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Abstract

Lysine specific demethylase (LSD1) is a proposed therapeutic target for the treat-
ment of cancer disease by inhibiting its activity. In this work, in order to develop
new drug candidates in regard to treating cancer disease, molecular docking by MOE
software has been devoted, this method has made it possible to perform the virtual
screening of 60 compounds (derivatives of Triazole-Dithiocarbamate ) to the active
site of lysine-specific demethylase (LSD1). Only 9 compounds exhibited an affinity
greater than the reference compound (FAD), the score of which is equal to -10.45
kcal / mol. Online software such as SwissADME, Molinspiration and pkCSM have
been used to predict and analyze drug likeness properties, and pharmacokinetic pro-
perties, the in silico results allow us to conclude that compounds 45 and 59 could be
a future drug candidate potential inhibitor of LSD1.

Keywords : Molecular Docking, lysine specific demethylase (LSD1), drug like-

ness, pharmacokineticproperties.



Résumé

La déméthylase spécifique a la lysine (LSD1) est une cible thérapeutique proposé
pour le traitement de la maladie de cancer en inhibant son activité. Dans ce travail,
afin de développer des nouveaux médicaments candidats dans 1’égard de traiter la
maladie de cancer, le docking moléculaire par le logiciel MOE été consacré,cette
méthode a permis de réaliser le criblage virtuel de 60 composés (dérivés de Triazole-
Dithiocarbamate) envers le site actif de la déméthylase spécifique a la lysine (LSD1).
Seuls 9 composés ont présentés une affinité supérieure au composé de référence(FAD)
dont le score est égal a -10.45 kcal/mol. Des logiciels en ligne tels que SwissADME;,
Molinspiration et pkCSM ont été utilisés pour prédite et analyse les propriétés drug
likeness, et propriétés pharmacocinétiques, les résultats in silico nous a permis de
conclure que les composés 45 et 59 pourraient étre un futur candidat médicament
inhibiteur potentiel de la LSD1.

Mots clés : Docking Moléculaire, Déméthylase spécifique a la lysine (LSD1),

Drug Likeness, Propriétés Pharmacocinétiques.
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Introduction Générale

Le cancer est une maladie chronique multifactorielle. De nombreux facteurs gé-
nétiques, hormonaux, environnementaux (I’alimentation, le tabac, le rayonnement
solaire et l’exposition professionnelle) peuvent concourir au développement du can-
cer et agir a différentes phases de la cancérogenése [68]. Par ailleurs, un réle sup-
plémentaire en expansion du LSD1 dans le cancer provient de la découverte de la
capacité du LSD1 a réguler 'activité des protéines non histoniques en raison des mé-
canismes de déméthylation dépendants du LSD1. Ainsi, LSD1 affecte la dynamique
de méthylation / déméthylation sur des résidus de lysine spécifiques de plusieurs
protéines non histoniques. Il est concevable que les fonctions multiformes du LSD1
pourraient expliquer son role dans plusieurs processus cellulaires différents dans les
cellules normales et cancéreuses [64].

La Chemoinformatique est un nouveau domaine apparu il y a quelques années.
Il concerne le développement, la création, 'organisation, le stockage, la diffusion,
I’analyse, la visualisation et 1'utilisation de I'information chimique, elle représente un
domaine en évolution rapide. Actuellement, les méthodes spécifiques de la chemoin-
formatique indispensables pour le développement de nouveaux composés, matériaux
et processus, C’est dans ce but que des techniques de modélisations moléculaires, re-
groupées sous le nom “Amarrage” ou “Docking” moléculaire ont été développées. Tel
que, le Docking moléculaire permet de prédire et reproduire des complexes protéine-
ligand. Le programme de Docking est utilisé pour placer des représentations géné-

rées par ordinateur d’une petite molécule appelé’Ligand” dans une structure cible



représentée le plus souvent par une protéine [58]. Les chimiothéques étant utilisées
dans les processus de la recherche et le développementde nouveaux médicaments,
ilsemble raisonnable de ne tester que les molécules possédant des caractéres suscep-
tibles de faire d’elles des médicaments (autrement dénommé “Drug-likeness”). Ce-
pendant,l’évaluation de ces caractéristiques n’est pas aisée, et ainsi au fil des ans,
différents critéres de sélection, la plupart du temps basés sur des propriétés physico-
chimiques, ont été proposés (les régles : Lipinski, Veber et Ghose)

Dans les années 1990, 1’échec des candidats médicaments lors des phases cliniques
était principalement imputable & de mauvaises performances pharmaco-cinétiques
et de biodisponibilité. Il est alors apparu nécessaire de prendre en compte ces cri-
téres des les phases précoces de RD pour tenter de diminuer le taux d’échec des
candidats-médicaments. La mise en place de filtres ADME (Absorption Distribution
Métabolisme et Elimination)-Tox (Toxicité) des chimiothéques dans tout processus
de criblage a donné d’excellent résultats.

Notre recherche consiste a étudier 'inhibition de I’enzyme impliquée dans la ma-
ladie de cancer (LSD1) avec les divers ligands. Dans ce contexte, nous nous sommes
intéressés a 'application de cette alternative prometteuse utilisant la technique “Do-
cking moléculaire” pour la prédiction des modes d’interactions possibles et 1’étude
des interactions moléculaires entre 'enzyme déméthylase-1- (2V1D) et les inhbiteurs
des dérivés de TriazoleDithiocarbamate. 1’évaluation des propriétés drug likeness et
ADMET a été effectué, pour Les meilleurs ligands aprés analyse d’amarrage a fin de
filtrer les composés ayant des propriétés indésirables.

Ce mémoire est composé de trois chapitres en plus de cette introduction, il est

organisé de la maniére suivante :

— Le Chapitre 1 présente un survol sur la maladie du cancer, ’enzyme LSD1 et

ses inhibiteurs.

— Le Chapitre 2 expose quelques notions fondamentales sur le Criblage Virtuel

et le Docking moléculaire.

— Le Chapitre 3, présente les résultats de notre étude pratique. On montre plus

particuliérement les interactions entre les différents inhibiteurs avec I'enzyme



Chap 0.

(2V1D) par la méthode du docking moléculaire en utilisant le logiciel MOE.
Aprés, on montre comment nous avons sélectionner les deux meilleurs inhibi-

teurs.

— Enfin, nous présentons une conclusion générale dont laquelle nous synthétisons

le travail réalisé ainsi que nos perspectives.
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1. Généralités sur le Cancer et Caractéristiques du Déméthylase 1 Spécifique a la
Chap 1. Lysine

Chapitre 1

(Généralités sur le Cancer et
Caractéristiques du Déméthylase 1

Spécifique a la Lysine

1.1 Introduction

Des efforts considérables ont été déployés pour comprendre comment les change-
ments dans I’épigénome contribuent a la progression du cancer [67],la maladie qui est
aujourd’hui largement répandu dans le monde sous divers types, et qui représente un
réel probléme de santé publique et c’est pourquoi la recherche sur cette thématique
s’intensifie pour mieux comprendre les causes du cancer et trouver des traitements
plus efficaces et plus adaptés a chaque patient [10]. En conséquence, les enzymes qui
controlent les marques épigénétiques été étudiées comme cibles potentielles pour le
traitement du cancer [67].

Récemment, plusieurs histones déméthylase ont été identifiées, catalysant 1’éli-
mination des groupes méthyle des résidus d’histone H3 lysine et influengant ainsi
I’expression des génes. D’autre part Il est largement admis que les modificateurs de
la chromatine jouent un role important dans la tumorigenése [62|[67]. Pour cela la

déméthylase spécifique a la lysine été proposée comme cible thérapeutique pour le

17



Chap 1. 1.2. SURVOL SUR LA MALADIE DE CANCER

traitement de cancer; bloquer la croissance et/ou la propagation des cellules tumo-
rales en bloquant spécifiquement le processus de cette cible.

Ce chapitre se compose de deux parties : premiérement nous présentons des gé-
néralités sur la maladie de cancer, deuxiémement nous présentons la description et

la structure de la cible de LSD1 et ses inhibiteurs.

1.2 Survol sur la maladie de cancer

1.2.1 Statistiques sur le cancer

Le cancer est un véritable fléau mondial qui présente des chiffres qui font peur;
il est devenu un phénomeéne mondial li¢ a la mortalité, malgré la disponibilité des
moyens pour un diagnostic précoce et aussi pour le traitement. Selon 'organisation
mondiale de la santé (OMS), prés de 25 millions de personnes vivent avec le cancer.
En 2012, 'OMS a dénombré 14.1 millions de nouveaux cas avec 8.2 millions de
déces déclarés dans la méme année, 70% de ses cas sont signalés dans les pays en
développement [49]. La menace est telle, selon le rapport de 'OMS, que le nombre
de cas de cancers devrait doubler entre 2000 et 2020 et tripler d’ici 2030 par rapport
au début de ce siécle [34]. La Figure 1.1 montre le développement des cas de cancer

au cours des derniéres années jusqu’au 2030.

Nombre de décés (en millions) 0] Accidents de la route

B Accidents vasculaires cérébraux
1B Cardiopathies ischémiques:
B Cancers
1 Causes périnatales

5 I Infections respiraloires aigués
D) Maladies iarthéiques
0 Paludisme
0 VHisida

5 [0 Tuberculose

0

§
*Oueiques-unes des

0 principales causes.

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2018 2020 2022 2024 2026 2028 A%

&«

=

I3

=

FIGURE 1.1 — Evolution des causes de décés au cours des prochaines décennies [34]
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Chap 1. 1.2. SURVOL SUR LA MALADIE DE CANCER

1.2.2 Définition du Cancer

Selon I'organisation mondiale de la santé (OMS) : “Cancer” est un terme générique
appliqué a un grand groupe de maladies pouvant toucher une partie quelconque
de l'organisme. Les autres termes employés sont ceux de tumeurs malignes et de
néoplasmes.

L’une des caractéristiques définissant le cancer est ’apparition rapide de cel-
lules anormales dont la croissance s’étend au-dela de leurs limites habituelles et qui
peuvent alors envahir des zones voisines de ’organisme et se propager a d’autres or-
ganes. Il est fait référence a ce processus sous le terme de dissémination métastatique.
Les métastases sont la principale cause de décés par cancer [34].

En d’autres termes, le cancer est une maladie qui est caractérisée par une pro-
lifération cellulaire anormale au sein d’'un tissu normal de 'organisme. Ces cellules
dérivent toutes d’'un méme clone, la cellule initiatrice du cancer qui a acquis certaines
caractéristiques lui permettant de se diviser indéfiniment et de pouvoir former des

métastases [74].

1.2.3 Types et classifications du cancer

Les pathologies cancéreuses sont d’abord classées selon la localisation du début
de leur prolifération. La classification se fait selon le type de tissu attaqué ou selon
l'organe affecté. Nous pouvons distinguer dans la premiére catégorie les types de

cancers nommeés comme suit [5] :

— Cancers hématopoiétiques : cancer des cellules du sanguin et immuni-
taire, ainsi appelé lympho-hémopoiétiques (leucémies, lymphomes non hodgki-
niens. .. ).

— Sarcomes :cancer des tissus de soutien (tissu conjonctif, os, cartilage, graisse,

muscle). En général, la nomenclature de ces cancers utilise le suffixe “sarcome”

ajouté au nom du tissu d’ou la tumeur prend son origine (fibrosarcome).

— Carcinomes : cancer des cellules épithéliales par exemple, un cancer d’un tissu

glandulaire prendra le nom d’adénocarcinomes [43].
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La classification des cancers selon I'organe touché est la plus connue [5] :

— Cancer du poumon

— Cancer du foie

— Cancer du sein

— Cancer du pancréas

— Cancer du colon

— Cancer du sang ou leucémie

— Cancer de la moelle osseuse ou myélome multiple

— Cancer des vaisseaux sanguins ou sarcome de Kaposi.

1.2.4 Traitements contre le cancer

Les principaux traitements contre le cancer sont la chirurgie, la radiothérapie,
la chimiothérapie, I’hormonothérapie, les traitements ciblés et I'immunothérapie. Ils
sont utilisés soit en monothérapie, soit en combinaison pour éliminer les cellules can-
céreuses plus efficacement. Le type de traitement choisi dépend de chaque individu,

du type de cancer, de son évolution et de I'état général de I'individu [73].

a) Chirurgie
L’opération chirurgicale est la forme la plus ancienne de traitement des cancers.
C’est encore aujourd’hui bien souvent le premier traitement qui est proposé aux
personnes chez qui un cancer a été diagnostiqué. Il est trés simple Une fois la tumeur
localisée, on vous opére pour la retirer. Cette opération a pour but d’éliminer la
tumeur et les éventuelles cellules cancéreuses présentes a proximité de celle-ci. Plus
la tumeur est petite, plus les chances de succés sont importantes. En pratique :
I'intervention est pratiquée par un chirurgien polyvalent ou spécialiste de 1’organe
touché. Elle peut étre réalisée sous anesthésie générale (vous étes complétement
endormi) ou sous anesthésie locale (seule la zone d’intervention est insensibilisée) ;

tout dépend de la localisation de la tumeur [1].
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b)

Radiothérapie

La radiothérapie, ou radiothérapie, est I'une des principales thérapies contre le can-
cer. Il s’agit d’une modalité de traitement complexe mais captivante qui utilise des
rayonnements ionisants & haute énergie pour endommager et tuer les cellules can-
céreuses malignes. Le but de la radiothérapie est de délivrer des doses mortelles
aux cellules tumorales, tout en épargnant autant que possible les tissus sains. Dans
la radiothérapie a faisceau externe standard (EBRT), qui est la technique de ra-
diothérapie mise en évidence dans cette thése, les photons méga-tension (MV) sont
générés par un accélérateur linéaire, ou linac. Ces photons interagissent avec la ma-
tiere dans le corps humain, générant des électrons secondaires qui endommagent
I’ADN. Dans le cas ou ces dommages sont irréparables, ces cellules sont éliminées.
Etant donné qu'une dose plus élevée dans la tumeur entraine une probabilité de
controle de la tumeur (TCP) plus élevée, des doses idéalement élevées sont déli-
vrées & la tumeur. Une caractéristique favorable est la diminution de la capacité
de réparation des cellules tumorales, les rendant plus sensibles aux radiations. Bien
que les tissus normaux soient également endommagés par la dose de rayonnement,
I'EBRT est généralement administrée en plusieurs fractions (fractionnement) pour
permettre aux tissus normaux de récupérer. A titre d’exemple, le glioblastome mul-
tiforme, un type agressif de cancer du cerveau, est traité avec 30 fractions de 2 Gy
réparties sur 6 semaines consécutives dans notre établissement. Inévitablement, la
radiothérapie doit trouver un équilibre entre ’administration de doses suffisam-
ment élevées a la tumeur et la limitation de la dose de rayonnement aux tissus
sains environnants pour réduire autant que possible les effets indésirables [87].
Chimiothérapie

Egalement appelée “chimio”, ¢’est un traitement avec des médicaments qui bloquent
ou ralentissent la croissance cellulaire, le plus souvent pour le cancer. Il existe de
nombreux médicaments de chimiothérapie, et souvent plusieurs sont administrés en-
semble. Selon le type de cancer, sa taille et sa propagation, la chimiothérapie peut
guérir le cancer, ralentir ou empécher sa propagation ou améliorer ses symptomes.
La chimiothérapie est souvent utilisée avec d’autres traitements contre le cancer,

tels que la radiothérapie ou la chirurgie. Par exemple, un patient peut recevoir une
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chimiothérapie pour réduire une tumeur avant une intervention chirurgicale ou une
radiothérapie ou pour aider a tuer les cellules cancéreuses qui pourraient subsister
par la suite. La chimiothérapie est parfois administrée avec d’autres agents non
chimiothérapeutiques tels que des anticorps qui bloquent ou ralentissent également

la croissance tumorale.
La chimiothérapie est administrée [88] :
— Le plus souvent, par perfusion dans une veine ou une artére

— Directement dans une zone du corps, comme la colonne vertébrale ou I’abdo-

men
— En injection dans le bras, la jambe ou une autre zone
— Par voie orale sous forme de pilule ou de liquide

— Dans la peau comme une créme.

Hormonothérapie

L’objectif de I’hormonothérapie est d’inhiber I'activité hormonale qui entretient la
survie et la prolifération des cellules tumorales se développant au sein de ces tissus.

Dans ce type de traitement, il existe trois stratégies qui consistent aux :

— Apporter une hormone qui va inhiber la libération d’une autre hormone impli-
quée en stimulant le rétrocontrole négatif sur 'axe hypothalamo-hypophysaire

(hormonothérapie additive).
— Inhiber la synthése de ’hormone (hormonothérapie suppressive).
— Empécher 'hormone de se fixer sur son récepteur.

L’hormonothérapie peut étre indiquée en complément d’autres techniques comme

la chirurgie ou la radiothérapie [37].

Immunothérapie

L’immunothérapie agit principalement sur le systéme immunitaire du patient pour
le rendre apte a attaquer les cellules cancéreuses [25]. Elle regroupe plusieurs stra-
tégies complémentaires : le transfert de cellules immunitaires, les vaccins théra-

peutiques, les cytokines, les adjuvants de vaccins et les anticorps monoclonaux.
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Les succes cliniques récents des anticorps interférant avec des points de controles
immunitaires dans les cancers avancés démontrent que I'immunothérapie est un
paradigme viable pour le traitement des cancers. En outre, les traitements com-
binant immunothérapie et traitements conventionnels devraient encore améliorer

cette approche tant dans son efficacité que dans ses indications cliniques [25].

f) Traitements ciblés

Les traitements ciblés sont de nouveaux traitements possibles pour lutter contre le
cancer ; ils se sont développés suite a une meilleure connaissance des mécanismes
de fonctionnement des cellules cancéreuses. Ce type de traitement est plus effi-
cace que la chimiothérapie classique en provoquant moins d’effets secondaires car
il cible des molécules exprimées uniquement par les cellules tumorales ou hyper-
actives dans le cancer, sans trop affecter les cellules saines [73]. Dans ce contexte,
nous mentionnons l’enzyme de LSD1 ; une expression excessive de LSD1 a été trou-
vée dans de nombreux types de cancer et s’est avérée expérimentalement étre un
acteur majeur dans le développement du cancer [47]. D'un autre coté,Des études
impliquant la suppression du LSD1 ont suggéré que la perte d’expression du LSD1
réduit la croissance des cellules cancéreuses ainsi que leur potentiel de migration et

d’invasion [71], ce qu’on va discuter dans la deuxiéme partie de ce chapitre.

1.3 Déméthylase spécifique a la lysine(LSD1)

1.3.1 Structure de la chromatine

Chez 'homme, toutes les cellules d’un méme organisme possédent la méme infor-
mation génétique codée par des molécules d’acide désoxyribonucléique (ADN) [11];
I’ADN est intégré au sein d’'un complexe nucléo-protéique appelé “chromatine” per-
mettant ainsi de contenir 1’ensemble du génome (environ 2 métres pour le génome
humain) dans le noyau d’une cellule d’environ 5 pm [22]. Elle permet de structu-
rer, d’organiser et de compacter 'information génétique dans le volume nucléaire.
Au-dela de cette fonction structurelle, elle est impliquée dans un grand nombre de

régulation et dans le métabolisme de I’ADN d’une fagon générale [59].
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A) Nucléosome
Le nucléosome est 1'unité répétitive de la chromatine (Figure 1.2) et se formé de
146 paire de bases d’ADN enroulées autour d’un octamére d’histone (composé d’un
dimére de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4). avec 'aide d’autres protéines

de la chromatine, comme l'histone de la liaison H1 [85].
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FIGURE 1.2 — Schéma de compositions de la chromatine

B) Histones

Les histones sont de petites protéines nucléaires dont la masse moléculaire des
formes non modifiées s’échelonne entre 11 et 17 kilo daltons (kDa) pour les his-
tones de coeur(H2A, H2B, H3 et H4) ( Figure 1.3- B), et atteint 22 kDa pour
I’histone de liaison H1. Tous les sous-types d’histones partagent la particularité
d’étre riches en résidus arginine (R) et lysine (K) ce qui leur confére un caractére
hautement basique. Leur forte interaction avec la molécule d’ADN (Figure 1.3- A)
au sein du nucléosome est assurée par de nombreuses interactions non covalentes, en
particulier les liaisons hydrogéne établies entre les acides aminés des histones et les

atomes d’oxygéne des groupements phosphates de '’ADN, et les interactions élec-
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trostatiques entre leurs résidus chargés positivement et les groupements phosphates

de PADN chargés négativement [11].

FIGURE 1.3 — (A) Structure cristallographique d’un nucléosome (B) Représentation
schématique d'un octamere d’histone

Les histones contiennent deux domaines distincts : une région représentant un re-
pliement globulaire et une extrémité N-terminale contenant majoritairement des
résidus basiques. Le domaine globulaire, appelé “histone fold”, présente un replie-
ment caractéristique que 1’on retrouve également dans d’autres protéines et certains
facteurs de transcription (voir Figure 1.4). Ce domaine globulaire, impliqué dans
les interactions histone-histone et histone-ADN, garantit la stabilité de la particule

nucléosomale [2].

1.3.2 Définition de I’Enzyme LSD1

La déméthylase 1 spécifique a la lysine (LSD1), également appelée KDM1 [102],
est la premiére déméthylase d histone découverte et rapportée par le groupe du Dr Shi
Yang en 2004. Elle est classée comme membre de la superfamille des amines oxydases,
dont la caractéristique commune est 'utilisation du dinucléotide flavine adénine
(FAD) comme cofacteur. Puisqu’il est situé dans le noyau cellulaire et agit comme

une gomme de méthylation des histones, LSD1 supprime un ou deux groupements
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FIGURE 1.4 — représentation Schématique des domaines des histones

méthyle situés sur la lysine 4 ou 9 de I'histone 3 (H3K4mel /2 et H3K9mel /2) [104].
Cette enzyme est hautement conservée dans des organismes allant de Schizosaccha-

romyces pombe pour ’homme |[3].

1.3.3 Structure de LSD1

La structure protéique de LSD1 est hautement conservée et comprend trois do-

maines principaux (voir Figure 1.5- B) :

— Le domaine hélicoidal & N-terminal Swi3p / Rsc8p / Moira (SWIRM) :
est différent des autres domaines SWIRM en ce qu’il ne peut pas se lier a
I’ADN, mais il participe & des interactions protéine-protéine importantes pour

sa fonction.

— Le domaine de type amine oxydase C-terminale (AO) :est impliqué
dans son activité enzymatique et se compose de deux lobes, qui forment une
cavité, ou la déméthylation a lieu. Le premier lobe contient le motif de liaison
au FAD, qui est hautement conservé parmi toutes les monoamines oxydases.
L’oxydation dépendante du FAD utilisée par I’enzyme pour I’élimination des

groupes méthyle dépend de la seule paire d’électrons de 1’atome de lysine -
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FIGURE 1.5 — Structure de la démethylase (LSD1) en association avec CoREST [14]

azote empéchant LSD1 de déméthyler les résidus de lysine triméthylée. Le
deuxiéme lobe forme le sous-domaine de liaison au substrat, qui est plus grand
dans LSD1 que dans d’autres amines oxydases, permettant la reconnaissance et
I’hébergement de la lysine méthylée cible ainsi que de ses résidus voisins. Dans
I’espace, ce second lobe est placé a coté du domaine SWIRM formant une poche
de liaison hydrophobe qui permet d’autres interactions avec les substratset offre

une base structurelle pour la conception des inhibiteurs de LSD1 [55].

Le domaine central de la tour : la tour se composait d'une paire de

longues hélices qui adopte une conformation de bobine enroulée antiparalléle
typique [18].

Le LSD1a généralement été trouvé en association avec le complexe répresseur

de transcription(CoREST) et les histones désacétylases 1 et 2. Ces protéines forment

un module hautement conservé qui s’est avéré faire partie de plusieurs complexes

co-répresseurs de mégadalton, qui sont proposés pour fonctionner dans le contexte
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d’une forme de répression stable et étendue par inhibition de domaines de chromatine
entiers [38]. LSD1 interagit avec CoOREST via une région hélicoidale étendue appelée
domaine “Tower”, et que le domaine SANT C-terminal (Figure 1.5- A) au sein de
CoREST facilite I'association avec la chromatine en interagissant directement avec
I’ADN. L’interaction avec COREST empéche la dégradation du LSD1 et est nécessaire
pour la reconnaissance et la déméthylation des substrats nucléosomiques [39].

Le centre actif de LSD1 :est caractérisé par une remarquable cavité de liaison
au substrat de 1245-A3 avec un potentiel électrostatique treés négatif,qui occupe le
centre du domaine AOL a l'interface entre les sous-domaines de liaison au substrat
et FAD. La cavité est encadrée par de nombreux éléments structurels qui entourent
le centre catalytique; une feuille 5 & six brins (SG1 et S56 — SB9) et une longue
hélice (Sa3) forment respectivement le coté gauche et les surfaces inférieures, tandis
qu'une hélice courte a un tour (Sad4), une feuille 5 & deux brins (F35 — F37), et
plusieurs boucles de longueurs variables recouvrent le reste de la cavité. Il existe un
contraste marqué dans la nature chimique des différentes zones sur la surface interne

de la cavité catalytique (voir Figure 1.6) [19].

FIGURE 1.6 — Centre catalytique du LSD1. Diagramme en ruban stéréo du centre
catalytique du LSD1 [19]
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1.3.4 Fonction Biologique

LSD1 est un geéne essentiel en biologie des mammiféres et de nombreux roles
spécifiques différents ont été signalés. Dans les cultures de cellules souches embryon-
naires, il a été signalé qu’il était un acteur clé dans le maintien de la pluripotence
grace au controle des niveaux de méthylation H3K4 au niveau des génes présentant
des domaines de chromatine bivalents (c’est a dire, marqués a la fois par H3K4me2
/ 3 et H3K27me3) [66].

LSD1 exerce une fonction de corégulation dépendante du contexte dans la trans-
cription (activation ou répression) en fonction de son association avec des partenaires
distincts ou des complexes multiprotéiques. Lorsqu’il est recruté par certains facteurs
de transcription, tels que TLX, SNAILI, CtBP et BRAF35 ou des complexes répres-
sifs (CoREST, RCOR2 ou HOTAIR / PRC2), il déméthyle les marques “actives”
H3K4mel / 2, conduisant a la répression des expressions des génes [38|.

LSD1 est également impliqué lors de la premiére émergence de I’hématopoiése
chez les vertébrés, ou il controle la formation d’hémangioblastes (la cellule progéni-
trice capable de donner naissance a des progéniteurs hématopoiétiques et endothé-

liaux) et la génération de cellules souches hématopoiétiques [66].

1.3.5 Meécanisme chimique et régulation de ’activité

Le LSD1, catalyse la déméthylation des résidus d’histone lysine H3K4 par cli-
vage de la liaison a-carbonedu substrat pour générer un intermédiaire imine. L’in-
termédiaire est ensuite hydrolysé via un processus non enzymatique pour produire
un carbinolamine, qui est instable et se dégrade, libérant du formaldéhyde et de
P’amine. Cette réaction se traduit par un transfert d’hydrure avec réduction du FAD
en FADH2 qui est réoxydé par 'oxygéne moléculaire, produisant du peroxyde d’hy-
drogeéne (Figure 1.7- A). La réaction d’oxydation globale catalysée par LSD1 dépend
du cofacteur FAD et conduit a la génération de lysine non modifiée. La formation
de I'intermédiaire imine nécessite une lysine protonée, et par conséquent, LSD1 ne
peut déméthyler que les résidus de lysine mono- ou diméthylés parce que les résidus

de triméthyllysine ne sont pas protonés (Figure 1.7- B).
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FIGURE 1.7 — Mécanisme catalytique de la démethylation de H3K4 par LSD1 [77]

Le LSD1 recombinant déméthyle spécifiquement H3K4mel et H3K4me2 mais agit

mal sur les histones nucléosomiques [3].

1.3.6 LSD1 et le cancer

LSD1 fait partie de plusieurs complexes de chromatine, dont certains pourraient
potentiellement jouer un role dans le remodelage des nucléosomes, ce qui pourrait
réguler les génes critique pour la différenciation des cellules souches et le dévelop-
pement du cancer [46, 47|. L’inactivation du LSD1 inhibe spécifiquement la pro-
gression tumorale et les métastases [15]. Pour ce la , le LSD1 a été proposé comme
cible médicamenteuse dans le cancer pour un grand nombre d’observations faisant
état de niveaux d’expression élevés dans le mauvais pronostic du cancer de la pros-
tate, du poumon, du cerveau et du sein, ainsi que dans certaines tumeurs malignes
hématologiques. En conséquence, différents inhibiteurs de LSD1 font actuellement
I’objet d’études cliniques Il est plausible que le LSD1, par interaction avec différents
facteurs, puisse exercer des mécanismes moléculaires distincts dans divers types de

tumeurs [67].
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1.3.7 Inhibiteures de LSD1

Les composés qui inhibent 'activité catalytique du LSD1 sont importants comme
outils chimiques pour étudier les fonctions du LSD1 et comme agents thérapeutiques
potentiels ciblant le LSD1 [52]. Ces composés peuvent étre divisés en deux sections,

comme suit :

1.3.7.1 Inhibiteures irréversibles

Les premiers inhibiteurs testés contre LSD1 étaient des IMAO irréversibles, sé-
lectionnés en fonction de I’homologie du domaine catalytique de LSD1 avec celui
des monoamines oxydases (MAO, dont il existe deux, MAO-A et MAO-B) [54] sont
la tranylcypromine, la pargyline et la phénelzine, se sont d’abord révélés capables
d’inactiver faiblement le LSD1 [42]

— La tranylcypromine (abrégée en TCP ou 2-PCPA) est 'un des inhibi-
teurs de LSD1 les mieux étudiés et a énormément contribué a la compréhension
de la biologie du LSD1. Le PCPA inhibe le LSD1 de maniére irréversible en
formant un adduit PCPA-FAD par une réaction enzymatique avec le LSD1. Ce-
pendant, le PCPA présente certains inconvénients, notamment une puissance
inhibitrice insuffisante et une sélectivité inadéquate pour le LSD1, car il a été
initialement trouvé comme inhibiteur des monoamines oxydases (MAO), qui
sont également des enzymes dépendantes du FAD. A cette fin, de nombreux
dérivés de la PCPA ont été développés pour surmonter ces inconvénients [52].
Sur la base des caractéristiques structurelles des structures de cristaux cristal-
lins LSD1, un grand nombre d’inhibiteurs irréversibles a base de TCP LSD1 ont
été découverts. Parmi ces inhibiteurs, trois inhibiteurs irréversibles de LSD1 :
RG6016 (également connus sous les noms ORY-1001 et RO7051790), GSK-
2879552, IMG-7289, CC-90011 et INCB059872 [15].

— Pargyline qui forme un adduit covalent avec le FAD, était efficace dans les mo-
déles de culture cellulaire et de xénogreffes tumorales, seul ou lorsqu’il était uti-
lisé dans des thérapies combinées. Cependant, la pargyline a montré une faible

puissance pour inhiber le LSD1 in vitro et in vivo, ce qui suggére que certains
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événements de régulation de la transcription ou de la chromatine pourraient
étre sensibles & une inhibition incompléte du LSD1, ou les effets cellulaires de

la pargyline peuvent résulter d’interactions hors cible [54].

— Phénelzine : un nouvel analogue de la phénelzine (bizine) contenant un ap-
pendice phényl-butyrylamide s’est révélé étre un inhibiteur puissant du LSD1

in vitro et était sélectif par rapport aux monoamines oxydases A / B et a
I’homologue du LSD1, LSD2 [83].

Les inhibiteurs cités précédemment sont présentés dans la Figure 1.8.

|
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552

FIGURE 1.8 — Structures chimiques des inhibiteurs irréversibles du LSD1 [99]

1.3.7.2 Inhibiteurs réversibles

Il y a deux types d’inhibiteurs réversibles naturels et non naturels.
[J Inhibiteurs naturels :

Les produits naturels (NP) sont depuis longtemps reconnus comme de riches
sources d’identification de nouveaux agents thérapeutiques. Il a été rapporté

que certains NPs étaient capables d’inhiber le LSD1 tel que (voir Figure 1.9) :

— Namoline : est le premier inhibiteur naturel de LSD1 identifié par Will-
man et al. Il inhibe le LSD1 de maniére réversible (IC50= 51 M), H3K4mel
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FIGURE 1.9 — Inhibiteurs naturels de I’histone déméthylase 1 spécifique de la lysine

/ 2, fortement déméthylé, a altéré la prolifération induite par les récep-
teurs aux androgénes (AR) et la croissance tumorale portant des cellules
d’adénocarcinome de la prostate humaine sensibles aux androgénes (cel-
lules LNCaP). Cependant, il convient de noter que la Namoline a causé
certains effets secondaires tels que la perte de poids et la toxicité hé-
patique, et les analogues de la Namoline n’ont pas montré de relations
structure-activité (SAR) claires, probablement en raison de sa faible plage

de puissance [42].

Resvératrol : En 2013, Abdulla et al. rapporté que le resvératrol inhi-
bait de maniére dose-dépendante l'activité enzymatique du LSD1 (1Cj
= 15 pmol / L) et inhibait également le processus de déméthylation de
H3K4me2. L’activité inhibitrice du resvératrol contre le LSD1 était indé-

pendante de ses propriétés antioxydantes et était spécifique [35].

Baicaline : été caractérisée comme un inhibiteur du LSD1 avec une ICsg
de 3,01 uM et a montré un fort effet inhibiteur du LSD1 dans les cellules.
La baicaline peut servir de modéle pour la conception d’inhibiteurs de
LSD1 a base de flavones [105].

O Inhibiteurs non naturels :

Avec le développement du dépistage assisté par ordinateur, plusieurs inhibiteurs

sélectifs et nouveaux du LSD1 été signalés [102]. Parmi ces composés le 1, 2,3~

triazole-dithiocarbamate (Figure 1.10- Composé 3) en combinant les fragments

de triazole et de dithiocarbamate biologiquement importants, qui présentaient
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une inhibition réversible et compétitive du FAD LSD1. Ce composé est le plus
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FIGURE 1.10 — Structures de quelques inhibiteurs réversibles de la démethylase spé-
cifique lysine

puissant inhibe le LSD1 avec une valeur 1C5y de 2,1 uM (K;= 0,35 uM) et
présente une sélectivité élevée en LSD1 par rapport aux MAO (MAO IC5>
1250 pM, indice de sélectivité> 600). Sur la base de I’échafaudage 1, 2, 3-
triazole-dithiocarbamate, nous avons ensuite introduit la portion de coumarine
bioactive (précédemment identifiée comme des parties trés fortes par rapport
aux MAO) au lieu du cycle vinyle du composé 3, générant une série de nouveaux
hybrides, qui ont montré Capacité considérablement améliorée par rapport au

LSD1 et haute sélectivité. Ainsi que d’autres composés (exemples présentés
dans la Figure 1.10) [42].
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Chapitre 2

Méthodes de Criblage Virtuel in

Silico

2.1 Introduction

Le développement d’un nouveau médicament est un processus long et coiiteux,
allant de l'identification d’une cible biologique d’intérét thérapeutique jusqu’au pa-
tient, dans lequel les essais cliniques succédent au développement préclinique [40].
Avant la commercialisation de tout médicament, des tests in vitro sont réalisés sur
une catégorie de cibles particuliéres pour évaluer sa toxicité et ses éventuels effets
biologiques. Le cotit des tests in vitro reste cependant trés élevé en particulier lors du
criblage & haut débit ot 'on test expérimentalement plusieurs milliers de molécules.
C’est a cette étape qu’il faut intervenir afin de diminuer les cotlits en écartant au
préalable les molécules inactives sur la cible en question. En effet, les outils chimio
informatiques interviennent dans la phase préclinique et permettent 1’élimination de
molécules susceptibles d’étre rejetées en phase clinique a cause de leur toxicité ou de
leur non sélectivité [70]. Le criblage virtuel, peut schématiquement étre assimilé a
un entonnoir (voir Figure 2.1) dans lequel on verse un grand nombre (généralement
entre cent mille et dix millions) de composés, constituant la chimiothéque a cribler,

pour obtenir, & 'aide d’un algorithme de criblage, un plus faible nombre (quelques
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FIGURE 2.1 — Criblage virtuel in Silico [36]

dizaines a quelques milliers) de composés qui seront ensuite testés expérimentale-
ment. Le role des méthodes de criblage est donc d’éliminer les composés supposés
inactifs ou les molécules indésirables tout en mettant en priorité les composés les

plus susceptibles d’étre actifs [40].

2.2 Classification de Méthodes de criblage virtuel in
Silico
Deux grandes familles de méthodes de criblages sont distinguées (voir la Fi-

gure 2.2) et le choix de leur utilisation est basé sur la disponibilité des données

au démarrage du projet [80].

2.2.1 Meéthodes basées sur les ligands (“Ligand-based”)

Les méthodes de criblage “ligand-based” reposent sur la connaissance préalable de
ligands ayant une activité sur la cible thérapeutique. Il sera ainsi possible d’utiliser
ces ligands comme une premiére base de “hits” afin d’identifier d’autres composés

similaires, présentant des caractéristiques d’activité communs aux ligands connus de

36



@h2p €LASSIFICATION DE METHODES DE CRIBLAGE VIRTUEL IN SILICO

Structure 3D
dela
protéine
oul
]
Méthodes Meéthodes
u Ligand- o Strueture-
based » based »

r 1
'] 'l i n - o -
Recherche Phammaco- | Pharmaco- l l Design de l
Idesimihn'lé (BAR phore phore ‘ RIAISAR ‘ nove Dockmg

FIGURE 2.2 — Classification de méthodes de criblage virtuel

la cible. Différents types de descripteurs moléculaires pourront étre calculés pour
quantifier la similitude entre composés. Suivant le nombre de ligands connus de la
cible thérapeutique, plusieurs méthodes peuvent étre employées : la recherche de

similarité, le criblage de pharmacophores, ou les approches QSAR [33].

2.2.2 Meéthodes basées sur la structure (“Structure-based”)

Ce criblage dépend essentiellement de la disponibilité de la structure 3D de la
cible biologique qui est obtenue, soit par méthodes expérimentales (RX et RMN)
dans des bases de données (tel que PDB : Protein Database), soit par des méthodes
de prédiction de la structure 3D par homologie de séquence [23]. Ce criblage évalue
la capacité des ligands a établir des interactions avec le site de liaison étudié pour
sélectionner les molécules capables de se lier a la cible.

Différentes approches peuvent étre employées pour réaliser ce criblage [27] : la
construction de modéles pharmacophoriques 3D, 1’établissement de modeéles 3D-
QSAR), la conception de novo “de novo design” et les méthodes de docking mo-
léculaire qui sont les plus populaires.

Dans ce travail, nous sommes intéressés uniquement aux techniques de criblage

virtuel “structure-based”.
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2.3 Docking Moléculaire

Les interactions protéine-protéine et protéine-ligand jouent un role clé dans 1’or-
ganisation des systémes biologiques. Elles permettent la régulation de certains pro-
cessus biologiques, la transmission des signaux ou encore la catalyse de diverses
réactions biochimiques [90]. Les détails de ces interactions au niveau moléculaire,
sont donc d’un trés grand intérét et peuvent étre étudiés par cristallographie aux
rayons X ou résonance magnétique nucléaire (RMN). Malheureusement, ces tech-
niques ne permettent pas de détailler la totalité de ces interactions étant donné le
nombre incalculable de molécules différentes au sein d’une seule cellule. Le Docking
moléculaire vise a prédire la structure d’'un complexe moléculaire a partir des molé-
cules isolées (Figure 2.3), ce qui est considérablement plus facile & mettre en oeuvre,
moins cher et plus rapide que I'utilisation d’une des méthodes expérimentales. Donc
il permet soit de découvrir de nouvelles molécules (par assemblage de deux ou plu-
sieurs molécules), soit de comprendre la nature d’un complexe de molécules obtenu

par cristallographie [7].

2.3.1 Récepteur

Le récepteur est une macromolécule dont la structure tridimensionnelle présente
un domaine particulier, complémentaire de la structure du médicament (serrure et
clé). Dans l'organisme, le médicament interagit préférentiellement avec un récepteur,
et de cette interaction découlent ses effets pharmacologiques. Deux aspects essentiels
dans l'interaction médicament-récepteur [92] :

— Le récepteur “lie” le médicament plus ou moins sélectivement.

— La liaison récepteur-médicament est I’événement initial qui conduit a la réponse

pharmacologique.

2.3.2 Ligand

Un ligand est une molécule chimique, qui pourrait étre composée d’un ou de

plusieurs fragments (groupements). Ils peuvent étre (84, 96] :
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FIGURE 2.3 — Modéle clé-serrure pour modéliser la formation d’'un complexe RL a
partir d'un ligand L et d’un récepteur R

— Substrat : Molécule qui se fixe au site actif de la protéine ou de I’enzyme pour

subir une action : (décarboxylation, hydrolyse, déshydrogénation. .. ).
— Coenzyme : Molécule qui compléte 'action de certaines enzymes.

— Activateur : Composé chimique qui entraine un changement de conformation

du site actif de ’enzyme pour augmenter son affinité pour le substrat.

— Inhibiteur : Contrairement a I'activateur, ce type de ligand modifie la struc-
ture électronique du site actif en diminuant l’affinité de 1’enzyme pour son

substrat.

2.3.3 Interactions Protéine-Ligand

Au niveau du site actif, le processus d’interaction se fait par liaison complémen-
taire du ligand avec I'architecture protéique. Les forces intervenant dans la formation
du complexe peuvent étre de nature stérique, électronique ou les deux avec des contri-
butions différentes. Les états conformationnels choisis lors de l'interaction ne sont
pas nécessairement ceux de plus basse énergie en solution, mais des états transitoires

stabilisés par celle-ci. Les complexes formés sont alors plus stables que les formes
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dissociées. Cette association intermoléculaire est stabilisée par plusieurs effets et des
liaisons non covalentes. Au niveau du processus biochimique, elles s’expriment par
différentes interactions : de Van Der Waals, des ponts hydrogene, électrostatiques, et

hydrophobiques [9] :

— Interactions de Van Der Waals : Elle résultent de l'attraction entre des
dipoles transitoires générés par le mouvement rapide des électrons au niveau
de toutes les atomes neutres (voir la Figure 2.4). Elle sont significativement
plus faible que les liaisons hydrogéne mais potentiellement extrémement nom-
breuses. Elles décroissent comme la puissance six de la distance entre les atomes.

Elle agissent donc a trés faible distance, en général de ordre de 2 a 4A [12].

FIGURE 2.4 — Interactions de Van Der Walls

Elles sont nombreuses et contribuent essentiellement dans la recherche de la

concordance stérique entre le ligand et la protéine réceptrice [89].

— Liaison Hydrogéne : Les liaisons hydrogéne sont le résultat des interactions
électrostatiques (70%) et de van der Waals (30%) [65]. Cette liaison, intervient
lorsqu'un atome d’hydrogeéne lié par covalence a un atome électronégatif (le
donneur D) est attiré par un autre atome électronégatif (I’accepteur A) (voir
Figure 2.5). Le nuage électronique de ’hydrogéne est attiré par I’atome donneur
qui est relativement plus électronégatif que ’atome d’hydrogéne créant ainsi
une charge partielle positive sur I’hydrogéne. Cette charge positive est attirée
par la charge partielle négative portée par l’atome accepteur donnant ainsi

naissance a une interaction désignée par pont hydrogéne, sa force est de I'ordre
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FIGURE 2.5 — Interaction Hydrogene

de 2 a 4 kecal/mol [91]. Elle agit, a trés courte distance (0,8 4 2,8 A). Les liaisons
hydrogéne sont peu nombreuses et s’adaptent trés bien a la flexibilité (’angle
peut varier de 120 & 180).

— Interactions Electrostatiques : Les interactions électrostatiques agissent a
plus grande distance entre dipoles chargés (Figure 2.6). La distance pour une
liaison saline, par exemple, est de 3,7 a 4,5 A, et sa force est de lordre de 8
Kcal/mol. En présence de solvant, ces interactions sont favorisées du fait de la

polarité et de la petite taille de la molécule d’eau [56].

37 8 45 A0
FIGURE 2.6 — Interactions Electrostatiques

— Interactions Hydrophobes :
Les molécules qui n’ont pas de groupes chargés ou d’atomes capables de former
des liaisons hydrogéne (Figure 2.7) sont nommées “Molécules Hydrophobes”.
L’effet hydrophobe représente la tendance de ses groupes de se rassembler par

coalescence, de tel sorte ont minimise les contacts avec l'eau [56].
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FIGURE 2.7 — Interaction Hydrophobe

2.3.4 Principe théorique du Docking

Docking (amarrage moléculaire) est un nom donné aux simulations moléculaires
dans les quelles différentes approches sont combinées pour étudier les modes d’in-
teraction 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 sou-
vent une protéine, le terme docking seul est couramment employé pour désigner un
“docking protéine-ligand” [100]. Le docking moléculaire a pour but de déterminer
le mode d’interaction d’un complexe forme de deux ou plusieurs molécules, en cher-
chant des orientations dans I'espace et des conformations favorables pour la fixation
d’un ligand & un récepteur [30].

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes complémen-

taires qui sont respectivement le Docking et le Scoring [50] (voir Figure 2.8) :

1. Le Docking : est ’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site
actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orien-
tations (poses) possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes

d’interactions les plus favorables.

2. Le Scoring : est ’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

proposée.

42



Chap 2. 2.3. DOCKING MOLECULAIRE
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FIGURE 2.8 — Principe général d’un programme de Docking

2.3.5 Différents types de docking moléculaire

Il existe deux grands types de docking moléculaire. Le docking rigide consiste a
obtenir la conformation préférentielle d'un systéme protéine-ligand en considérant
que chacune des deux molécules conserve une géométrie interne fixe. Dans ce cas, la
relaxation de la géométrie interne de chaque entité, en interaction dans le complexe,
n’est pas prise en compte. Cependant, il est tout a fait concevableque les structures de
la protéine et du ligand soient modifiées durant le processus de docking moléculaire
afin d’optimiser au mieux l'interaction entre les deux entités. On parle, dans ce cas,

de docking flexible [91].

2.3.6 Processus de scoring

Le score est une donnée numérique utile pour quantifier le degré avec lequel un
ligand se complexe & un récepteur. C’est globalement une approximation de I’énergie
libre résultant du passage de la forme libre de la protéine et du ligand a ’associa-
tion sous forme de complexe. L’équation suivante illustre le principe thermodyna-
mique [4] :

AG = Achomplexe - AGfligcmcl - AGproteine
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Concrétement, le score est une estimation de 'affinité entre la macromolécule et
la petite molécule organique. Un score ne prédit donc en rien une activité mais bien

une aflinité.

2.3.7 Familles de fonction de score

Dans les programmes de docking, on trouve différents type de fonction de score :
Celles utilisant un champ de force de mécanique moléculaire, celles reposant sur les

connaissances statistiques et les méthodes empiriques.

— Les fonctions basées sur un champ de force : Le score est calculé en faisant
la somme de I’énergie d’interaction protéine-ligand et de 1’énergie interne du

ligand.

— Les fonctions basées sur des connaissances statistiques : Ces fonctions sont
construites a partir de régles fondées sur ’analyse des structures tridimension-

nelles de complexes ligand-protéine déterminés de maniére expérimentale [53].

— Les fonctions empiriques : Ces fonctions de score se basent sur un décompte
du nombre d’interactions dans le systéme protéine-ligand comme par exemple
le nombre de liaison hydrogene, les contacts hydrophobes, les contacts hydro-
philes, les contraintes de torsion dues a la formation du complexe protéine-
ligand, etc [20]. La plupart des programmes de docking implémentent ce type
de fonction de score témoignant de leur efficacité en termes de rapport préci-
sion/rapidité [53].

2.3.8 Protocole général de docking

Les approches utilisées actuellement sont exclusivement calculatoires et évaluées
par des outils de visualisation. Ces approches peuvent étre décomposées en quatre a

cinq phases successives (Figure 2.9) :

— Choix du mode de représentation des protéines (tout atome, pseudo-atome,

grille, etc.),
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1-représentation

4-Regroupement et classification

2-Recherche
conformationnelle

3-évaluation de I’énergie

5-Affinement des complexes

FIGURE 2.9 — Protocole Général de Docking

— Exploration conformationnelle (corps-rigide position/orientation du ligand et /ou

flexible position/orientation/forme du ligand),

— Minimisation de la fonction d’évaluation de ’énergie d’interaction (ou fonction

de score) des conformations issues de 'exploration,

— Regroupement par ressemblances et classification par évaluation plus fine du
score, accompagnée d’une étape non automatique d’évaluation visuelle des ré-
sultats lorsque le score ne permet pas de discriminer la conformation native

des différentes conformations générées.

— Une étape optionnelle d’affinement des complexes sélectionnés par minimisa-
tion 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 [101].
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2.4 Paramétres “Drug-Like”

Les applications du concept de druglikennes, est largement utilisée pour filtrer les
composés peu susceptibles d’étre des médicaments

Les composés de type médicamenteux sont définis comme ceux qui ont des pro-
priétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques appropriées pour devenir un
médicament.

Au fil des ans, des ensembles de régles ou de filtres ont été codifiés afin d’aider
a définir I'espace chimique de la ressemblance avec les médicaments. Les critéres les
plus courants pour I'espace chimique de type médicamenteux sont la régle de Lipinski
de cing, qui a gagné en popularité. Néanmoins, d’autres approches ont été proposées
par d’autres auteurs, notamment par Veber, Ghoose.

Pour prédire le meilleur équilibre des propriétés molculaires, nous appliquons des
regles de base. Les plus couramment utilisés sont les régles de Lipinski et Veber et
ghose [63, 13].

2.4.1 Reégle de Lipinski

Les conditions empiriques pour satisfaire la régle de Lipinski et manifester une
bonne biodisponibilité orale impliquent un équilibre entre la solubilité aqueuse d'un
composé et sa capacité a diffuser passivement a travers les différentes barriéres bio-
logiques [95]. Cette régle est la plus utilisée pour l'identification des composés “drug-
like”.D’aprés cette regle, les composés ne validant pas au moins deux des critéres
suivants ont de tres fortes chances d’avoir des problémes d’absorption ou de perméa-

bilité par voie orale [72] :
— masse moléculaire < 500 Da
— log P <5
— accepteurs de liaisons H < 10

— donneurs de liaisons H < 5
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2.4.2 Reégle de Veber

Il est bien connu qu’une biodisponibilité orale élevée est un facteur important
pour le développement de molécules bioactives en tant que agents thérapeutiques. La
réduction de la flexibilité moléculaire (mesurée par le nombre de liaisons rotatives) et
la faible surface polaire sont des prédicateurs importants de la bonne biodisponibilité
orale [93].

Pour une biodisponibilité orale idéale, il existe deux autres descripteurs identifiés
par Veber et al. [13] :

— Les liaisons rotatives sont inférieures a 10.

— La surface polaire est inférieure a 140 AZ2.

2.4.3 Reégle de Ghose

Le filtre Ghose est un filtre semblable & un médicament décrit dans Ghose, AK;
Viswanadhan, VN. Juges Wendoloski : Une approche basée sur les connaissances
dans la conception de bibliothéques de chimie combinatoire ou médicinale pour la
découverte de médicaments [44] : Ghose a suggéré une plage de qualification et quan-
tification qui pourrait étre utilisée dans le développement de bibliothéques chimiques

de Drug Like et a recommandé les contraintes suivantes [44] :

(] Une caractérisation quantitative basée sur des profils de propriétésphysico-

chimiques calculés tels que :
— Poids moléculaire entre 160 et 480
— Log P calculé entre -0,4 et 5,6
— Réfractivité molaire entre 40 et 130
— Nombre total d’atomes entre 20 et 70

[0 Ainsi qu’une caractérisation qualitative basée sur I’occurrence de groupes fonc-

tionnels et de sous-structures importantes.
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2.5 Propriétés ADME —-TOX

La pharmacocinétique est traditionnellement définie comme 1’étude du sort des
médicaments dans I'organisme, depuis leur absorption jusqu’a leur élimination. Cette
discipline permet ainsi de relier les doses de médicaments administrées aux concen-
trations sanguines observées, et de décrire leur évolution en fonction du temps.
(1)L’abréviation ADMET représente les concepts pharmacocinétiques suivants : I’ab-
sorption, la distribution, la métabolisation et I’excrétion. Ce sont des critéres qui
décrivent la disposition d’'une molécule bioactive dans un organisme

Les filtres de type ADME-Tox (Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimi-
nation et Toxicité) sont rapidement devenus populaires. Ils reposent sur plusieurs
critéres déterminant les propriétés pharmacocinétiques potentielles des molécules et
sont désormais largement utilisés pour réduire le nombre de composés d’une chi-
miothéque en sélectionnant les plus adaptes a devenir des candidats médicaments,
avant tout processus de criblage. L’utilisation de ces filtres a donné de trés bons
résultats [31].

2.5.1 Absorption

L’absorption correspond au passage a travers les membranes biologiques du mé-
dicament de son site d’administration jusqu’a la circulation systémique. Elle dépend
des caractéres physicochimiques du médicament : hydrophilie, lipophilie et taille de
la molécule de principe actif. 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 phénomeénes interviennent ensuite dans ’absorption
des médicaments. D’une maniére schématique, on peut distinguer des phénoménes

d’absorption actifs et des phénomeénes d’absorption passifs.

2.5.2 Distribution

Elle correspond a la diffusion du médicament dans les différents tissus de 'orga-

nisme.
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2.5.3 Métabolisme

Une fois la circulation sanguine atteinte, les médicaments vont se distribuer dans
I'organisme. La distribution correspond a la diffusion du médicament dans les diffé-
rents tissus de 'organisme. Elle est influencée par le degré de lipophilie de principe
actif et par son affinité pour les différents tissus (os, tissu adipeux, etc ) Le métabo-
lisme correspond a la transformation du médicament par ’organisme. Les réactions
métaboliques s’effectuent principalement avec des enzymes. Pour les médicaments,
deux groupes de réactions sont impliqués dans le métabolisme : Les réactions de
phase 1 et de phase 2. Les réactions de phase 1 précédent habituellement celles de

phase 2 dans la chronologie du métabolisme d’un médicament.

2.5.4 Elimination

L’élimination d’'un médicament de 'organisme peut se faire par différentes voies :
— rénale par I'urine;
— hépatique par la bile;
— respiratoire dans 'air expiré;
— cutanée par la sueur;
— salivaire ;
— dans le lait maternel.

Les principales voies d’élimination sont rénales et hépatiques. Le phénoméne de ré-
absorption du médicament rencontré pour certaines voies d’élimination contribue
a diminuer ou a ralentir 1’élimination du médicament. Les mécanismes décrits pour
I’absorption sont également présents lors de I’élimination (diffusion passive, transport

actif et pinocytose).

2.5.5 Toxicité

Comme son nom l'indique, ce filtre sert & mesurer la toxicité d'un composé et de

ses métabolites. Désormais, la toxicité et le manque d’efficacité des candidats mé-
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dicaments sont les deux plus grandes causes d’échecs dans le développement dun
médicament [97]. Différents types de toxicité sont évalués, entre autre : la Toxicité
AMES, Inhibiteur hERG I, Toxicité aigué par voie orale chez le rat (DL50) Hypato-

toxicité, Sensibilisation cutanée.
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Chapitre 3

Applications, Résultats et

Discussions

3.1 Introduction

Les interactions entre molécules sont & la base des mécanismes biologiques. Les
détails de ces interactions, au niveau moléculaire sont donc d'un trés grand inté-
rét. Les logiciels de docking sont donc des outils trés utiles en biologie, pharmacie
et médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligands)
qui interagissent avec une cible biologique d’intérét thérapeutique, généralement pro-
téique (récepteur), afin d’influencer le mécanisme dans lequel cette protéine est impli-
quée [29]. Ce chapitre présente les résultats de notre étude pratique des interactions
entre les différents inhibiteurs avec L’enzyme (2V1D) par la méthode du docking
moléculaire en utilisant le logiciel MOE. Cette étude est basée sur les principaux pa-
rameétres suivantes :les score et les distances entre certains groupements de la chaine
latérale de I'enzyme et ceux d’inhibiteurs et aussi les différents types d’interactions
présentes entre certains acides aminés de la protéine étudiée et celle de I'inhibiteur.
Nous allons étudier et présenté également dans ce chapitre quelques propriétés des
ligands & savoir, propriétés moléculaires des ligands, propriétés Chimie Médicinale,
et les propriétés ADME. A la fin, nous allons identifier les deux meilleurs inhibiteurs

aprés une analyse de ces propriétés.
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3.2 Matériel et outils utilisés

Avant de présenter les détails de notre méthodologie que nous avons suivi afin

d’accomplir ce travail, nous présentons dans cette section le matériel et outils sur

lesquels nous sommes appuyés pour réaliser ce travail.

3.2.1 Micro-ordinateur

Notre travail a été effectué en utilisant deux micro-ordinateurs dont les caracté-

ristiques sont présentées dans le Tableau 3.1

Tableau 3.1 — Caractéristiques des ordinateurs utilisés

Caractéristiques

Ordinateur 1

Ordinateur 2

Mémoire (RAM)

4 GO

2 GO

Processeur

Intel(R) Core(TM) i5-2520
CPU @ 2,50GHz 2,50 GHz

Intel(R) Pentium(R)
CPU 2020M @ 2,40GHz 2,40 GHz

Systéme
d’exploitation

Windows 7 Professionnel

Windows 7 Professionnel

Type de systéme

64 Bits

64 Bits

3.2.2 Banques (bases) de données et outils logiciels

— Protein Data Bank (PDB) : est la seule archive mondiale de données struc-

turelles sur les macromolécules biologiques. Il comprend des données obtenues

par cristallographie aux rayons X et résonance magnétique nucléaire(RMN)

spectrométrie soumise par des biologistes et biochimistes du monde entier [28|.

Figure 3.4 montre I’enzyme utilisé sur le site Web Protein Data Bank.
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FIGURE 3.1 — Interface du site Protein Data Bank (PDB)

Swiss ADME : c’est outil Web SwissADME est librement accessible sur
http://www.swissadme.ch (voir Figure 3.2 et est destiné & une soumission
conviviale et & une analyse facile des résultats, également pour les non-experts
en CADD. Par rapport a I'état de 'art des outils Web gratuits pour ADME et
la pharmacocinétique (par exemple pk-CSM14 et admetSAR15) et en plus d'un
acces unique a des méthodes compétentes (par exemple iLOGP16 ou BOILED-
Eggl7), les points forts de Swiss ADME sont, de maniére non exhaustive :
différentes méthodes d’entrée, le calcul de plusieurs molécules et la possibilité
d’afficher, d’enregistrer et de partager les résultats par molécule individuelle ou

via graphiques globaux intuitifs et interactifs [24].
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FIGURE 3.2 — Interface Web du logiciel Swiss ADME

— Molinspiration : Ce logiciel permet de calculer les propriétés physicochi-

miques des molécules pour la conception des médicaments et de connaitre la

relation quantitative structure a activité (QSAR), y compris le mi log P, la

superficie topologique de la surface polaire (TPSA), et la régle des 5 descrip-

teurs [17].
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FIGURE 3.3 — Interface Web du logiciel Molinspiration

— MOE (Molecular Operating Environment) : Est une plateforme logicielle

de découverte de médicaments qui intégre la visualisation, la modélisation,
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et les simulations. Le MOE est capable de suivre les idées de conception et
les modifications des ligands avec des modéles de propriété, de produire des
graphiques de corrélation pour visualiser la structure, la propriété, les relations
d’activité et de visualiser la surface des protéines hydrophobes et chargées pour
étudier les régions sujettes a I'agrégation [94]. La Figure 3.4 montre l'interface

graphique du logiciel MOE.

[ MOE 2014.000:
File Edit Select Render Pr mpute Window Help

MMFF94x PBC Atoms Ribbon Contacts Fog ZClip

FIGURE 3.4 — Interface du logiciel MOE

3.3 Meéthodologie du travail

Les étapes qu’on a suivi au cour de notre étude sont schématisées dans la Fi-

gure 3.5.
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FILTRAGE PAR DOCKING FILTRAGE SUPPLEMENTAIRE
MOLECULAIRE
1 = 9 P
Préparation de "Enzyme Prédiction des Propriétés ADME-tox
1. Télécharger!’enzymes (2V1D)

1. Emdier I’ Absorption la distribution etle
métabolisme
2. Emdier la Toxicité

. Eliminerles autres chaines etles molécules d*eau
. Eliminer 'mhibiteur deco-cnstalisation FAD
. Détecterla cavité (site actif )

! I

g lea B

2 3
Préparation des Ligands Prédiction des Propriétés de Chimie
1. Dessinerles ligands en utilisantle logiciel Al
Molinspiration <dire laréele d
2. Convertir les chaines SMILE au format Mol. e
Interference compound)

Laa

. Optimiser les ligands en utilisant le champ de

2. Prédire I'accessibilité synthétique
force AMBER 10

| 1

3 Prédiction des Propriétés Moléculaires
Docking Moléculaire

# 1. Appliquer larégle de Lipinski
1. Rechercher la meilleure pose du ligand (conformation) 2. Appliquerla Régle de Veber

2. Visualiser les intéractionsdu meilleure pose pour le 3. Appliquer la Régle de Ghose

complexe ligand-2V1D 4. Emdier la solubilité dans 1"eau des composés

FIGURE 3.5 — Méthodologie du travail
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3.3.1 Préparation de ’Enzyme

La structure 3D de LSD1, protéine de notre étude (Figure 3.6), a été téléchargée
sous le code 2V1D sous format PDB. La structure de 2V1D est correctement définie

par diffraction aux rayons X avec une résolution égale a 3.1 A.

FIGURE 3.6 — Structure 3D de I'enzyme 2V1D simplifié

Lors de la préparation de I’enzyme simplifier, on a éliminé les deux chaines B et
C (L’enzyme étant formée d’une seule chaine A) ainsi que les molécules d’eau et les
cofacteurs, en utilisant la fonction “ SEQ ” qui fournie par MOE.

Le Tableau 3.2 montre quelques propriétés de la chaine A de 'enzyme simplifié

tel que : le nombre de résidus et le nombres d’atomes.

Tableau 3.2 — Composition atomique de protéine 2V1D

Molécules |Chaines|Résidus Atomes

- Total C N O S
Protéine LSD1| A 666 5917 3324 906 967 20

Dans notre étude, la structure de I’enzyme (2V1D) a été optimisée par la méthode
du calcul de mécanique moléculaire avec le champ de force Amber. La valeur de
I'énergie optimisée est E = -58.0575 Kcal/mol.
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3.3.2 Détection des cavités

La fonction des enzymes est liée a la présence dans leur structure d’un site parti-
culier appelé le site actif qui a la forme d’une cavité. Les molécules sur lesquelles agit
une enzyme sont définies comme les substrats de la réaction enzymatique. Chaque
enzyme reconnait spécifiquement une ou plusieurs molécules de substrat selon un
principe de complémentarité, grace a des sites de reconnaissance et de fixation situés

a sa surface. Le site actif est constitué de deux parties [8] :

— Site de reconnaissance (ou site de liaison au substrat), permettant de fixer

le substrat grace a certains acides aminés.

— Site catalytique (ou a lieu la transformation du substrat), permettant de
transformer le substrat grace a des acides aminés qui interagissent avec le sub-

strat.

Dans notre étude 22 cavités ont été détectées dans l'enzyme 2VD1 par le logiciel
MOE. Nous avons choisi la cavité 1 qui a un volume important 316 A ® a été pré-
dite ; aussi nous avons trouvé que le ligand de la Co-cristallisation FAD de I'enzyme
2V1D est fixé dans la cavité 1. La cavité sélectionnée (N ° 1) pour notre étude est
illustrée dans la Figure 3.7. La Figure 3.8 présente la structure chimique de FAD. Le
Tableau 3.3 présente les différentes propriétés de la cavité N ° 1 qui sont détectés en

utilisant la fonction “site finder” qui est fournie par MOE.

FIGURE 3.7 — Cavité 1 (Pocket) de 'enzyme 2V1D
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FIGURE 3.8 — Structure chimique de FAD

Tableau 3.3 — Propriétés de la premiére cavité (site actif ) de 'enzyme 2V1D

Cavité | Volume | Hyd | Résidus

Ile284 Gly285 Ser286 Gly287 Val 288 Ser 289
Gly290 Leu307 Glu308 Ala309 Arg310 Gly314
Gly315 Arg316 Val317 Leu329 Gly330 Ala331
Met332 Val333 Val334 Thr335 Phe538 Ala539
Asn540 Leu547 His551 Trp552 Asp553 GInb54
Asp555 Asp556 Phe558 Glu559 Phe560 His 564
Tyr571 Thr588 Ala589 Val590 Thr624 Leu625
Pro626 Val629 Val637 Leu659 Asn660 Lys661
Trp695 Ser749 Trp751 Trp756 Ser760 Tyr761
Ser762 Tyr763 Val764 Tyr773

1 316 93

3.3.3 Préparation des ligands

Les ligands qu’on a étudiés sont des dérivés de Triazole-Dithiocarbamate, qui sont
considérés comme nouveaux inhibiteurs du LSD1, ces inhibiteurs sont dessinés en
utilisant le site Molinspiration. Ensuite, ils sont entrainés dans la fenétre d’application
(logiciel MOE) a partir de leurs chaines SMILE. L’optimisation de la géométrie des
ligands par le logiciel MOE en utilisant le champ de force Amber 10. Elles sont

représentées dans le Tableau 3.4.
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Tableau 3.4: Structures chimiques des composés ( dérivés

de Triazole-Dithiocarbamate)

Structure de base 1 Structure de base 2
i s
Q (\"LS/\@-"’ R
Composé R, R, Composé R, R,

1 CH, o-F 31 CH, p — CH;
2 CH, p-F 32 CH, p-F

3 CH, p — CHj 33 CH,; 0-Cl
4 CH, H 34 | ~ | p_CH,
5 CH, p-Cl 35 | o~ o-F

6 O H 36 CCI; p — CH;
7 O o-F 37 é o-F

8 0 p-F ss || pocH,
9 O p — CH; 39 |7 o-F
10 o) p-Cl w |7 p-F
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11 ><° © o-F 41 p — CH,
12 ><D © p-F 42 o-F
13 ><° 1 0-Cl 43 p-F

NH, @m
14 ><° °  p-Cl 44 NJ\ p — CH,
NH; ~—~ N
15 ><° ° p - CHj; 45 NJ\"( o-F
NH; E‘FN
16 ><° °'p-OCH;| 46 N)\-'( p-F
HA %
pr
17 © © m — CH3 47 0’/ ‘\-’{ P — CH3
HA %
>
18 © "9 0-CH; 48 7 o-F
HA %
>
19 © "9 p-CF, 49 7 p-F
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MH>

20 ><° % o0-CF, 50 o-F
MH2

21 ><° ° o0-Br 51 p-F
MH2

22 ><° ° p-OH 52 0-Cl
MH>

23 ><° ° 0o-OH 53 p-Cl
NH,

24 ><° 9 p-NO, 54 p — CH,
MH2

25 ><° “ m-OH 55 p — OCH,
MH:

26 ><° %o,p —diOH| 56 p — CF,
NH,

27 ><° %'m,p —diCl| 57 0,0 — diF
MH:

28 ><D % 0,0 — diF 58 m,p — diCl
MH:

29 ><D o M,p,m—

triOCH; 59
m,p,m-—

30 CH -F ’

’ © triOCH,
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Structure de base 3

5
A
gt T R

Composé Hétérocycle

3.3.4 Simulation du Docking moléculaire

L’étude de l'interaction entre le site actif de la protéine 2V1D et les ligands
pour former un complexe stable est réalisée a ’aide du logiciel MOE, une fois que
le complexe ligand-récepteur est formé, celui-ci va adapter la conformation la plus
stable, c’est a dire le niveau énergétique le plus faible. 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 I'évaluation de laffinité de liaison [69].
3.3.5 Prédiction des propriétés moléculaires des ligands

Des descripteurs moléculaires et des propriétés Drug likeness basé sur la régle
de lipinski (Régles de cinq), vaber et ghose sont analysés, en utilisant 1’outil serveur

Molinspiration (http://www.molinspiration.com).
3.3.6 Prédiction de Score de biodisponibilité, Solubilité dans
I’eau et des propriétés Chimie Médicinale

Parmi les propriétés proposées pour cette étude : Score de biodisponibilité, La
solubilité, propriétés de PAINS et Accessibilité synthétique, les résultats ont
été obtenus par 'utilisation de site web SwissADME : (http://www.swissadme.ch).
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— Biodisponibilité (paramétre F) : est le paramétre pharmacocinétique qui
permet de quantifier la phase d’absorption et représente la fraction de la dose

qui parvient a la circulation générale et la vitesse a laquelle elle 'atteint.

— Solubilité dans I’eau : La solubilité est la propriété d’'une substance chi-
mique solide, liquide ou gazeuse appelée soluté e se dissoudre dans un solvant.
La solubilité est I'un des parameétres importants pour atteindre la concentra-
tion souhaitée de médicament dans la circulation systémique pour obtenir la
réponse pharmacologique requise, la mauvaise solubilité et la faible vitesse de
dissolution des médicaments peu solubles dans 1’eau dans les liquides gastro-
intestinaux aqueux entrainent souvent une biodisponibilité insuffisante [86].
Une estimation qualitative de la classe de solubilité est donnée dans Swiss-
sADME. Selon I’échelle log S suivante : insoluble <- 10 <médiocrement <- 6
<modérément <- 4 <soluble <- 2 <tres <0 <fortement.

— PAINS (Pan Assay INterference compound) : L'utilisation d’alertes d’in-
frastructure pour sélectionner le composé Pan-Assay Interference (PAINS) est
devenue une composante populaire du processus de dépistage dans les cam-
pagnes de dépistage biologique [16]. De nombreux composés d’interférence de
dosage pan (PAINS) ont été proposés pour provoquer des lectures de dosage
faussement positives. Ils sont utilisés comme filtres de calcul pour détecter les
composés présentant des risques chimiques potentiels (Baell et Holloway Iden-
tifié ces composés de criblage problématiques) [45]. Ces composés ont une ten-
dance de réagir de maniére non spécifique avec de nombreuses cibles biologiques
plutot que d’affecter spécifiquement une cible souhaitée. Un certain nombre de

groupes fonctionnels perturbateurs sont partagés par de nombreuses PAINS.

— Accessibilité synthétique : La prochaine étape de la découverte de médi-
caments aprés la découverte et le développement de médicaments assistés par
ordinateur (CADD) est le test clinique. Pour de nouveaux essais cliniques, les
ligands les mieux concgus de 'approche in silico doivent d’abord étre synthéti-
sés pour déterminer leur bioactivité in vitro et in vivo. Pour cette raison, Une

prédiction synthétique de 1’accessibilité est nécessaire pour évaluer si les pistes
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de médicaments les mieux congues sont faciles & synthétiser dans ’expérience
de laboratoire ou non. Les bases de cette méthode de prédiction sont le dépis-
tage et 'analyse informationnelle de la contribution de fragments particuliers
et de la complexité des structures dérivées d’une base de données contenant
des millions de composés déja synthétisés. Ainsi, a partir de cette méthode,
I’accessibilité synthétique des composés pourrait étre estimée a partir d’une

approche de synthése de novo [32].

3.3.7 Prédiction des propriétés ADME-tox

La structure chimique du composé a été soumise sous la forme d’un systéme
d’entrée de ligne d’entrée moléculaire simplifié canonique (SMILE), pour estimer
plusieurs paramétres pharmacocinétiques in silico a 'aide de l'outil Swiss ADME,
le profil pharmacocinétique du composé a été évalué. Absorption gastro-intestinale,
pénétration de la barriére hémato-encéphalique, perméation cutanée, associabilité
synthétique et prédiction de ressemblance aux médicaments comme Lipinski et régles
Veber interaction des molécules avec les cytochromes P450 (CYP) et score de bio-
disponibilité [6].

A) Absorption et distribution

Pour évaluer ’absorption et la distribution des composés étudiés, nous avons utilisé

les deux paramétres suivants :

— Coefficient de perméabilité cutanée (Kp) : est adapté de Potts et Guy [82],
qui ont trouvé que Kp était en corrélation linéaire avec la taille moléculaire et
la lipophilicité. Plus le log Kp est négatif (avec Kp en cm / s), moins la peau

est perméante a la molécule.

— Barriére Hémato-Encéphalique (BHE) : est une barriére encore plus sé-
lective que la barriére intestinale. Elle est constituée essentiellement de cellules
endothéliales, de péricytes et de cellules gliales. Elle se caractérise par la pré-
sence de jonctions serrées et de jonctions adhérentes et constitue une barriére

physique contre le passage des xénobiotiques. La BHE empéche efficacement
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B)

la pénétration cérébrale des xénobiotiques. Il a été estime que la BHE em-
péche l'entrée de plus de 98% des candidats médicaments neurologiques, elle

constitue donc une barriére moins perméable que la barriére intestinale.

Meétabolisme

La connaissance de I'interaction des molécules avec les cytochromes P450 (CYP)
est également essentielle car cette superfamille d’isoenzymes est I'un des éléments
clé dans I'élimination des médicaments par biotransformation métabolique. Il est
a souligner qu’entre 50 & 90% des molécules thérapeutiques sont le substrat de
cinq isoformes majeures (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4) [26].
L’inhibition de ces isoenzymes est certainement I'une des causes majeures des inter-
actions pharmacocinétiques liées aux médicaments conduisant a des effets toxiques
ou a d’autres effets indésirables [21]. P-glycoprotéine (P-gp) : Glycoprotéine P
fonctionne comme une pompe a eflux transmembranaire, pompant ses substrats de
I'intérieur vers I'extérieur de la cellule. Les médicaments qui induisent ou inhibent
la glycoprotéine P peuvent interagir avec d’autres médicaments manipulés par la
pompe [48]

Toxicité

Pendant le développement du médicament, la sécurité est toujours le probléme
le plus important, y compris une variété de toxicités et d’effets indésirables des
médicaments, qui doivent étre évalués dans les phases des essais précliniques et
cliniques [103]. Pour cela on été fait recours au serveur web PKCSM afin de pré-
dire la toxicité potentielle de nos meilleurs inhibiteurs. Sachant que le serveur web
PKCSM est un serveur Web librement accessible sur (http://structure.bioc.
cam.ac.uk/pkcsm), et qui fournit une plate-forme intégrée pour une évaluation

rapide des propriétés pharmacocinétiques et de toxicité [81].

— Toxicité AMES : Le test d’Ames permet de déterminer le pouvoir mutagéne

d’une substance en étudiant sa capacité a induire des mutations reverses sur
des souches hyper sensibilisées de Salmonella typhimurium [79]. Un test positif

indique que le composé est mutagéne et peut agir donc comme cancérogéne [81].

— Inhibiteur hERG I : HERG (Human Ether-a-go-go - Related Gene) :Le géne
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humain li¢ a I’éther-a-go-go (hERG) code la sous-unité de formation de pores du
canal K + redresseur retardé a activation rapide (I, ), qui joue un réle important
dans la repolarisation des potentiels d’action cardiaque. L’activité coordonnée des
canaux ioniques controle le rythme cardiaque et le dysfonctionnement des canaux
ioniques provoque des arythmies cardiaques et une mort subite [60]. L’inhibition
des canaux potassiques est une principale cause du développement du QT long

acquis conduisant & une arythmie ventriculaire fatale [81].

— Toxicité aigué par voie orale chez le rat (DLs) :le terme toxicité orale aigué
est plus souvent utilisé en liaison avec les déterminations de la létalité et de la
D L5y dose létale ”. La D Ly est définie comme la dose déterminée statistiquement
qui, lorsqu’elle est administrée dans un test de toxicité aigué, est susceptible
de causer la mort de 50% des animaux traités sur une période donnée [76]. En
général, plus la D L5, est petite, plus le produit chimique est toxique. Le contraire

est également vrai : plus la DLsg est élevée, plus la toxicité est faible [78].

— Hypatotoxicité : les lésions hépatiques d’origine médicamenteuse sont une pré-
occupation majeure en matiére de sécurité pour le développement de médicaments
et une cause importante d’attrition des médicaments. Ce prédicteur a été construit
en utilisant les effets secondaires associés au foie de 531 composés observés chez
I’homme. Un composé a été classé comme hépatotoxique s’il avait au moins un
événement hépatique pathologique ou physiologique qui est fortement associé a

une perturbation du fonctionnement normal de la fois.

— Sensibilisation cutanée : La sensibilité cutanée est un effet néfaste potentiel
pour les produits appliqués par voie cutanée. L’évolution de la question de savoir
si un composé susceptible de rencontrer la peau peut induire une dermatite de
contact allergique est une préoccupation de sécurité importante. Ce prédicteur a
été construit en utilisant 254 composés qui ont été évalués pour leur capacité a

induire une sensibilisation cutanée [81].
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3.4 Résultats et Discussion

3.4.1 Reésultats du Docking moléculaire

Avant de détailler les résultats de 1’étude des interactions enzyme-ligand, nous
allons tout d’abord présenter les résultats de scores (Kcal/mol) et du RMSD de
meilleur pose pour chaque ligand (Tableau 3.5). Sachant que :

Le scores : représente les interactions liées a 1’électrostatique (comme les liaisons
hydrogeéne et les interactions de VAW), les effets de solvatation et de désolvatation
et I’énergie nécessaire pour déformer le ligand [98]. Le score devrait correspondre
directement a l’affinité de liaison en du ligand pour la protéine, de sorte que les
ligands présentant le meilleur score soient les meilleurs liants [41].

En général, une pose de ligand est finalement sélectionnée en fonction d’un score
d’amarrage [61]. C’est-a-dire, le choix de la pose est correspond a la structure qui a
I’énergie la plus basse.

RMSD (Root Mean Square Deviation) : Correspond & la moyenne de la
déviation de chacun des atomes du ligand (le ligand de référence). Les performances
d’un programme de docking sont évaluées en termes de capacité a reproduire le
mieux possible des complexes expérimentaux. Le mieux possible signifie que la valeur
du RMSD entre la pose du ligand calculée par le logiciel et la conformation dans
le complexe expérimental est la plus petite possible. Le positionnement, C’est-a-
dire l'identification correcte du site de liaison sur la protéine, 'orientation et la
conformation du ligand influent sur la valeur du RMSD [57|. Tableau 3.6 explique
les différents intervalles de valeurs RMSD données par le logiciel MOE.

D’aprés le Tableau 3.5 : On note que les complexes formés par les ligands .24,
L26, L16, L19, L25, L45, L27 L59, L17, L,.s et le site actif du 2V1D posseédent les
plus petites énergies du Score par rapport aux autres ligands,et aussi par rapport au
complexe de ligand co-cristalliser (L,.f), ceci montre que ces ligands peuvent former
des complexes stables. qui sont classés par l'ordre suivant : L24 < L26< L16< L19
< L25< L45 < L27 < L39 < L17<L,.s D’autre part, pour les valeurs de RMSD

obtenus, on peut les considérer comme suites :
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Tableau 3.5 — Résultats de RMSD et SCORE de I'enzyme 2VD1 avec les ligands

étudiés

Les composés sélectionnés en gras représentent les meilleurs légands, qu’on va

Composé N ° (ki:ic/?;zl) RMSD|Composé N * (k?;:lc/(;;il) RMSD
01 -8.71 1.91 31 -8.56 1.66
02 -9.18 1.31 32 -8.20 2.13
03 -9.20 1.51 33 -8.46 1.34
04 -9.91 1.64 34 -8.91 1.29
05 -8.29 2.12 35 -8.95 2.10
06 -8.64 2.06 36 -9.85 2.02
07 -9.22 1.46 37 -9.86 2.03
08 -9.15 2.05 38 -9.36 1.34
09 -8.56 1.65 39 -9.19 1.79
10 -8.58 2.19 40 -8.41 2.34
11 -8.92 2.07 41 -8.57 1.11
12 -8.83 2.65 42 -8.48 2.30
13 -8.34 3.83 43 -9.23 2.86
14 -8.66 2.52 44 -8.49 2.03
15 -9.81 1.35 45 -10.70 | 2.95
16 -10.90 | 2.51 46 -9.34 1.58
17 -10.56 | 2.69 47 -9.53 1.62
18 -9.05 3.55 48 -8.97 2.36
19 -10.83 | 2.10 49 -8.64 1.53
20 -8.92 2.55 50 -8.71 1.74
21 -8.96 3.11 o1 -9.51 1.43
22 -9.62 1.79 52 -8.23 1.60
23 -9.99 1.64 53 -8.58 2.57
24 -11.03 | 2.10 o4 -8.68 1.22
25 -10.80 | 1.33 55 -9.05 2.13
26 -10.92 1.65 56 -9.07 1.92
27 -10.61 | 1.51 o7 -8.76 3.29
28 -9.79 3.08 58 -9.74 2.78
29 -9.77 2.49 59 -10.60 | 1.62
30 -8.68 2.55 60 -7.00 3.42

Lye;(FAD) | -10.45

étudier leurs interactions.
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1.

Tableau 3.6 — Valeurs de RMSD données par le logiciel MOE.

RMSD |RMSD <1.5|1.5 <RMSD <3.5|3.5 <RMSD <6| RMSD <6
Structure| Parfait Acceptable Inadéquat |Inacceptable

Des structures parfaites(RMSD<1.5) pour les ligands : 1, 7, 15, 25, 33, 34,
38, 41, 51, et 54.

Les structures acceptables (1.5 < RMSD <3.5) pour les ligands : 02, 03, 04,
5,06, 08, 9, 10, 11, 12, 14, 16, 17, 19, 20, 21, 22, 23. 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
35, 36, 37, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 52, 53, 55, 56, 57, 58, 59, 60.

Des structures Inadéquats (3.5 < RMSD <6) pour les ligands 13, 18.

Etude des interactions enzyme-ligand de référence (FAD)

Dans l'objectif de proposer de nouveaux inhibiteurs de la 2V1D, il nous a semblé
judicieux d’étudier, en premier lieu, le mécanisme d’inhibition mis en place par
le meilleur composé réellement actif sorti du criblage total. Il s’agit du ligand de
référence FAD (C27 H33 N9 O15 P2) issue de la chimiothéque d’évaluation
utilisée dont le score s’évaluent a “-11.38 kcal /mol”. La visualisation des interactions
de ce composé au sein du site actif de la 2V1D a été réalisée a 1’aide du logiciel
MOE.

D’aprés Anne Imbertet col [51], les interactions ayant des distances comprises entre
25 A et 3.1 A sont considéré comme fortes et celles comprise entre 3.1 A et
3.55 A sont supposées moyennes et quand leurs distances sont supérieures a
3.55 A elles sont considérées faibles. D’apres les résultats du Tableau 3.7 et de
la Figure 3.9) on observe que : Le FAD établit deux liaisons avec l’enzyme
2V1D : La premiére liaison d’interaction moyenne (d=3.33 A) de type H-donneur
est établée entre le carbone n ° 58 du ligand et le résidu d’acide aminé Asp 556 de
I’enzyme, et la deuxiéme liaison d’ interaction moyenne de type pi-H est formée
entre le noyau benzoique (6-ring) de ligand et celui du résidu Ala 331 de I'enzyme.
Des interactions hydrophobiques aussi interviennent pour stabiliser le complexe
(2V1D-FAD) avec le résidu : Ala 331.
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Tableau 3.7 — Rapport d’interactions entre les résidus de site actif avec le FAD

Ligand FAD| Récepteur |Type d’interaction|Distance (A)
C 58 OD1 Asp 556 H-donneur 3.33
6-ring CA Ala 331 pi-H 3.52

FIGURE 3.9 — Interaction entre L,.r et les résidus du site actif de 2V1D

B) Etude des interactions enzyme- dérivés de Triazole-Dithiocarbamate
Cette étude est effectuée sur les neuf meilleurs ligands (L24, L.26, L16, L19, L25,
L45, L27 L59, L17) (voir les valeurs en gras dans le Tableau 3.5). Les résultats

de distances et des interactions entre ces ligands et ’enzyme 2V1D sont présentés

dans le Tableau 3.8.

A la lumiére de résultats obtenus on remarque que les distances mesurées varient
entre 2.52 A et 4.47 A pour tous les complexes étudiés. D’aprés Anne Imbert et
col [51], les interactions entre (2,5 A et 3,1 A) sont considérés comme fortes et
celles entre 3,1 Aet 3,95 A sont supposées moyennes et les interactions supérieures

a 3,55 A sont faibles ou absentes. Le suivant explique toute les interactions.
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Tableau 3.8 — Résultats des interactions entre les meilleures ligands et les résidus de
site actif de 2V1D

Inhibiteur|Ligand| Récepteur |Type d’interaction|Distance stérique
C 35 | O Trp 756 H-donneur 3.32
S 26 |[NH2 Arg 316 H-accepteur 2.65
24 S 26 | N Glu 801 H-accepteur 3.41
O 45 | N Val 590 H-accepteur 2.81
N 51 | CA Gly 315 H-accepteur 2.90
S 27 |OE1 Glu 801 H-donneur 3.12
26 O 46 | O Trp 756 H-donneur 2.60
C 55 | O Ala 809 H-donneur 3.26
5-ring | NE Arg 316 pi-cation 3.44
S 22 |OGI1 Thr 624 H-donneur 2.87
S 24 | N Arg 316 H-accepteur 3.29
16 S 24 | NE Arg 316 H-accepteur 4.47
S 24 |NH2 Arg 316 H-accepteur 3.06
O 35 | N Ala 309 H-accepteur 3.00
N 55 | CA Gly 287 H-accepteur 3.15
S 27 | O Gly 314 H-donneur 3.46
S 26 | N Glu 801 H-accepteur 3.55
19 S 27 | N Arg 316 H-accepteur 3.98
N 53 |CG Arg 316 H-accepteur 2.52
5-ring | CA Gly 315 pi-H 3.93
S 26 | CA Ala 331 H-accepteur 4.44
o5 S 26 | N Met 332 H-accepteur 4.39
S 26 | NZ Lys 661 H-accepteur 4.22
6-ring | CB Arg 316 pi-H 3.87
S 20 | N Glu 801 H-accepteur 3.76
45 S 22 | N Val 288 H-accepteur 3.78
5-ring | CD Arg 316 pi-H 4.14
6-ring | CA Ala 331 pi-H 3.59
C 35 |OE2 Glu 308 H-donneur 3.39
o7 O 49 |OE1l Glu 308 H-donneur 2.99
S 26 | N Glu 801 H-accepteur 3.89
S 27 | N Arg 316 H-accepteur 3.91
c 7 O Ala 809 H-donneur 3.35
59 S 22 | N Val 288 H-accepteur 3.92
5-ring | CA Thr 810 pi-H 4.41
C 27 |OE1 Glu 801 -, H-donneur 3.08
17 S 25 | N Val 288 H-accepteur 3.78
N 57 | CA Gly 285 H-accepteur 3.04
5-ring | CA Leu 625 pi-H 3.96
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1) Interactions 2V1D — L24 (Figure 3.10)

Avec le score le plus petit qui s’évalue a -11.03 keal /mol. L’analyse visuelle montre
que le ligand 24 inhibe 2V1D en formant cinq liaisons. Une liaison de type H-
donneur entre ’atome du carbone 35 du ligand et ’atome d’oxygéne du résidu
Trp 756 avec une distance 3.32 A, et quatre liaisons de type H-accepteur entre
le C 35, S 26, S26, 045, N51 du ligand et les résidus : O Trp 756, NH2Arg 316,
N Glu 801, N Val 590, CA Gly 315 du site actif de 2V1D respectivement avec
les distances 3.32 A, 2.65 A, 3.41 A, 2.81 A, 2.90 A. Le ligand 24 est également

stabilisé par 'interaction hydrophobique avec le résidu Trp de I’enzyme.

® . 5 ® 0
.Gly Val =
. )

%) yf\—/@ L
- ﬂ

FIGURE 3.10 — Interactions entre le ligand 24 et les résidus de site actif de 2V1D

73



Chap 3. 3.4. RESULTATS ET DISCUSSION

2) Interactions 2V1D — L26 (Figure 3.11)

Le ligand 26 est considéré comme 1'un des meilleurs inhibiteur sorti de notre
criblage virtuel avec un score égal a -10.92 kcal /mol. Ce score peut étre expliqué
par la présence de quatre liaisons dont les trois premiéres sont de type H-donneur
et qui sont formées respectivement entre S 27, O 46, C 55, et les résidus Glu 801,
Trp 756, Ala 809. Ils sont séparés par les distances 3.12 A, 2.60 A, 3.26 A. La
quatriéme liaison est formée entre le cycle triazole du ligand et le résidu Arg 316
avec une distance de 3.44 A. On observe aussi des interaction hydrophobiques

avec les résidus Trp, Ala qui assurent la stabilité du complexe 2V1D — L26.

<60
Hisg02 |

FIGURE 3.11 — Interactions entre le ligand 26 et les résidus de site actif de 2V1D
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3) Interactions 2V1D — L16 (Figure 3.12)

Les résultats montrent que le ligand 16 se caractérise par un score -10.90 kcal /mol.
Il établit six liaisons : la premiére est de type H-donneur qui est formée entre S
22 du ligand et le résidu Thr 624 avec la distance 3.53 A. Les autres liaisons sont
de type H-accepteur dont trois sont établies entre 'atome S 24 du ligand et les
atomes N, NE, NH, du résidu Arg 316 avec les distances 3.35 A, 341 A, 421 A,
Le deux autres liaisons sont formés entre O 35, N 55 du ligand et les résidus Ala
309, Gly 287 avec les distances 3.00 A, 3.15 A. Des interactions hydrophobiques

interviennent pour stabiliser le complexe (2V1D — L16) avec le résidu : Ala 309.

.éIuBOL

| Alagl4 { - /
_Ne284 T
g -/Val590

—

~_\  Leu3op
\ 43589

Met332

FIGURE 3.12 — Interactions entre le ligand 16 et les résidus de site actif de 2V1D
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4) Interactions 2V1D — L19 (Figure 3.13)

L’analyse visuelle montre que le ligand 19 a un score -10.83 kcal /mol en établissant
cinqg liaisons. Sachant que la premiére est de type H-donneur qui est observée entre
S 27 du ligand et le résidu Gly 314 séparé par la distance 3.46 A. Trois liaisons
sont de type H-accepteur entre S 26, S 27, N 53 du ligand et les résidus N Glu
801, N Arg 316 CG Arg 316 respectivement avec les distances 3.55 A, 3.98 A,
2.52 A, 3.93 A. La derniére liaison est de type Pi-H est observée entre le cycle
triazole du ligand et le résidu Gly 315 avec la distance 3.93 A.

FIGURE 3.13 — Interactions entre le ligand 19 et les résidus de site actif de 2V1D
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5) Interactions 2V1D — L25 (Figure 3.14)

L’interaction du ligand 25 avec le site actif de I'’enzyme donne le score -10.80
kcal /mol. Cependant ce ligand forme quatre liaisons, sachant que : les trois pre-
miéres liaisons sont de type H-accepteur et sont formées entre le S 26 du ligand et
les résidus Ala 331, Met 332, Lys 661 qui sont séparées par les distances 4.44 A,
4.39 A et 4.22 A respectivement. La quatrieme liaison est de type pi-H, et qui est
formée entre le noyau benzoique du ligand et le résidu ARG 316 du récepteur avec
une distance de 3.87 A. Le complexe (2V1D - ligand 25) est stabilisé aussi par des
interactions hydrophobiques avec les résidus : Ala 331 et Met 332 de I’enzyme.

‘;fruszﬁ!14l/
‘.,7 "

Glugol

FIGURE 3.14 — Interactions entre le ligand 25 et les résidus de site actif de 2V1D
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6) Interactions 2V1D — L45 (Figure 3.15)
L’analyse visuelle du complexe L45 et 2V1D (S= -10.70kcal/mol) nous révele

quatre liaisons, dont les deux premiéres sont de types H-accepteur et sont formées
respectivement entre C 35, O 49 du ligand et les résidus N Glu 801, N Val 288 de
P’enzyme avec des distances 3.76 A, 3.78 A. Les deux autres liaisons sont de type
pi-H et sont formées respectivement entre le cycle triazole et le noyau benzoique
du ligand et les résidus Arg 316, Ala 331 de l'enzyme avec des distances de
4.14 A, 3.59 A. Le complexe ici est stabilisée avec les résidus : Val 288 et Ala 331

de 'enzyme par des interactions hydrophobiques.

FIGURE 3.15 — Interactions entre le ligand 45 et les résidus de site actif de 2V1D
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7) Interactions 2V1D — L27 (Figure 3.16)

Le ligand 27 se caractérise par un score -10.61 kcal/mol. L’analyse visuelle du
complexe (2V1D — 1.27) montre la présence de quatre liaisons sachant que : deux
liaisons sont de type H-donneur et sont formés entre C 35, O 49 du ligand et les
résidus OE2 Glu 308, OE1 Glu 308 de ’enzyme respectivement, séparées par des
distances 3.39 A, 2.99 A. Les deux autres liaisons sont de type H-accepteur et
sont établies respectivement entre S 26, S 27 du ligand et les résidus Glu 801, Arg
316 de lenzyme avec des distances de 3.89 A, 3.91 A.

Gle2a0s

JGly287

FIGURE 3.16 — Interactions entre le ligand 27 et les résidus de site actif de 2V1D
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8) Interactions 2V1D — L59 (Figure 3.17)

Avec une valeur du score égale a -10.60 kcal /mol, le ligand 59 forme trois liaisons,
dont 1'une est de type H-donneur entre C 7 du ligand et le résidu O Ala 809 de
I'enzyme (d= 3.35 A). L’autre liaison est de type H-accepteur qui est entre S 22
du ligand et le résidu N Val 288 de I'enzyme (d= 3.92 A). La troisiéme liaison
est de type pi-H, formés entre le cycle triazole du ligand et le résidu Thr 810 de
Penzyme (d= 4.41 A). Le complexe 2V1D — L59 est également stabilisé par des

interactions hydrophobiques avec les résidus d’acides aminé : Ala 809 Val 288.
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FIGURE 3.17 — Interactions entre le ligand 59 et les résidus de site actif de 2V1D
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9) Interactions 2V1D — L17 (Figure 3.18)

Le ligand 17 posséde la valeur la plus élevée des scores obtenus qui est égal -10.56
kcal/mol. L’analyse visuelle du complexe (2V1D — L17) indique la présence de
quatre liaisons sachant que : la premiére est de type H-donneur entre C 27 du
ligand et le résidu Glu 801 de 'enzyme (d=3.08 A). La deuxiéme et la troisiéme
liaisons sont de types H-accepteur qui sont établies respectivement entre S 25, N
57 du ligand et les résidus Val 288, Gly 285 de ’enzyme séparées par les distances
3.78 A, 3.04 A. Enfin la derniére liaison est de type pi-H qui est formée entre le
cycle triazole du ligand et le résidu Leu 625 de I'enzyme (d= 3.96 A) On constate
également des interactions hydrophobique entre I'inhibiteur et les résidus d’acide
aminé Val 288 Leu 625 qui stabilisent le complexe (2V1D — L17).
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=8

FIGURE 3.18 — Interactions entre le ligand 17 et les résidus de site actif de 2V1D

3.4.2 Résultats des propriétés moléculaires (drug likness)

D’aprés I’étude précédente, nous avons récupéré neuf composés comme meilleurs
inhibiteurs. Pour une étude plus détaillée nous évaluons des propriétés moléculaires

de ces composés sous différentes regles :

A) Application de la régle de cinq (régle de Lipinski)
Tableau 3.9 présente les résultats de 1’évaluation de la régle de Lipinski pour les
meilleurs inhibiteurs. Ces résultats sont obtenus en utilisant le outil web Molinspi-

ration.

Les résultats du Tableau 3.9 montrent que :

— Les valeurs de log P de nos composés ainsi que le L,y sont inférieures a
5. Sachant que, une valeur positive pour log P indique que les composés sont
trop lipophiles, donc ils ont : une bonne perméabilité & travers la membrane
biologique, une meilleure liaison aux protéines plasmatiques, une bonne élimi-
nation par le métabolisme, mais une faible solubilité et une mauvaise tolérance

gastrique, alors que le L,.y a une valeur négative de log P, donc il est hydro-
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Tableau 3.9 — Résultats d’application de la Reégle de Lipinski pour les meilleurs
inhibiteurs de LSD1

Composé N°|N°ON| N "OHNH  |Masse(UMA)|Log P|Nombre de la violation
16 8 0 463.63 3.60 0
17 7 0 447.63 3.97 0
19 7 0 501.60 4.44 1
24 10 0 478.60 3.50 0
25 8 1 449.60 3.07 0
26 9 2 465.60 2.98 0
27 7 0 502.49 4.83 1
45 7 0 429.55 3.04 0
59 8 1 423.56 1.54 0
FAD 24 10 785.56 -2.69 3
N°ON: Liaisons hydrogéne accepteurs N “OHNH : Liaisons hydrogéne donneurs

phile. Il a par conséquence, une mauvaise perméabilité a travers la membrane,

par contre, il a une meilleure tolérance gastrique.

Les ligands 16, 17, 24, 25, 26, 45 et 59 ont des valeurs du poids moléculaire
inférieure a 500 Da, donc sont facilement a traverser les membranes cellulaires.
Alors que les ligands 19, 27 et le FAD ont une masse supérieure a 500 Da, ce

qui les rend difficile & pénétrer la membrane cellulaire.

Tous les ligands ont un nombre accepteur d’hydrogéne inférieur et égal
a 10 et un nombre donneur d’hydrogéne inférieur & 5 ce qui conduit a
une meilleure perméabilité. Alors que, le L,.; posséde un nombre accepteur
d’hydrogeéne supérieure a 10 et un nombre donneur d’hydrogéne supérieure a 5 ;
un grand nombre d’accepteurs d’hydrogéne conduit & une faible perméabilité

A travers une membrane bicouche

Le nombre de violation, nous remarquons que nos composés ont une vio-
lation nulle & part les deux composés 19 et 27 (Nv=1, Cela est di qu’ils ont
une masse plus que le poids requis).d’autre part aussi le ligand de référence

montre 3 violations, car il ne réalise pas 3 conditions de Lipinski.

De cela, nous pouvons conclure que : tous les composés répondent aux régles de
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Lipinski, suggérant que ces ligands théoriquement n’auraient pas de problémes avec
la biodisponibilité orale. Par contre le L,.; ne répond pas a cette regle.
B) Application de la Régle de Veber

Le Tableau 3.10 présente les résultats des propriétés concernant la régle de Veber.

Ces résultats sont calculés et obtenus en utilisant le logiciel Molinspiration.

Tableau 3.10 — Résultats de I'application de la Régle Veber pour les meilleurs inhi-
biteurs de LSD1

Composé N ° [PSA (A 2)|N “rotb
16 72.73 9
17 63.50 8
19 63.50 9
24 109.32 9
25 83.73 8
26 103.95 8
27 63.50 8
45 62.98 7
29 73.69 9

FAD 362.96 13

D’aprés les résultats du tableau on remarquant que :

— Pour les NRB : nos composés ont des valeurs de liaisons rotatives inférieures
a 10 par rapport au ligand de référence (NRB=13). Un faible nombre des
liaisons rotatives donc une flexibilité réduit pour tous les composés ce qui
indique que ces ligands lors de la liaison a une protéine ne changent que
légérement leur conformation. Par contre, le ligand de référence a un NRB >

10 (une grande flexibilité) donc sera une mauvaise biodisponibilité.

— Pour la surface (TPSA) : tous les composés étudiés ont des valeurs infé-
rieures a 140 A 2 ce qui montre la bonne prédiction de la biodisponibilité orale
et le transport & travers les membranes biologiques. Alors que le ligand de ré-
férence posséde un TPSA supérieure a 140 (=362.96) donc mauvaise transport

4 traverser les membranes.
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De cela, nous pouvons conclure que tous les composés étudiés sont en accord avec

la régle de Veber. Cependant le L,.; ne réalise pas cette regle.

C) Application de la Régle de Ghose

En plus des deux régles précédentes, le logiciel SwissADME nous donne également
la possibilité d’évaluer les paramétres de la régle de Ghose. Les résultats obtenus

sont présentés dans le Tableau 3.11.

Tableau 3.11 — Résultats d’application de la Régle de Ghose et du score de biodis-
ponibilité

Composé N|log P ?]/g\;\g Refrac&g;jz;olalre Nombre d’atome|Score de biodisponibilité
16 3.60 |463.63 133.90 30 0.55
17 3.971447.63 132.38 30 0.55
19 4.44 1501.60 132.41 33 0.55
24 3.50(478.60 136.23 32 0.55
25 3.04 |449.60 129.43 30 0.55
26 2.98 |465.60 131.45 31 0.55
27 4.83|502.49 137.43 31 0.55
45 3.04 [429.55 122.26 29 0.55
59 1.54 |423.56 121.04 28 0.55

FAD |-2.69|785.56 178.14 53 0.11

Les résultats de calcul montrent que :

— Les valeurs de log P de nos composés allant de 1.54 a 4.83 qui sont tous
comprises dans l'intervalle des normes -0.4 < log P < 5.6, tandis que la valeur

de log P pour L,.s est en dehors de I'intervalle (Log P =2.69).

— Toutes les valeurs de masse moléculaire de nos composés (sauf les com-
posés 19 et 27) sont comprises dans U'intervalle 160 < masse < 480. Mais la

masse de L,.; était en dehors de I'intervalle.

— La réfractivité molaire les composés 25, 45 et 59 ont des valeurs dans la
plage des normes 40 < réfractivité < 130 mais les composés 16, 17, 19,24 26, 27

et aussi L,.s ont une valeur de réfractivité plus de 130 (dehors de 'intervalle).
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— Les valeurs du nombre d’atome des composés et L.y allant de 28 a 53 et

qui sont comprises dans l'intervalle 20 < nombre d’atomes < 70.

— Les valeurs de Score de nos ligands sont égale a 0.55, ce qui montre que ces
ligands ayant une bonne biodisponibilité. Par contre le L,.r a un score égale

a 0.11. Donc on peut dire qu’il est peu absorbé.

Donc, on peut constater que les composés 25, 45 et 59 valident et répondent aux
régles de Ghose mais les composés 16, 17, 19, 24, 26 et 27 et aussi L,y ne répondent

pas a cette regle.

3.4.3 Reésultats de solubilité dans ’eau et des propriétés chi-
mie médicinale
A) Reésultats de solubilité dans ’eau

Pour optimiser le travail de pré-formulation et de passer plus rapidement a 1’étape
de la formulation, il est intéressant de classer les substances actives en fonction de
propriétés physico-chimiques clés. L'une des principales propriétés est la solubilité.
I1 est possible d’estimer la biodisponibilité in vivo des substances actives en fonction

de leur solubilité.

Les résultats de I’évaluation de la solubilité concernant les 3 ligands restés sont

présentés dans le Tableau 3.12.

Tableau 3.12 — Résultats de solubilité

Composé N|log S Classe
25 -3.85 Soluble
45 -4.03 moyennement Soluble
59 -3,06 Soluble
FAD -1.06 trés soluble

D’apreés les résultats obtenus, nous constatons que : Les deux composés 25 et 59 sont
des composés solubles, ils posseédent des valeurs du log S : -3.85 et -3.06 successives

qui sont des valeurs supérieurs et proches a la valeur optimale -4, tandis que le
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composé 45 est un composé moyennement soluble et posséde un log S =-4.03 qui
est un peu plus petit que la valeur optimal. Alors que, le L,.s est un composé trés
soluble, il a une valeur de log S = -1.06 qui est également supérieure a la valeur

optimale mais qui en est loin par rapport aux valeurs des composés étudiés.

D’apreés les résultats précédents, nous pouvons dire que tous les composés possédent

une bonne absorption orale qui entraine une bonne biodisponibilité.

Résultats des propriétés chimie médicinale

Cette étude est effectuée a travers I’évaluation de 'alerte PAINS et de 'accessibilité

synthétique. Les résultats obtenus sont comme suit :

— Reésultats des PAINS
Les résultats de PAINS des ligands étudiés sont présentés dans le Tableau 3.13.

Tableau 3.13 — Résultats des PAINS pour les meilleurs inhibiteurs de LSD1

Composés|Alertes de PAINS
25 0
45 0
59 0
FAD 0

D’apres les résultats obtenus, on peut dire que les composés étudiés et le Li.f
n’ont aucun alerte PAINS, ce qui montre qu’ils ont réagi de maniére spécifique
avec une cible biologique dans 'organisme.
— Accessibilité synthétique

L’accessibilité synthétique varie de 1 (trés facile) a 10 (tres difficile). A partir
des résultats montrés dans le Tableau 3.14 nous constatons que les composés
étudiés ont des valeurs d’AS : 3.87, 3.51 et 3.72 successivement et selon les
donnée cités précédemment, on peut dire que ces composés ont une voie de
synthése facile par rapport au L,.; qui a une valeur de AS—=6.52 et ce qui

montre qu’il est un peu difficile & synthétiser.
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Tableau 3.14 — Résultats de l'accessibilité synthétique

Composés|Accessibilité synthétique(AS)
25 3.87
45 3.51
29 3.72
FAD 6.52

3.4.4 Reésultats des propriétés ADME-tox

L’étude du profil ADME-tox pour les trois composés est trés importante afin de
comprendre la capacité de ces composés & produire un effet thérapeutique comme
souhaité et & éviter la survenue d’effets secondaires pouvant entrainer des résultats
négatifs. D’un autre coté, I'objectif de prédire ’TADME-tox nous permet également
de déterminer plus facilement le meilleur composé potentiel de tous les composés

récupérés.

A) Absorption et distribution

Tableau 3.15 — Résultats d’absorption et distribution

Composés|Absorption GI|Perméation de BHE |log kp (Cm /S)
25 Faible Non -7.30
45 Elevé Non =717
99 Elevé Non -7.88
FAD Faible Non -14.61

Nous constatons d’aprés les résultats du Tableau 3.15 que :

— Les deux composés 45 et 59 ont une absorption intestinale élevée par rapport a
I'absorption de L,y ce qui montre que ces composés peut étre mieux absorbés
par le tractus gastro-intestinal lors d’une administration orale. Tandis que le
composé 25 a le méme caractére que le L,.s (une absorption faible), donc ils

ayant une mauvaise absorption par le tractus gastro-intestinal.
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— Pour tous les composés la pénétration a travers la barriére hémato-encéphalique
(BHE) est négatives.

— Les valeurs de log kp sont dans l'intervalle de -7.88 &4 -7.17 Cm/S. La valeur
-7.17 Cm/S corresponds au composé n ° 45, donc il est plus perméante par la

peau. Tandis que L, posséde la valeur de log kp qui est égale 4 -14.61 Cm/S,

indique que L,.s est moins perméante par la peau.

B) Métabolisme

Les modéles “Oui” ou “Non” renvoient si la molécule étudiée a une probabilité
plus élevée étre substrat ou non substrat de la P-gp ou inhibiteur ou non inhibiteur
d’un CYP donné [75].

Tableau 3.16 — Résultats du métabolisme

Composé|Substrat |Inhibiteur|Inhibiteur |Inhibiteur|Inhibiteur|Inhibiteur

N P-gp | CYP1A2 |CYP2C19| CYP2C9 | CYP2D6 | CYP3A4

25 Oui Non Non Oui Non Oui

45 Non Non Oui Oui Non Oui

59 Oui Non Oui Non Non Oui
FAD Oui Non Non Non Non Non
CYP : Cytochromes P-gp P-glycoprotéine

A travers les résultats présentés dans le Tableau 3.16, nous notons que :

— Les composés 25 et 59 sont des substrats de la P-gp ce qui signifie qu’ils auront
une augmentation de la biodisponibilité. Tandis que le composé 45 n’est pas
un substrat de la P-gp donc y aura une réduction de la biodisponibilité de ce

composé.

— D’autre part on peut noter que tous les composés n’inhibent pas les isoenzymes
CYP1A2 et CYP2D6 par conséquence, les effets indésirables résultant des
interactions médicamenteuses lors de 'administration oral de ces composés

sont peu probables.
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— Par ailleurs, le ligand de référence est un substrat de la P-gp et aussi il n’inhibe

aucune des isoenzymes, ce qui indique ’absence des problémes d’interactions

médicamenteuses

C) Toxicité

Selon les résultats présentés dans le Tableau 3.17 :

Tableau 3.17 — Résultats de 1’évaluation de la Toxicité

Toxicité aigué
Composé N ° Toxicité|Inhibiteur| par voie orale Hypatotoxicité Sensibilisation
AMES | hERG I |chez le rat (DL50) cutanée
mol / kg

Composé 25 | Non Non 2.248 Oui Non
Composé 45 | Non Non 2.344 Oui Non
Composé 59 | Non Non 2.588 Oui Non

FAD Non Non 2.482 Non Non

— Nous remarquons que le test AMES pour ces composés est négatif donc sont

des composés non mutagénes ; ils ne peuvent pas agir comme cancérogénes.

— Nous remarquons aussi qu’ils ne considérons pas comme des inhibiteurs des

canaux potassique alors, ils ne peuvent pas affecter sur le rythme cardiaque

donc 'absence de QT long acquis.

— Les valeurs obtenues de DL50 sont faibles. C’est a dire que ces trois composés

provoquent une toxicité aigiie.

— On peut également déduire que les composés mentionnés ci-dessus ne pro-

voquent pas une sensibilité cutanée. Mais ils provoquent une hépatotoxicité.

— Alors que le ligand de référence est un composé :

e Non mutagéne donc ce n’est pas un élément cancérogéne

peut provoquer une toxicité aigiie.

Non inhibiteur des canaux potassique donc ’absence de QT long acquis

Posséde une valeur faible de (DL50=2.482 mol/kg), donc ce composé¢ aussi

e Ne provoque pas ni une hépatotoxicité ni une sensibilité cutanée.
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Conclusion Générale

Le Docking moléculaire se concentre sur la simulation informatique du processus
de reconnaissance moléculaire. Il vise & obtenir une conformation optimisée a la fois
pour la protéine et le ligand et une orientation relative entre la protéine et le ligand
de telle sorte que ’énergie libre du systéme global soit minimisée. Notre objectif dans
ce travail était ’adoption de la modélisation moléculaire par le Docking afin d’étudier
et d’optimiser des nouveaux inhibiteurs; qui ont été proposés comme des nouveaux
agents thérapeutiques possibles ciblant ’enzyme de LSD1 dans le but de traiter le
cancer.

Dans un premier temps, nous avons présenté la maladie de cancer de facon gé-
nérale ; comprenant aussi la cible thérapeutique LSD1 et ses inhibiteurs comme des
médicaments orientés vers cette cible dans le cadre du traitement de cette maladie.
Par ailleurs, dans une deuxiéme partie, nous avons abordés les principes fondamen-
tales de la méthode de docking moléculaire ainsi que les diverses concepts de filtrage
qui nous aident & approfondir I’étude des composés proposés dans cette étude tel
que les propriétés drug-likeness et les propriétés ADMEtox. Dans la troisieme partie,
nous avons présenté la partie la plus importante dans ce travail qui est le dévelop-
pement de protocole de docking moléculaire par le logiciel MOE (version 2014) pour
les inhibiteurs proposés. Le docking moléculaire a été réalisé sur une série de 60
composés afin de prédire 'affinité de chaque composé avec la cible de LSD1. Alors,
par comparaison avec le score de L,.; (S=-10.45kcal/mol), neuf composés étaient
filtrés et caractérisés comme des meilleurs inhibiteurs car ils possédent des valeurs de
scores plus petits (de -10.56 & -11.03 kcal/mol) et cela qualifie ces composés d’étre

plus stables et avoir une affinité plus élevée a se lier avec I'enzyme de LSD1 mieux

91



Chap 3. 3.4. RESULTATS ET DISCUSSION

que le ligand de référence (FAD). Ces résultats ont été ensuit confirmés par 1’analyse
visuelle des schémas d’interaction qui montrons la présence des interactions de type
hydrophobique et c¢’est ce qui les a rendus plus stables.

Pour mieux approfondir, nous avons fait une autre étude en évaluant les proprié-
tés drug likeness des neuf composés récupérés. Cela est réalisé selon les régles de :
lipinski, Veber, Ghose et Score de biodisponibilité. Cette évaluation, nous a permis de
constater que les composés numéro : 25, 45 et 59 avaient une bonne biodisponibilité
orale parmi les neuf composés. En mettant en évidence les critéres de chimie médici-
nale, I’évaluation de I'accessibilité synthétique a montré que ces composés sont plus
faciles a extraire que le composé de référence. Afin d’améliorer la qualité de ces trois
composés, les propriétés ADMEtox ont été évaluées, ce qui a montré que les deux
composés 45 et 59 avaient des bonnes propriétés ADME et ainsi meilleure que Ly,.;.
Selon les résultats, les composés devraient étre toxique. Pour cela, il est recommandé
de I’étudie plus avant.

A la fin de ce travail, nous pouvons conclure que les deux composés 45 et 59 sont
les meilleurs inhibiteurs obtenus avec un score de -10.70 et -10.60 kcal/mol respec-
tivement, et ils ont une voie de synthése faciles et des propriétés qui probablement
peuvent en faire des composés candidats capables de traiter le cancer.

Cependant, notre étude reste seulement une étude théorique préliminaire, qui
nécessite une étude empirique in vitro pour s’assurer que ses résultats sont corrects

et les mieux développés.
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