 sélectionnée pour notre étude

(b)

(figure 111-7).
catalytic triad Asp70
B anionic site

acyl pocket

oxyanion hole Tyr128

PAS Tyr332

His438

Gly116
Phe329

//;j! Glu325
m Ser1g8

Ala199

Gly117

Leu286

Val288

Figure 111.7: (a) : Cavité enzymatique et (b) : Les résidus du site actif de BuChE.
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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 posséde une largeur de 300 A et une profondeur de 500 A (Voir figure
111.7(a)).

Nous avons utilisé I'option "Ligands interactions” implémentée dans le programme
MOE. La Fig 111.8 montre le mode de liaison du tacrine & BUChE aprés un calcul de re-

docking, il est en accord avec celui rapporté par Kurz, A [54].

Figure 111.8: Meilleur pose de Tacrine dans le BuChE

Le calcul de docking moléculaire exécuté en maintenant la chaine principale rigide,
tandis que les chaines latérales restent flexibles, et les meilleures conformations des
ligands ont été classés selon les trois parameétres : 1’énergie score (S-score, kcal/mol), les

interactions (types et distances) et la valeur de RMSD.

L’analyse des résultats obtenus au cours de ce travail est basee sur les criteres suivant
(Voir la partie de I’AChE):

Les énergies de score, les distances des interactions et RMSD pour les différents

complexes sont reportées dans le tableau 111.8.
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Tableau I11.8: S-score, ICsp, RMSD et les interactions entre les résidus du site actif et les atomes des ligands pour le BUuChE (PDB ID: 4BDS)

Ligands 1Cx, value S-score RMSD Liaison entre atomes de ligands et résidus de site actif
(UM) (kcal/mol
Atome de ligand Atome Résidus Type de Distance Energies
ampliquee liaison (A) (kcal/mol)
dans PAA
L1 207.73+12.15 -5.671 0.7891 6-ring CB ALA328 pi-H 4.27 -0.6
L2' 228.42+11.29 -5.643 1.7444 016 o) HOH2093 H-donor 3.14 -0.0
L3 169.60+3.09 -6.119 2.5953 / / / / / /
L4 186.47+15.69 -5.250 1.2108 016 @) HOH2153 H-donor 3.04 -1.1
CL22 @) ALA328 H-donor 2.96 -0.5
CL27 OE1l GLU197 H-donor 3.23 -0.4
6-ring @) HOH2055 pi-H 3.62 -0.7
L5' 111.59+7.98 -6.003 2.0062 / / / / / /
L6’ 102.72+0.97 -6.603 0.9790 016 O HOH2153 H-donor 2.97 -1.4
CL22 0G SER198 H-donor 3.08 -0.7
L7 141.04+1.13 -5.529 0.9051 / / / / / /
L8' 118.74+6.67 -5.762 1.6357 / / / / / /
L9 154.40+8.38 -5.885 1.4349 016 o) HOH2093 H-donor 3.14 0.1
L10' 132.99+15.81 -6.070 2.5968 6-ring CD2 HIS438 pi-H 3.89 -0.6
L11' 120.30+3.02 -5.859 2.1588 Cc4 OE1l GLU197 H-donor 3.52 -0.7
L12' 154.65+3.58 -5.961 2.6401 016 O HOH2153 H-donor 2.99 -1.5
L13' 64.44+1.34 -5.410 2.1136 / / / / / /
L14' 134.29+0.24 -6.209 1.5602 6-ring CD2 HIS438 pi-H 3.79 -0.7
L15' 152.00+3.13 -6.022 1.9340 6-ring o) HOH2055 pi-H 3.52 -0.7
L16' 100.27+1.15 -6.325 1.8794 / / / / / /
L17' 141.10+2.80 -5.940 2.2124 6-ring CD2 HIS438 pi-H 3.82 -0.8
L18' 132.36+4.31 -6.401 1.7818 6-ring O HOH2055 pi-H 3.65 -0.7
L19 167.80+2.06 -6.299 2.1788 6-ring CD2 HIS438 pi-H 3.74 -0.8
L20' 173.99+4.02 -5.835 1.9730 6-ring o) HOH2055 pi-H 3.52 -0.7
L21' 145.66+4.07 -6.017 0.9939 / / / / / /
L22' 151.76+7.58 -6.194 1.2345 / / / / / /
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L23' 163.18+11.68 -6.455 1.9769 6-ring CD2 HIS438 pi-H 3.71 -0.7
L24' 199.53+2.02 -6.196 2.9664 6-ring ) HOH2055 pi-H 3.55 -0.8
L25' 150.50+0.87 -6.506 1.8411 6-ring CD2 H1S438 pi-H 3.83 -0.6
L26' 134.00+1.63 -5.856 2.6416 / / / / / /
L27 130.61+3.99 -5.926 1.4785 / / / / / /
L28" 122.60+7.20 -6.756 2.1443 N14 NE2 H1S438 H-donor 3.63 -0.8
016 OE1 GLU197 H-donor 3.33 -2.0
L29' 135.92+0.14 -5.258 2.7938 6-ring 5-ring TRP82 pi-pi 3.96 -0.00
L30" 140.07+6.20 -5.590 1.9305 016 O HOH2153 H-donor 2.93 -1.7
BR22 0G SER198 H-donor 3.11 -1.2
L31' 145.78+3.53 -5.774 1.9536 / / / / / /
L32' 112.16+1.79 -6.468 4.4047 / / / / / /
L33 119.24+2.53 -5.767 1.8455 / / / / / /
L34 136.52+1.47 -6.147 1.8936 / / / / / /
L35 116.91+2.23 -6.500 2.8658 016 OE1l GLU197 H-donor 3.02 -3.8
L36' 134.81+0.86 -6.233 2.6375 / / / / / /
L37' 53.46+3.20 -5.405 2.9784 / / / / / /
Tacrine 38.40£1.97 -6.193 0.3169 C1115 6-ring TRP82 pi-H 3.96 -0.8
6-ring 5-ring TRP82 pi-pi 3.80 -0.00
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La plupart des composés former des interactions avec la molécule d’eau : HOH2093
et les deux résidus : GLU197 et HIS438 du récepteur (voir Tableau. 111.8). En plus, Nous
remarquant ici que les interactions (liaisons H, Pi-Pi, H-Pi,...) entre tous les composés et
les résidus de I'BUChE étaient presque les mémes que celles entre le ligand natif (co-

cristallisé) avec les acides aminés du récepteur (Figure 111.8).

Le score d'énergie de la plupart des composés était compris entre : -5.250 et -6.756
Kcal/mol. Ces énergies varient selon de type d’interaction, distances et leurs valeur

d’énergies.

Nous pouvons facilement constater que les ligands L28', L6', L25', L35', L32', L30' et
L4' forment des complexes possédants les plus petites énergies Score par rapport aux autres
complexes. Ces complexes donnent les meilleurs scores: -6.756, -6.603, -6.506, -6.500, -
6.468, -5.590 et-5.250 respectivement, ceci montre que ces complexes sont plus stables et
on peut les classés selon 1’ordre suivant : L28'<L6'<L.25'<L.35'<L.32'<L.30'<L4'".

En se basant sur les trois paramétres : S-score, les interactions (Types +Distances+
Energies) et la valeur de RMSD nous pouvons constater que les meilleurs ligands qui
forment les complexes les plus stables sont : L6', L30' et L4’ a ’exception de L28', L25’,
L35% et L32’ car le ligand L32’ n’établit aucune interactions avec le site active de I’AChE
en plus il a une valeur de RMSD éleve. De méme pour les ligands L.28’ et L35 qui
possede des interactions hydrogéne mais avec une valeur de RMSD important. En plus le

ligand L25” a une seule interactions Pi-H.

D’apreés les résultats obtenus, on note que le complexe 4BDS-L6° donne une valeur
de score inferieure de la valeur de Tacrine (ligand native) dont I'énergie score est : -6.193
Kcal/mol (Tableau 111.8).

La formation de ce complexe a été assurée par la présence de deux interactions de
type H-donneur (Figure 111.9); la premiére, est forte, formée entre I’atome O16 du
composé L6 et le O de la molécule d’eau HOH2153 avec une distance 2.97A, la seconde
aussi forte, a été observée entre 1’atome CI22 de ligand et OG du résidu polaire SER198
avec une distance 3.08A. De plus, selon la littérature ce composé a une valeur de IC50 =
102.72+0.97 uM et une valeur de RMSD de 0.9790A; donc la superposition est presque
parfaite.
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Le complexe formé par le ligand L30" donne également une énergie score -5.590
kcal/mol qui est proche de celle la valeur de Tacrine (ligand native) dont I'énergie score
est : -6.193 Kcal/mol (Tableau 111.8).

Ce ligand forme deux interactions (Figure 111.9) avec la cavité de site actif de
récepteur, une interaction H-donneur forte a été observée entre le O16 de ligand et le O du
la molécule d’eau HOH2153 avec une distance 2.93A, la seconde une autre interaction H-
donneur forte qui a été observée entre I’atome de Br22 de ligand et le OG du résidu
SER198 avec une distance 3.11A.

De méme, le ligand L4' forme un complexe 4BDS-L4’ a une énergie score -5.250
kcal/mol assuré par la présence de quatre interactions (Figure 111.9), Trois de types H-
donneur qui sont observées, la premier forte: entre ’atome O16 de ligand et la molécule
d’eau: HOH2153, la deuxiéme forte ,entre Cl22 de ligand et I’acide aminé polaire
ALA328, et la troisieme faible a été observée entre CI27 et le résidu polaire GLU197, avec
une distance 3.04 ; 2.96 ; 3.23 A respectivement. Une autre interaction a été établie de type
pi-H entre le 6-ring du ligand L4 et la molécule d’eau : HOH2955 avec une distance 3.62
A. Drautre part, ce ligand posséde une valeur important de 1Cs,=186.47+15.69uM, et
formé plus d'interactions avec les résidus de site actif du récepteur par rapport aux autres
composés, ainsi que qu’il a une valeur de RMSD (1.210<2 A) acceptable.

Finalement et d’aprés Seifert [55] 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. 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 autant que la fonction de scoring est
mauvaise. En effet, les molécules dont les affinités mesurées expérimentalement sont
connues ne couvrent qu'un trés petit intervalle de score par rapport au large intervalle

proposé par une fonction de score.
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111.9: Schéma en 2D et 3D des
interactions entre les meilleurs ligands (L6’,
L30’etL4”) et les résidus de site actif de le
BuChE.
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Chapitre 111

111.2. Modele QSAR et son validation

Dans la présente étude, nous avons essaye de développer le meilleur modele QSAR
pour expliquer les corrélations entre les parametres physicochimiques et les valeurs 1C50
des activités biologiques de 37 dérivés de (2 hydroxy-N phenylbenzamide). Ces composés
ont été utilisés pour la génération de modeles de régression multilinéaire. Différents
descripteurs physicochimiques tels que la structure stérique, électronique et moléculaire
ont été utilisés comme variables indépendantes et ont été corrélés avec l'activité
biologique.

Premierement, les 37 molécules ont été pre-optimisées par la mécanique moléculaire,
champ de force (MM+), suivi par un calcul semi-empirique par la méthode : PM3. Toutes
ces méthodes sont implémentées dans le logiciel HyperChem 8.0.8.

Les molécules optimisées ont eté utilisées pour calculer un certain nombre de
descripteurs électroniques: les charges atomiques nettes (qC2',qC3', qC4',qC5"). Le module
"propriétés QSAR" de I'HyperChem 8.0.8 a été utilisé pour calculer les paramétres
suivants: la réfractivité molaire (MR), le coefficient de partage octanol/eau (Log P), le
Volume moléculaire (MV), et le poids moléculaire (MW) (tableau 111.9).

Tableau I11.9 : Descripteurs utilisés pour construire les modéles de QSAR.

PCA2 Logp Volume Masse MR gc2' gc3’ qcé’ qcs’
L1 3.686 -0.17 660.25 21324 69.87 -0.129 -0.089 -0.105 -0.09
L2 3.641 -0.61 748.7 282.13 79.3 -0.133 -0.112 -0.106 -0.077
L3 3.77 -0.61 740.73  282.13 79.3 -0.118 -0.089 -0.131 -0.091
L4 3.729 -0.84 779.6 316.57 84.01 -0.124  -0.122 -0.143 -0.079
L5 3.952 -0.84 78283 31657 8401 -0.14 0.1 -0.114  -0.104
L6 3.988 -1.06 81752 351.02 88.73 -0.13 -0.111  -0.157  -0.115
L7 3.85 -0.34 759.72  326.58  82.12 -0.112  -0.098 -0.086 -0.082
L8 3.925 -0.34 760.36  326.58 82.12 -0.124  -0.067 -0.118 -0.069
L9 3.811 -0.99 707.04  265.67 7471 -0.164 0.08 -0.135  -0.064
L10 3.876 -0.99 706.59  265.67 74.71 -0.102  -0.119 0.063 -0.121
L11 3.919 0.18 776.72  315.68 79.8 -0.076  -0.166 -0.05 -0.094
L12 3.81 0.18 776.4 315.68 79.8 -0.143  -0.025 -0.194 -0.029
L13 4.19 0.75 995.66 383.68 85.01 0.246  -0.528 0.127 -0.299
L14 3.871 -0.61 740.04  282.13 79.3 -0.137 -0.11 -0.108 -0.076
L15 3.818 -0.61 740.69  282.13 79.3 -0.116 -0.09 -0.13 -0.091
L16 3.998 -0.84 779.1 316.57 84.01 -0.124  -0.123 -0.142 -0.079
L17 3.85 -0.84 783.19 316,57 84.01 -0.139 -0.101 -0.113 -0.105
L18 3.878 -1.06 817.83 351.02 88.73 -0.128 -0.112 -0.156 -0.116
L19 3.775 -0.34 759.67 326.58  82.12 -0.116  -0.097 -0.087 -0.081
L20 3.759 -0.34 760.15 326.58 82.12 -0.127  -0.067 -0.119 -0.068
L21 3.836 -0.99 707.01 265.67 74.71 -0.166 0.08 -0.136  -0.063
L22 3.818 -0.99 710.02  265.67 74.71 -0.16 -0.081 -0.066  0.016
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L23
L24
L25
L26
L27
L28
L29
L30
L31
L32
L33
L34
L35
L36
L37

cet

3.787 0.18 790.33  315.68 79.8 -0.076  -0.166  -0.053  -0.091
3.699 0.18 837.83  315.68 79.8 -0.15  -0.052 0.056  -0.279
3.822 0.75 877.33 383.68 8501 -0.179 -0.226 0.021 -0.201
3.872 -0.34 759.12 326,58 8212 -0.133 -0.112 -0.106 -0.077
3.884 -0.34 760 326.58 8212 -0.115  -0.09 -0.13  -0.091
3.911 -0.56 798.61 361.02 86.83 -0.122 -0.123 -0.142  -0.08
3.866 -0.56 802.01 361.02 86.83 -0.139 -0.1 -0.113  -0.104
3.853 -0.79 837.12 39547 9155 -0.128 -0.111 -0.157 -0.115
3.836 -0.07 779.77 37103 8493 -0.114 -0.097 -0.087 -0.081
3.95 -0.07 779.95 37103 8493 -0.123 -0.067 -0.117 -0.069
3.923 -0.72 726.9 31012 7753 -0.164 0.081 -0.136 -0.063
3.864 -0.72 726.7 31012 7753 -0.102 -0.119 0.063 -0.121
3.932 0.45 82092 360.13 8261 -0.126 -0.208 -0.029 -0.128
3.87 0.45 858.58 360.13 82.61 -0.181 0.01 -0.321  0.059
4.271 1.02 999.06 428.13  87.83 0.022 -0332 0.124 -0.346

Le developpement d'un modéle QSAR exige un ensemble de diverses données, pour

effet, un nombre considérable de descripteurs doivent étre considérés dans 1’étude

QSAR. La matrice de corrélation de Pearson a été effectuée sur tous les descripteurs en

utilisant le logiciel SPSS.

des

Apres élimination des descripteurs dont la valeur ne varie pas ou peu sur 1’ensemble

molécules (dans notre étude, nous avons supprimé quatre molécules dans les processus

de validation (erreur résiduelle inacceptable)).

L’analyse des paramétres statistiques obtenus permet de déterminer le meilleur

modele QSAR en se basant sur le calcul de quelques parameétres a partir des équations

mat

hématiques tel que : F, R, SE et Q.

» Lavaleur de Fischer (F), refléte le rapport de la variance expliquée par le modéle et
la variance due a I'erreur dans la régression. Les valeurs élevées du test F indiquent
que le modele est statistiquement significatif.

» R : c’est un coefficient de corrélation entre les valeurs observées et les prévisions
de la variable dépendante, sa valeur variée entre 0 et 1. Le carré de Coefficient de
correlation (R? > 0.6) qui est la mesure relative de la qualité d'ajustement.

» SE : (standard error of the estimate) L'erreur type d'estimation représentant la
mesure absolue de la qualité d'ajustement.

» Q : facteur de qualité d’ajustement suggere la puissance de prédiction [56].
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Les donneées biologiques de ces 33 molécules sont alors répartis au hasard en deux

séries appelées Training set ' (25 composés) et "Test set ' (8 composes) dans le but
d’établir I'équation de modéle QSAR et justifié la validation de ce dernier [57].
La corrélation entre l'activité inhibitrice du BUChE et les descripteurs calculés

donnée par la relation suivante:

e )

Log (1/1C50)=5.098 - 0.165LogP + 0.005MW - 0.037MR - 0.94gC3'-0.566qC4"

n=25; R =0.869 ; R>=0.756 ;S=0.0516; F=11.749 : Q=6.470 ; p<0.001

\N J

Ou : n est le nombre de composés (Training set), R est le coefficient de corrélation, F est la

statistique de Fischer, SE est I'erreur-type d'estimation et Q est la qualité de I'ajustement ou
bien I’adaptation. p est la valeur p calculée a partir des statistiques F.

Interpretation des résultats:

» Les valeurs de la fraction de la variance peuvent varier entre 0 et 1. Le modéle
QSAR doit considérer un R*> 0.6 pour qu’il soit valide . La valeur obtenu dans
notre cas, R = 0. 869 et R®> = 0.756. Ceci nous a permis de confirmer une forte
corrélation entre les différents parameétres (variables indépendantes) et l'activité
inhibitrice de BUChE.

» La valeur F calculée pour le modéle QSAR généré est important par rapport a la
valeur F tabulée par grande marge comme on le souhaite pour une régression
significative. De plus, la valeur F a été jugée statistiguement significative au niveau
de 95% pour ce modéle.

» La valeur positive du facteur de qualité (Q) pour ce modéle QSAR suggére son
pouvoir prédictif élevé, et son manque d’adaptation, ainsi que le faible écart type
du modeéle démontre la précision du modele.

> La valeur de Q? ¢ pour le ‘Test Set’ est 0.757 >0.6
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» Dans les équations, le coefficient négatif de Log P explique que toute augmentation

de la lipophilie des dérivés entraine une diminution de l'activité biologique. Ce
résultat est en accord avec les travaux de Burgot et al [58].

» Le coefficient de MW (masse moléculaire) dans I'équation est positif, ce qui
indique que I’activité biologique (pIC50) des composés est positivement corrélée
avec le poids moléculaire (MW). Donc, entraine une augmentation de I’activité
biologique pour les grands composes.

» On peut observer que 1’augmentation de coefficient négatif de la réfractivité

molaire provoque une diminution de I’activité biologique.

La réfractivité molaire (MR) est un critére important pour mesurer le facteur stérique.
Soit il est généralement désigné comme une simple mesure du volume occupé par un
atome individuel ou un groupe d'atomes [59].

La matrice de corrélation entre les descripteurs obtenus par 1’analyse de la méthode
MLR et I’activité biologique est reportée dans le tableau (111.10).

La matrice de corrélation indique que les descripteurs obtenus sont corrélés entre eux
et avec I’activité biologique. Il est montré que le descripteur (qC3') est le paramétre le plus
important (58%) dans la description de l'activité des dérivés de 2 hydroxy-N
phenylbenzamide.

Tableau 111.10 : Matrice de corrélation du modéle

PCA2 logP MW MR qc3’ qc4’
PCA2 1
logP 0.156 1
MW 0.507 0.530 1
MR 0.399 0.294 0.914 1
qc3' -0.580 -0.514 -0.464 -0.408 1
qc4' 0.250 0.178 0.051 -0.081 -0.631 1

Validation du modeéle :

Afin de tester la validité de pouvoir prédictif de modele QSAR sélectionné, la
technique de validation croisée LOO (leave-one-out) a été utilisée. Le modéle développé a

été validé par le calcul des parametres statistiques suivants: la somme des carrees résiduels
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(PRESS), la somme des carrés totaux (TSS), qualit¢ d’ajustement Rzadj, coefficient de
corrélation de validation croisée R’cy, la validation standard des erreurs de prédiction
(SPRESS) et I’erreur de prédiction (PE) (tableau I11.11).

Tableau I11.11 : Parametres de validation croisée.

Modéle PRESS TSS PRESS/SSY Spress  r‘e r* adi 6PE
1 0.343 1.406  0.244 0.117 0.756  0.691  0.032

PRESS est un important paramétre de validation croisée car il s'agit d'une bonne
approximation de I'erreur prédictive réelle du modele. Sa valeur étant inférieure a TSS
indiqgue que ce modele prédit mieux que le hasard et peut étre considéré statiguement
significatif. La petite valeur de PRESS signifie la meilleure prévisibilité du modele [60].

D'apreés les résultats présentés dans le tableau 111.11, cette valeur est égale a 0.343, et
le modéle est statistiquement significatif.

En outre, pour un modele raisonnable de QSAR, le rapport PRESS/TSS doit étre
inférieur a 0,4 [61]. Les résultats présentés dans le tableau I11.11 indiquent que pour le
modeéle développé, ce rapport est de 0.244.

Les valeurs élevées du R%cv et R?%adj sont des critéres essentiels pour une meilleure
qualification des modéles QSAR [62]. Les résultats obtenus deR® ¢, (R* .g;) pour ce modeéle
QSAR est 0.756 (0.691).

SPRESS (incertitude de prédiction) est un bon parameétre a utiliser pour vérifier
I'incertitude dans la prédiction. Plus la valeur de ce parameétre est faible, plus la capacité
prédictive du modéle sera mieux. Le modeéle QSAR développé présent une faible valeur de
Spress (<0.200) ce qui indique que ce modele présente des petites valeurs résiduelles entre
’activité biologique observée et prédite. Dans notre cas, ce paramétre porte une petite
valeur 0.117 ce qui explique que I’habilité de prédiction est la meilleure pour ce modéle.

L'erreur prédictive du coefficient de corrélation (PE) est un autre paramétre utilisé
pour évaluer la puissance prédictive des modéles proposés [63]. Le calcul de la valeur PE
de modele proposé est présent dans le tableau 111.11. Pour ce modeéle, la condition R >6 PE
est satisfaite et nous pouvons donc dire qu'ils ont une bonne puissance prédictive.

Cependant, la seule facon d'estimer le pouvoir predictif réel du modéle développe est
de prévoir le calcul des valeurs log(1/IC50) des dérivées (2 hydroxy-N phenylbenzamide)

étudiées en utilisant ce modéle.
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Tableau 111.12 : Valeurs expérimentales, prédites et résiduelles de (log (1/1C50)) des
dérivés de (2 hydroxy-N phenylbenzamide)

Nombre plC50 observeé plC50 prédite Résidu
1 3.686 3.720 -0.034
2 3.770 3.787 -0.017
3 3.850 3.832 0.017
4 3.811 3.783 0.027
5 3.876 3.858 0.017
6 3.810 3.772 0.037
7 4.190 4.099 0.090
8 3.818 3.787 0.030
9 3.850 3.816 0.033
10 3.878 3.877 0.0003
11 3.775 3.832 -0.057
12 3.759 3.822 -0.063
13 3.836 3.784 0.051
14 3.818 3.896 -0.078
15 3.787 3.825 -0.038
16 3.699 3.656 0.042
17 3.822 3.875 -0.053
18 3.872 3.856 0.015
19 3.884 3.849 0.034
20 3.911 3.914 -0.003
21 3.866 3.876 -0.010
22 3.836 3.894 -0.058
23 3.923 3.845 0.077
24 3.864 3.920 -0.056
25 3.870 3.873 -0.003

La figure 111.10 ci-dessous montre la courbe de corrélation obtenue par la régression
linéaire entre les valeurs prédites par rapport aux valeurs expérimentales pour l'activité
biologique des dérivees de (2 hydroxy-N phenylbenzamide). On remarque, relativement,
qu’il y a une faible dispersion des points autour des droites d’ajustement ce qui traduit la
faiblesse des erreurs lors du calcul et de la prédiction (Validation). Le courbe de modeéle
représente pour étre plus pratiqgue avec R2=0.756. Il indique que le modéle peut étre

appliqué avec succes pour prédire I'activité inhibitrice contre BuchE.
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Figure 111.10: Courbe des valeurs prédites en fonction des valeurs expérimentales
de log (1/1C50)

Pour étudier la présence d'une erreur systématique dans le développement du
modeéle QSAR, les résidus des valeurs prédites de I'activité biologique (tableau 111.12) ont
été tracés en fonction des valeurs expérimentales, comme le montre la figure 111.11. La
propagation des résidus des deux cOtés de zéro indique qu'il n'y a pas d'erreur systémique,

comme suggére par Jalali-Heravi et Kyani [64].

Figure 111.11: Représentation graphique des valeurs résiduelles par rapport a
I'observé expérimentalement de log (1/I1C50).
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111.3. Evaluation des propriétés ADME

Une étude de calcul de 6 ligands sélectionnés qui ont une affinité la plus élevée avec les

deux cibles a été réalisée pour évaluer les propriétés de I'ADME et les résultats obtenus

sont illustrés dans le tableau 111-13:
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Tableau 111-13: Propriétés ADME pour les six meilleurs ligands de 1’ AChE et BuChE.

Propriétés physicochimiques Lipophilicité Pharmacocinétique Druglikeness
TPSA | MW Num. Num. H- | Num. H-
Az g/mol | rotatable bond bond MLOGP | WLOGP Gl BBB Lipinski | Ghose | Veber | Egan
bonds acceptors donors absorption permeant
AChE
YES;
L18 4933 | 351.01 3 2 2 4.48 5.07 High Yes o Yes Yes Yes
1 violation
YES;
L17 4933 | 31657 3 2 2 3.97 441 High Yes o Yes Yes Yes
0 violation
Yes;
L6 49.33 | 351.01 3 2 2 4.48 5.07 High Yes o Yes Yes Yes
1 violation
BuChE
' Yes;
L6'=L6 4933 | 351.01 3 2 2 4.48 5.07 High Yes o Yes Yes Yes
1 violation
' Yes;
L30 4933 | 395.46 3 2 2 4.60 5.18 High Yes o Yes Yes Yes
1 violation
' Yes;
L4 4933 | 316,57 3 2 2 3.97 441 High Yes o Yes Yes Yes
0 violation

TPSA: Topological Polar Surface Area, n-ROTB: Number Of Rotatable Bonds, MW: Molecular Weight, MLog P: logarithm of partition coefficient of compound between

n-octanol and water, n-ON acceptors: Number of hydrogen bond acceptors, n-OHNH donors: Number of hydrogen bonds donors.
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La lipophile est un facteur important dans les processus de solubilité, d’absorption,
de distribution, de métabolisme et d’excrétion, ainsi que, l'activit¢ pharmacologique.
Hansch et al [65] ont montré que les molécules trés lipophiles se réparties et conservées a
I'intérieur des couches lipidiques des membranes cellulaires. Pour une bonne
biodisponibilité orale, et optimale le log P doit étre : 0 <log P <3. Sachant que pour un log
P trop élevé, le médicament a une faible solubilité et pour un log P trop faible; Le
médicament a des difficultés a pénétrer les membranes lipidiques [66].

A la lumiére des résultats obtenus, tous les ligands L17,L18, L6, L4’, L6’ et L30’ ont
des valeurs entre 3.97 < Log P < 4.60, ils possédent des valeurs pour log P sont positives
qui indiquent que ces ligands sont trop lipophiles, mais avec une faible solubilité et une
mauvaise tolérance gastrique [67].

D’aprés la littérature [68], une molécule a une valeur de la surface (TPSA) inférieure
a 140A2 signifi¢ qu’elle a une bonne prédiction de la biodisponibilité orale et assure un
meilleur transport a travers les membranes biologiques. Par contre, si la surface (TPSA) est
supérieure a 140 un mauvais transport a traverser les membranes est apparu (une
absorption orale incompléte).

D’aprés les valeurs données dans le Tableau I11.13, on peut noter que toutes les six
ligands ont des valeurs TPSA=49.33A2 ceci signifi¢ qu’elles possédent une excellente
absorption et une bonne pénétration cérébrale des médicaments du SNC.

D'autre part, Le nombre de liaisons rotatives est également un parameétre topologique
comme mesure de la flexibilité moléculaire (seuil < 10) et de la biodisponibilité orale
indigue que ces ligands lors de la liaison a une protéine ne changent que légérement leur
conformation. Cela correspond aux résultats du tableau [69].

Les HBA qui sont d’un grand nombre conduit a une faible perméabilité a travers une
membrane bicouche. Le plus petit nombre conduit a une meilleure perméabilité .

A partir des résultats du Tableau I11.13, on constate que tous les ligands ont des
nombre accepteurs d'hydrogéne inférieurs & 10 (O, N) et nombre donneurs d’hydrogéne
inférieurs a 5 (OH, NH).

La lipophilie et le nombre de donneurs de liaisons hydrogéne semblent étre des
propriétés clés, car elles sont restées essentiellement constantes dans les médicaments par
voie orale au fil du temps [70-71].

En plus, les six ligands sélectionnés ont des valeurs du poids moléculaire inférieur a
500 Da, donc ils traversent les membranes cellulaires facilement et un niveau élevé

d'absorption gastro-intestinale, ce qui contribue a une bonne biodisponibilité orale.
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En outre, on peut observer que les deux composés L17 et L4’ ont un nombre de

violation nul et les autres composés (L18, L6 et L30’) ont un nombre de violation égale a 1
pour la regle de Lipinski, ceci justifiée que toutes ces molécules respectent les regles de :
Lipinski, Ghose, Veber et Egan (Tableau I11.13). Selon ces résultats, nous pouvons
confirmer que ces composés ne causent aucuns problémes de biodisponibilité orale et ayant
de bonnes propriétés par rapport a celles des médicaments (ligand natifs) des deux cibles,
et il les peut étre sélectionnés probablement comme des médicaments actifs par voie oral
de cette maladie.
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Conclusion générale

I ¢ travail présenté dans ce mémoire concerne principalement 1’utilisation de plusieurs
approches théoriques de la modélisation moléculaire dans le but de la découverte de
nouveaux inhibiteurs thérapeutique pour ralentir la progression d’une maladie neuro-

dégénérative a savoir I’ Alzheimer.

Pour cela nous avons sélectionnés une nouvelle série récemment synthétisés des dérivés
de 2-hydroxy-N-phenylbenzamide comme inhibiteurs pour étudier leur effet sur les deux

cibles ; AChE et BuChE qui sont responsable a cette maladie.

Notre étude a été basée sur les calculs des trois méthodes suivantes:

v" Le docking moléculaire : pour élucider les interactions entre les deux enzymes AChE

et BUChE et 37 composeés des dérivés de 2-hydroxy-N-phenylbenzamide par MOE.
La discussion des résultats obtenus basés sur les facteurs suivants:  1-L’énergie score
de complexe Enzyme-Ligand. 2-1’existance des interactions forte Hydrogénes. 3-La valeur

RMSD du complexe obtenu.

L’¢tude de docking moléculaire a révélé que les ligands : L18; L17; L6 sont les
meilleurs inhibiteurs dans le cas de AChE, et que les ligands L6'; L30' et L4" dans le cas de
BUuChE, ceci justifie par la présence des différents types d’interactions (principalement les

liaisons hydrogene avec les énergies score de valeurs faibles).

On constate également, que I’augmentation des interactions entre les inhibiteurs et les
résidus du site actif améliore 1’affinité (Energie score), ceci signifié que ces complexes
possedent les énergies de score les plus basses par rapport aux autres, ceci confirmé par la
valeur de RMSD (root-mean-square deviation) qui ne dépasse pas le 2A dans la plupart des
complexes formés par ces inhibiteurs et les deux enzymes : AChE et BUChE.

v' Une étude quantitative de la relation structure-activité (QSAR) : des dérivés de 2

hydroxy-N-phenylbenzamide comme inhibiteurs de BuChE.

La discussion des résultats obtenus basés sur les parametres suivants: 1-Choix des
descripteurs. 2- Construire un modele QSAR par une analyse de regression linéaire multiple
entre l'activité biologique et les descripteurs implémentée dans le logiciel SPSS. 3- Validation

de ce modele par les valeurs R2adj, g2, SPRESS.
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Nos résultats suggérent que le meilleur modele QSAR obtenu est celui qui utilisé les
descripteurs suivants : log p, MR, MW, qC3', qC4'. Sachant que la fiabilité et le pouvoir
prédictif de ce modéle QSAR a été validé par les bonnes valeurs R?adj, g2, SPRESS.

En plus, une forte corrélation a été observée entre les valeurs expérimentales et prédites
de ’activité biologique inhibitrice de BUChE, ce qui indique la fiabilité et validité de modele
QSAR obtenu. Finalement, la modélisation QSAR (Quantitative Structure-Activity
Relationship) constitue actuellement un outil fiable et performant pour combler les lacunes

des études in vivo et in vitro et limiter le recours aux tests biologiques.

v" Une étude des propriétés ADME :

La discussion des résultats obtenus basés sur le calcul des paramétres suivants:

Propriétés physicochimiques, Pharmacocinétique et Drug likeness.

Le calcul des propriétés ADME nous a permet de valider les résultats de docking
moléculaire et vérifier que ces meilleurs ligands respectant les regles de Lipinski, Ghose,

Veber et Egan, ainsi qu'ils ne causent aucuns problemes de biodisponibilité orale.

Notre étude montre que la combinaison entre plusieurs méthodes de modélisation
moléculaire peuvent étre utile dans I'intérét de découvrir de nouveaux médicaments anti-
Alzheimer, et ces méthodes nous a permet de identifier des nouveaux inhibiteurs ont
potentiels élevés contre cette maladie et ils peuvent étre suggéré comme des nouveaux

médicaments.
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Annexe

Les interactions entre les ligands et les résidus de site
actif pour les deux enzymes AChE et BuChE.
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Résumé

La maladie d’Alzheimer (MA) est la maladie neuro-dégénérative touchant le plus de personnes dans le
monde. Jusqu’a présent, aucun traitement curatif n’existe pour soigner cette maladie, d’ou la nécessité
d’identifier et d’étudier de nouvelles cibles thérapeutiques. L'Acétylcholinestérase (AChE) et la
Butyrylcholinestérase (BUChE) sont les principales cibles des médicaments destinés a traiter la MA.

Afin d'étudier I'inhibition des enzymes impliquées dans cette maladie et d'identifier des nouveaux inhibiteurs
avec une série nouvellement synthétisée contiennent 37 molécules des dérivés de (2 hydroxy-N-
phenylbenzamide). Nos travaux se sont s’intéresse sur I'utilisation de méthodes de modélisation moléculaire
basées sur le docking moléculaire, QSAR et ainsi que par une estimation des propriétés ADME.

La discussion des résultats de docking moléculaire a été basée sur nombreuses paramétres. L’analyse de ces
résultats obtenus montre que les ligands L18, L17, et L6 ont une inhibition élevée dans le cas de I'enzyme de
I’AChE et les ligands L6', L30' et L4' dans le cas de I'enzyme de BuChE. En plus, le calcul des propriétés
ADME a prouvé que ces ligands respectent les régles : Lipinski, Veber et Egan, ceci nous a permet de les
sélectionner comme étant probablement les meilleurs inhibiteurs.

Ensuite, un modele QSAR a été élaboré dans le but d'expliquer et de prédire I’activité inhibitrice d’une série
constituée de 33 composés en utilisant des descripteurs ciblés et pertinents. Ce modéle a été validé par deux
méthodes: interne et externe.

Mots-clés : AChE/BUChE, dérivés de 2 hydroxy-N phenylbenzamide, Docking Moléculaire, QSAR,
ADME, Interactions.

Abstract

Alzheimer's disease (AD) is the neurodegenerative disease affecting the most people in the world. To date,
no curative treatment exists to cure this disease, hence the need to identify and study new therapeutic targets.
Acetylcholinesterase (AChE) and Butyrylcholinesterase (BUChE) are the main targets of drugs to treat AD.

In order to study the inhibition of the enzymes involved in this disease and to identify new inhibitors with a
newly synthesized series contain 37 molecules of the derivatives of (2 hydroxy-N-phenylbenzamide). Our
work has focused on the use of molecular modeling methods based on molecular docking, QSAR and by an
estimation of ADME properties.

The discussion of molecular docking results has been based on many parameters. The analysis of these
results obtained shows that the ligands L18, L17, and L6 have a high inhibition in the case of the AChE
enzyme and the ligands L6 ', L30" and L4' in the case of the enzyme BuUChE. In addition, the calculation of
ADME properties proved that these ligands follow the rules: Lipinski, Veber and Egan, this allowed us to
select them as being probably the best inhibitors.

Then, a QSAR model was developed to explain and predict the inhibitory activity of a series of 33
compounds using targeted and relevant descriptors. This model has been validated by two methods: internal

and external.

Keywords: AChE/BuUChE, 2 hydroxy-N-phenylbenzamide derivatives, Molecular Docking, QSAR, ADME,

Interactions.




