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Liste des principales abréviations

2D : Deux dimensions.

3D : Trois dimension

uM > Micro molaire.

A -

R

ATV : I'aire tegmentale ventrale

ADME : Absorption Distribution Métabolisme Elimination
AMBER : Assisted Model Building with Energy Refinement

A - Angstrém.
AA : Acide Aminé
AM 1 : Austrin Model 1

CMA : cortex cingulaire antérieur

CHARM (Bio+) : Chemiste at Harvard Macromoléculaire
CYS : Cystéine

CNDOJ/2 : Complete Neglect of Differential Overlep/version
DA : dopamine

DFT : Théorie de la fonctionnelle de la densité

ESI : enzyme-substrat-inhibiteur

E-S : Enzyme-Substrat
E : Enzyme
EMO : Energie Moléculaire

FAD: Flavine adenosine dinucléotide.
HF : Hartree-Fock

IC50 : Inhibitory concentration 50.

INDO : Intermediate Neglect of Differential Overlap
GROMOS : Groningen Molecular Simulation Program Package

GPi : Globus Pallidus interne



R

GPe : Globus Pallidus externe

G/mol : Gramme par molle
L : Ligand

Lrer : Ligand de réference

MA : Maladie Alzheimer

MP : Maladie Perkinson

MPTP : 1-méthyl-4-phényl-1, 2, 3,6-tétrahydropyridine.
MAO : Monoamine oxydase.

MAO-A : Monoamine oxydase A.

MAO-B : Monoamine oxydase B

MOE : Molecular Operating Environmen

MINDO/3 : Modified Neglected of Differential Overlap
MNDO : Modified Neglect of Diatomic Overlap

NPA : Nouveau parti anticapitaliste
nm : Nano mitre

PMC : cortex moteur primaire
PPN : cortex pré-moteur;
PDB : Protein Data Bank (banque de donnée protéique).

PM : Poids moléculaire.

RMSD : Signifie Root-Mean-Square Deviation

S : Substrat

SN : systeme nerveux

SNC : systeme nerveux central

SNpc : substance noire pars compacta
SNA : systéeme nerveux autonome
SNpr : substance noire pars reticulata

STN : noyau sous-thalamique



TYR : Tyrosine

VIH : virus de lI'immunodéficience humaine
VAN : noyau ventral antérieur.

VLN : noyau ventral latéral






Introduction générale

Les maladies neuro-dégénératives regroupent un ensemble de pathologies affectant le
systeme nerveux (SN). Dans son ensemble, la neuro-dégénérescence frappe les individus de tous
ages, mais devient de plus en plus fréquente avec I'age, touchant une tres grande partie de nos
personnes agées population. En raison de la nature trées complexe de ces maladies, qui résultent
souvent de facteurs pathogénes génétiques et environnementaux, la communauté scientifique qui
recherche les causes et la thérapie de la neuro-dégénérescence fait face a des défis remarquables,
nécessitant un progres technologique [1]. Parmi les deux principales en termes d’incidence sont :
la maladie d’Alzheimer (MA), qui affecte majoritairement les fonctions cognitives, et la maladie
de Parkinson (MP), qui affecte surtout les fonctions motrices [2].

La maladie de Parkinson (MP) est une maladie neuro-dégénérative du systéme nerveux
centrale qui fut découverte en 1817 par Sir James Parkinson. C’est une pathologie assez fréquente
qui constitue la seconde affection dégénérative aprés la maladie d’ Alzheimer (MA) [3]. Elle  est
caractérisee par une perte des neurones dopaminergiques dans la substance noire. Au moment ou
les symptomes apparaissent, 60 a 80% des cellules ont déja disparu. Ces cellules
dopaminergiques sont responsables de la production d'un élément chimique appelé dopamine
(DA), qui est un neurotransmetteur, c'est- a-dire un messager chimique responsable de la
transmission de signaux, entre la substance noire et le striatum. Ces signaux interviennent dans le
contr6le des mouvements. La perte de ces neurones entraine des altérations dans l'activité des
circuits neuronaux au sein des noyaux de la base, lesquels régulent les mouvements [4,5].

Au cours des années 1960, la L-DOPA, un précurseur direct de la DA, qui est synthétisée in
Vivo a partir de la tyrosine dans les neurones de la DA par la tyrosine hydroxylase et est convertie
en DA par la L-acide aminé décarboxylase aromatique, a été introduite pour traiter ce déficit en
DA dans le striatum. En plus de la L-DOPA en tant que traitement [6].

De plus, Les monoamines oxydases (MAO-A et MAO-B) sont des enzymes dépendantes de la
FAD (flavine adénine dinucléotide) qui sont responsables du métabolisme des
neurotransmetteurs, tels que dopamine (DA), sérotonine, adrénaline et noradrénaline, et pour la
désamination oxydative de arylalkylamines exogénes. En raison de leur réle central dans le
métabolisme des neurotransmetteurs, ces les enzymes représentent des cibles médicamenteuses
attrayantes dans la thérapie pharmacologique des neuro-dégénératifs maladies et troubles
neurologiques. Efforts récents vers le développement d'inhibiteurs de MAQO se sont concentrés
sur les inhibiteurs sélectifs de la MAO-A ou de la MAO-B. Les inhibiteurs sélectifs de la MAO-
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A sont efficaces dans le traitement de la dépression et de I’anxiété, tandis que les inhibiteurs de
MAO-B sont utiles pour traitement de la maladie de Parkinson [7].

D’autre part, il y a plusieurs études consacré pour inhiber ces enzymes par des méthodes
expérimentales et théoriques, parmi ces méthodes on précise la modélisation moléculaire qui joue
un réle trés importante dans la découverte des médicaments.

La modélisation moléculaire est devenue une nouvelle technique de compréhension des
phénoménes chimiques et un outil de travail a part entiére dans le domaine de la chimie
structurale, dans les calculs des surfaces d’énergie potentiel des molécules organique [8].

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

Notre objectif de travail est d’étudier le mode d’interactions entre une série nouvellement
synthétisées des molécules avec la monoamine oxydase B (MAO-B) en combinant entre trois

méthodes a savoir ; docking moléculaire, dynamique moléculaire et propriétés ADME.
Le travail de ce mémoire est présenté en trois chapitres :

Une Introduction générale : Dans laquelle nous avons précisé 1’objectif de notre travail.

Le premier chapitre : Il englobe une recherche bibliographique sur les différentes méthodes de la

modélisation moléculaire.

Le deuxieme chapitre : 1l est consacré pour deux parties :

Partie (A): Les protéines, les enzymes et les acides aminés
Partie (B): La maladie Parkinson

Dans le _troisieme chapitre : Nous avons analysé et discuté les résultats obtenus aux cous ce

travail.

Une Conclusion générale : Tirer une conclusion générale a partir des résultats obtenus.
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CHAPITRE 1 : Méthodes de la Modélisation Moléculaire

I. Introduction

La recherche et la synthése de nouveaux composés chimiques sont aujourd’hui souvent associées
a une étude par modélisation moléculaire. La modélisation moléculaire est une technique
permettant, non seulement de représenter les propriétés et les réactions chimiques mais aussi de

manipuler les modeéles des structures en deux ou trois dimensions.

La modélisation moléculaire implique I'utilisation des méthodes de calcul théoriques (mécanique
moléculaire, dynamique moléculaire, mécanique quantique ab-initio ou semi-empirique,...)
permettant de déterminer la représentation graphique de la géométrie ou de la configuration des
atomes d'une molécule et d'évaluer les propriétés physico-chimiques de la molécule étudiée. La
modélisation moléculaire associée a une représentation infographique des stéréochimies permet
d'interpréter des phenomeénes physico-chimiques, de suggérer des nouvelles expériences et
d'analyser ainsi des resultats d'une fagon plus critique que les expériences classiquement utilisées,
mais ces deux approches purement théoriques ou experimentales sont complémentaires.

La modélisation moléculaire a pour but de prévoir la structure et la réactivité des molécules ou
des systemes de molécules. Les méthodes de la modélisation moléculaire peuvent étre rangées en

trois catégories [1] :

e Les méthodes quantiques.
e La meécanique moléculaire.

e Ladynamique moléculaire.

Sous le vocable de modélisation moléculaire, on trouve différentes techniques de visualisation, de
manipulation, d ‘analyse et de calcul des structures moléculaires. Schématiquement, on distingue
les techniques de graphisme moléculaire permettant de représenter sur un écran la structure 2D
ou 3D d'une molécule, de la manipuler (rotation, translation, changement de conformation,
superposition, etc.) de facon interactive (tout au moins sur les stations graphiques suffisamment
puissantes) et de l'analyser (calculs de paramétres géométriques tels que distances, angles,

surfaces accessibles, etc.).

Parmi les méthodes de la modélisation moléculaire on trouve aussi I’arrimage moléculaire (plus

souvent connu sous le terme "docking") [2].
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Le docking moléculaire connu aussi sous le nom « amarrage moléculaire pour les puristes
francophones », fait partie des méthodes de modélisation. Cette technique utilise les méme
principes que les autres méthodes de modélisation, sauf qu’elle a la particularit¢é de combiner
deux molécules ou plus en méme temps. Cette propriété fait du docking l'une des plus
importantes méthodes de modélisation moléculaire. Pour cela différentes méthodes et algorithmes

ont été mise au point pour I’élaboration de cette technique [3].

Le role principal de cette technique est étudié puis prédire les interactions probables entre des
ligands (substrat, activateur ou inhibiteur) et les acides aminés composant la structure de

récepteur (protéine). Le docking moléculaire se déroule en deux étapes distinctes:

v La premiére étape consiste a positionner le ligand dans le site choisi de la protéine.

v' La seconde étape de cette méthode permet I’évaluation des interactions énergétiques
potentielles entre le ligand et la protéine. Ces deux étapes different chacune du
programme de docking utilisé [4].

I1. Méthodes de la modélisation moléculaire

La mod¢lisation moléculaire consiste a construire des modéles des molécules ou d’ensemble de
molécules, dans le but de mieux en comprendre la structure et les autres propriétés physico-

chimiques.

Du point de vue du chimiste, une molécule est un assemblage d’atomes liés entre eux par les

liaisons chimiques.

I1.1. Méthodes quantiques

La mécanique quantique est le prolongement de la théorie des quanta, issue des travaux de
Planck, de leur interprétation par Einstein et de leur application a la théorie atomique par Bohr et
Sommerfeld. Elle explique la quantification de certaines grandeurs (énergie, moment cinétique)

et fait émerger le principe d'exclusion de Pauli.

La nouvelle conception des particules qui découle de la dualité onde-corpuscule, explicitée dans

les travaux de De Broglie (1923) conduit a la mécanique ondulatoire.
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Les méthodes de la mécanique quantique, qui font appel a la distribution des électrons répartis en
orbitales autour de la molécule, impliquent des temps de calcul souvent élevés qui limitent leur

usage a des petites molécules ou nécessitent le recours a de nombreuses approximations.

Elles sont particulierement adaptées au calcul des charges et des potentiels électrostatiques, a
I’approche des mécanismes réactionnels ou a la polarisabilité. L’objectif de la mécanique

quantique est principalement de déterminer 1’énergie et la distribution électronique [5].

La chimie quantique définie la structure moléculaire comme un noyau autour du quel gravitent
des électrons, qui sont décrit par leur probabilité de présence en un point et représentés par des

orbitales.

11.1.1. Méthodes ab-initio

Les méthodes Hartree-Fock-Roothann sont des méthodes non empiriques, toutes les intégrales
sont rigoureuses et il n’y a pas d’approximation a faire sauf celle de Born Oppenheimer et
I’approximation OM-CLOA. Dans les méthodes ab-initio, toutes les particules (noyau et
¢lectrons) sont traitées explicitement. On n’utilise aucun parameétre empirique dans le calcul de

I’énergie.

a. Equation de Schrddinger

Le champ d’application des méthodes quantiques s’est considérablement ¢élargi depuis
I’avénement, en 1931, de la méthode de Hiickel restreinte a la description des seuls €lectrons n

des molécules organiques conjuguées.

A la base, les méthodes de la chimie quantique, fondées sur les principes de la mécanique
quantique, visent généralement la détermination de la fonction d’onde du systéme
polyélectronique considéré, atome ou molécule, en résolvant I’équation de Schrodinger
correspondante : pour un systétme donné, dans un état stationnaire, c’est-a-dire d’énergie

constante, elle prend la forme de I’équation aux valeurs propres suivante [6] :

HY=EY
Ou:

¥ : Fonction d’onde de la molécule.
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H : Hamiltonien totale d’une molécule comportant N noyaux et n électrons. Il est défini par la
somme de cing termes (cinétique des électrons, cinétique des noyaux, répulsion entre électrons,
répulsion entre noyaux et le terme d’attraction électrons-noyaux).

E : Energie totale d’une molécule.

La résolution exacte de cette équation n’est possible que pour I'atome d ‘hydrogéne et les
systemes mono-électroniques. Pour les systemes poly électroniques, on fait appel aux méthodes

d’approximation, pour la résolution approchée de 1’équation de SCHRODINGER.
L’Hamiltonien H est donné par : H = Te + Tn + Vee + Ven + VN

Avec:

Te: ’énergie cinétique des n €lectrons.

Tn : Pénergie cinétique des N noyaux.

Ven : I’énergie d’attraction €lectrons- noyaux.

Vee : I’énergie de répulsion électron- électron.

Vnn: Iénergie de répulsion noyau- noyau.

b. Approximation de Born-Oppenheimer

Cette approche est aujourd’hui a la base de beaucoup de calculs en physique de la matiere [7],
partant du simple constat que les électrons sont beaucoup moins lourds que les noyaux, on peut
dire classiquement que leur mouvement est bien plus rapide. Par consequent, on considére que les
électrons évoluent dans un potentiel créé par des atomes fixes. La fonction d’onde électronique
Y(r,R), dépend explicitement alors des coordonnées r et paramétriquement des R . L'équation de
Schrodinger est résolue en deux étapes : tout d’abord, on résout I’équation €lectronique en posant

les noyaux fixes puis on résout I’équation nucléaire dans le potentiel créé par les électrons.

L’approximation de Born-Oppenheimer n’est valable que lorsque les couplages des mouvements
¢lectroniques et nucléaires sont négligeables, ¢’est-a-dire quand la fonction d’onde ne subit pas
de variations brusques lorsque les noyaux varient. Elle atteint ses limites lorsque 1’on traite par
exemple des problemes de collisions ou bien des problémes de croisements de surfaces d’énergie

potentielle.

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

La théorie de la fonctionnelle de la densité électronique a été développée en deux temps, en 1964
et en 1965, par Hohenberg, Kohn et Sham [Hohenberg-1964, Kohn-1965]. Elle consiste en la
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réduction du probléme a plusieurs corps en un probléeme a un seul corps dans un champ effectif
prenant en compte toutes les interactions dans le systéme. L'idée fondamentale est que les
proprietés exactes de I'état fondamentale d'un systéme formé de noyaux et d'électrons sont des
fonctionnelles (fonction d'une fonction) de la seule densité électronique. La DFT est basée sur les

deux théorémes suivants.

1. Il y a une correspondance exacte entre la densité électronique et le potentiel externe d'un
systeme physique donnée ; le potentiel externe est déterminé grace a une densité unique a un

constant pré.

L'énergie de I'état fondamental d'un systéme a plusieurs électrons dans un potentiel externe Vext

peut s'écrire :

[o(")] = I(r)(r)dr + F(o(r))).

(r) : est la densité électronique, ((r)): est une fonction universelle de p qui contient la
contribution cinétique et coulombienne a I'énergie qui ne dépend pas du systeme. Il existe une
relation unique a un constant pré entre (r) et (r). ((r)) : est une fonctionnelle universelle dans le

sens ou elle ne dépend pas du potentiel extérieur qui agit sur le systéme.
Le terme J(r)(r)dr : représente I'interaction noyau-électron.

2. La densité électronique qui minimise I'énergie du systeme est la densité exacte de I'état

fondamental (Démontreé par le principe variationnel).

11.1.3. Les bases d’orbitales

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

particulier post Hartree Fock, la base représente la description des orbitales atomiques.

e La base 6-31 G* : décrit une orbitale atomique par la combinaison de six fonctions
gaussiennes par orbitale de ceeur, de trois autres pour la description des électrons de valence

et d’une derniére pour description des électrons de valence les plus éloignés du noyau
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(externe). L'astérisque signifie l'utilisation d'orbitales de polarisation pour les atomes lourds
c’est a dire d pour les orbitales p, f pour les orbitales d, etc.

e La base 3-21G : base telles que chaque orbitale atomique interne est représentée par une
gaussienne contractée qui est elle-méme une combinaison linéaire de 3 gaussiennes
primitives. Alors que chaque orbitale de valence est représentée par deux fonctions
gaussiennes contractées l'une est combinaison linéaire de 2 primitives et l'autre 1 gaussienne
simple.

e La base 6 -311G : représente une base du type triple zéta. Dans cette base 1’orbitale interne
est représentée par une seule STO combinaison linéaire de 6 GTO et les orbitales de valences
sont représentées par 3 STO [8].

11.2. Méthodes semi-empiriques

Une méthode semi-empirique est une méthode dans laquelle une partie des calculs nécessaires

aux calculs Hartree-Fock est remplacé par des parameétres ajustés sur des valeurs expérimentales.

Dans les méthodes ab-initio la quasi-totalité du temps de calcul est consommé par les calculs des
intégrales, et dans le but de réduire ce temps de calcul, il est nécessaire de simplifier les
équations de Roothann. Une méthode semi-empirique est une méthode dans laquelle une partie
des calculs nécessaires aux calculs Hartree-Fock est remplacé par des paramétres ajustés sur des
valeurs expérimentales (I’hamiltonien est toujours paramétré par comparaison avec des
références). En générale toutes ces methodes sont trés précises pour des familles de produits
données voisines a celles utilisées pour la paramétrisation. Les méthodes semi-empiriques ne
considérant que les électrons de la couche de valence ; les électrons des couches internes sont

inclus dans le coeur nucléaire.

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

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

systéme en conservant les intégrales d’échange.
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v' MINDO/3: Proposée par Bingham, Dewar et Lo en 1975. La paramétrisation est effectuée en
se référant aux résultats expérimentaux et non pas aux résultats ab-initio, de plus ’algorithme
d’optimisation utilise est trés efficace (Davidon- Fletcher-Powell). Cependant, elle surestime
la chaleur de la formation des systemes insaturés et sous-estime celle des molécules contenant
des atomes voisins ayant des paires libres.

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

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

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

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

Dewar en 1993. Elle inclut la corrélation électronique [9].

11.3. Méthode empirique (non quantique)

Les méthodes empiriques sont des méthodes de mécanique moléculaire basées sur des concepts
de la mécanique classique ou les atomes et leurs électrons sont confondus en une collection de
points matériels. Ces derniers agissent les uns sur les autres par l'intermédiaire d'un potentiel
empirique encore dit champ de forces ne dépendant que de la position relative des atomes dans
I'espace. Au sein de l'ordinateur, la représentation d'une molécule consiste donc en un ensemble
de coordonnées atomiques, une liste de liaisons chimiques et un jeu de fonctions et de
parametres constituant le potentiel d'interaction. Le potentiel empirique qui détermine I'énergie
conformation elle de la molécule est constitué de deux types de termes représentant,
respectivement, les interactions entre les atomes liés (longueur de liaison, angle de valence,

angle diedre) et les atomes non liés (Van der Waals, électrostatique) [10].
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11.3.1. Mécanique moléculaire

La mécanique moléculaire est une méthode appelée méthode de champ de force, ce dernier est un
modele mathématique basé sur les principes fondamentaux de la spectroscopie vibrationnelle ;
I’énergie potentielle y est qualifiée d’énergie stérique ; pour une molécule donnée, sa valeur

dépend du champ de force adopté.

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

(énergie de Van der Waals, énergie coulombienne, ....).

L'énergie stérique minimale calculée est la somme des contributions apportées par les énergies
d'élongation, de flexion, de torsion, de Van der Waals, électrostatique,....

E(stérique) = E(totale) = E(L) + E(0) + E(¢) + E(VdW) + E(e),...
L'expression “’champ de force’” recouvre l'ensemble des fonctions ainsi que les parametres
associés aux différents types d'atomes qu'elles contiennent. Les paramétres ne sont pas des
constantes de force et sont caractéristiques d'un champ de force et non d'une molécule, ils

verifient donc le principe dit de "transférabilité" sur lequel repose I’intérét de cette méthode.

Le but est de construire un modéle mathématique qui décrive un ensemble de molécules. Ce
modéle mathématique est établi pour représenter aussi précisement que possible les variations de

I’énergie potentielle avec la géométrie moléculaire.

a. Champ de force en mécanigue moléculaire

Compte tenu de la taille des systémes étudiés en biologie, I'utilisation de la mécanique quantique
n'est pas possible. Les macromolécules sont représentées comme un ensemble d’atomes
ponctuels dont les interactions sont décrites par un potentiel semi-empirique ou champ de force.
On appelle champ de force le modéle mathématique représentant I'énergie potentielle d'une

molécule en mécanique moléculaire.
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Le champ de force exprime réellement a la moyenne les interactions électroniques entre les
atomes [11].11 permet d’accéder a ’hypersurface énergétique d’une molécule en établissant un
lien entre les déformations structurales du systeme et son énergie potentielle. Il désigne a la fois

I’équation mathématique (fonction d’énergie potentielle) et les paramétres qui la composent [12].

La fonction d’énergie potentielle définit une énergie empirique, I’énergie totale étant décomposée
en une somme de termes additifs représentant chacun des interactions inter atomiques. Elle est
exprimée comme une somme de contributions de plusieurs types d’interaction [13-16]. Elle peut
se décomposer en termes d’interaction intramoléculaire et un terme d’interaction

intermoléculaire.

b. Les différentes énergies

L’énergie stérique d’un systéme est donnée par la relation suivante :

E potentielle = E atomes-ligs T E atomes-non liés

Energie entre atomes liés :

Energie d’élongation : Les liaisons entre les atomes dans un édifice moléculaire ont souvent

tendance a s'allonger ou a se contracter (figure 1-1).

- > - >
1 2

Figure I-1: Elongation entre deux atomes

Cette déformation est régie en premiere approximation par loi de "Hooke" d'élongation des

ressorts. On peut ainsi lui associer une énergie d'élongation de la forme:
E(L) = %[Ki(L-L0)?]

Ou: K1 : est la constante d'élongation ou constante de Hooke
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Lo : la longueur de la liaison de référence.
L : la longueur de la liaison dans le modeéle.

Energie de flexion :
La fluctuation des atomes autour de leur position d'équilibre engendre une déformation des

angles de valence (figure 1-2)

3

Figure 1-2: Déformation des angles de valence.

Ce phénomene est régi par une énergie de flexion qui peut s’exprimer sous les mémes formes que

précédemment a savoir, pour la plus simple :
E(0) =Y4[K#(0 - 60)?]
Ou: Ks : constante de flexion
00 : angle de valence de référence
0 : angle de valence dans la molécule
Le couple { Kf, 60} représente ici encore un sous-ensemble du champ de force.

Energie de torsion :
Elle concerne l'angle diédre formé par les atomes 1-2-3-4. Elle rend notamment compte de la

structure 3D de la molécule (figure 1-3)
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&

Figure 1-3: Angle diédre formé par les atomes 1-2-3-4.

L’évaluation de cette énergie E(¢) se fait par une fonction développée en série de Fourier.

E(¢) = 1/2 [V1(1+cosh)+V2(1 - cos2¢)+V3(1+cos3d)]
L’angle diedre (¢) définit la torsion autour de la liaison 2-3. V1, V2, V3 sont les constantes du
potentiel de I’énergie de torsion.

Energie entre atomes non liés :

Energie de Van der Waals :
Cette énergie concerne les atomes non liés entre eux et non liés a un atome commun Elle se
compose de deux parties, lI'une répulsive et l'autre attractive, et peut étre exprimee par l'équation
suivante: E(vdw)= g*[- C1(r*/r) 6 +C2 exp(-Ca(r/r*)]
Ou: ¢*: paramétre d'énergie qui caractérise la profondeur du puits de potentiel a la distance

r*, appelé aussi "durete”.

r* : somme des rayons de VdW des atomes interagissant.

r : distance interatomique.

C1, Cy, C3: constantes du champ de force.

On peut donc représenter cette énergie en fonction de la distance interatomique "r" de la maniere

sulvante: Energie‘

r*. Distance
‘ interatomique
0 —r

Figure I-4: Courbe d'énergie de Van der Waals
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Energie électrostatique :

Les interactions électrostatiques peuvent, dans certains cas, prendre une importance
considérable, en particulier dans le cas des molécules comportant deux ou plusieurs
hétéroatomes Meyer et al ont proposé d'introduire un terme électrostatique méme pour les
hydrocarbures. IL peut s'exprimer a partir des charges atomiques ou des moments dipolaires

de chaque liaison.
Dans le premier cas : E(e)=X g102 / D.d12

Ou: D: constante diélectrique locale du milieu
0102: charges partielles atomiques des atomes 1,2

dio: distance interatomique.

Dans le deuxiéme : E(e) = p1 p2(cosX - 3cosas .cosby) / D.r12 3

H1 He

x s
Y
\\ ’l

<

Figure I-5: Interactions électrostatiques entre deux atomes

Ou: r:distance entre les milieux des deux liaisons
w1, p2: représentent respectivement les moments dipolaires des deux liaisons.
X: I'angle entre les deux vecteurs moments.

ai1,b2: angles formés respectivement entre pietret poetr.
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c. Différents champs de force en mécanique moléculaire :
Différents champs de force utilisent le méme type de termes énergétiques mais différents
paramétres. On peut ainsi trouver des champs destinés plus spécialement a la modélisation de

petites molécules organiques, de macromolécules comme les protéines.....

v' MM2/MM3/MM4 : MM2 est le premier champ de force développe par Allinger et col. [17].
Il a été congu au début pour les molécules simples (alcanes, alcénes, alcynes non conjugues,
amines...), mais ses versions améliorées MM3 (1989) et MM4 (1996) lui permette de traiter

des molécules organiques de plus en plus complexes.

v  OPLS : Le programme OPLS (Optimized Potentials for Liquid Simulations), comme
I’indique son nom, est congu pour optimiser le potentiel qui permet la description des
propriétés de solvatation. Il est écrit par W. L Jorgensen et J. Tirado Rives [18].

v GROMOS : GROMOS (Groningen Molecular Simulation Program Package), est écrit par
Van Gusteren [19] et congu spécialement pour les biomolécules en milieu aqueux en vue de

I’étude des interactions entre les molécules d’cau et les groupements polaires des protéines.

v CHARM (Bio+) : Développe par Karplus et col [20-21], pour le calcul de biomolécules. son
concept est semblable a celui d’AMBER. Bien qu’au début, ce champ de force est congu pour

les aminoacides et les protéines, maintenant il traite d’autre biomolécules.

v' SPASIBA : (Spectroscopic Potentiel Algorithm for Simulating biomolecular conforamtional
Adaptability), élabore par Gérard Vergoten et col. (1995). Il combine le champ de force
spectroscopique modifie de Urey-Bradly-Shimanouchi [22] et le champ de force AMBER. 11
permet de trouver les structures, les énergies de conformation et les fréquences vibrationnelle

au minimum énergétique d’une molécule [23].

v EMO : Le programme EMO (Energy Of Molecule), est developpe par B. Blaive [24-25], il

est base sur le champ de force MM2. 1l est articulé autour de trois menus:

Menu 1: entrée de la molécule a ’aide d’un clavier.
Menu 2 : manipulation géométrique sur la molécule.

Menu 3 : minimisation de I’énergie par mécanique moléculaire.
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v AMBER: AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement), a été écrit par
Kollman [26]. Le champ est paramétré pour les protéines et les acides nucléiques (UCSF,

1994). 11 a ét¢ utilisé pour les polymeres et pour d’autres petites molécules.

11.3.2. Dynamique Moléculaire

Les premiers pas de la dynamique moléculaire n’ont pu se faire que grace a Iarrivée des premiers
ordinateurs (1957) [27]. Mais les premieres réelles simulations ont été faites par Rahman [28],
grace a ses travaux sur la simulation de 1’argon liquide en 1964 avec un temps de simulation de

10-11 s, puis de I’eau liquide [29] en 1971.

La mécanique moléculaire permet de calculer la position des atomes et des molécules dans leurs
¢tats énergétiques minima, a 0° K c’est a dire sans la moindre vibration ni le moindre
mouvement. La dynamique moléculaire tente a simuler le mouvement des atomes et des
molécules au cours du temps pour une tempeérature supérieure a 0° K. Elle consiste a étudier la
trajectoire d’une molécule en appliquant les lois de la mécanique classique Newtonienne et elle
permet de simuler les mouvements intramoléculaires que I’on peut visualiser ensuite en temps
réel. Ces mouvements correspondent a des vibrations autour d’un minimum, ou au passage d’un

minimum a un autre minimum d’énergie.

a. Principe

Chaque atome de la molécule est consideré comme une masse ponctuelle obéissant a la loi
d’action de masse dont le mouvement est déterminé par I’ensemble des forces exercées sur lui par

les autres atomes en fonction du temps.

2 Fi : Vecteur force agissant sur ’atome 1.
= r d E(I) mi: masse de 1’atome 1.
Fi=miai=m———= ai : Vecteur accélération de I’atome 1i.
dt ri : La position de I’atome 1i.
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b. Calcul de la Dynamique Moléculaire

Le calcul de la dynamique moléculaire se compose de quatre phases distinctes : Initialisation : la
dynamique moléculaire requiert un jeu de coordonnées et vitesses initiales .La géométrie de
départ utilisée provient d’une structure établie expérimentalement lorsque c’est possible, sinon
elle est générée a partir du champ de force utilisé.

Thermalisation : I1 s’agit de chauffer le systéme pour ’amener a la température souhaitée. On

utilise comme structure initiale la structure minimisée. Une montée en température demande en
général 2 a 10 ps de simulation.

Equilibration : C’est une phase importante au cours de laquelle on stabilise la température du
systéme, il y a alors un échange important entre I’énergie potentielle et I’énergie cinétique. C’est
une phase ou on contrdle régulicrement la température que 1’on ramene dans la fenétre souhaitée.
La température de déviation se fait suivant un processus de relaxation ou la température est

recalculée apres chaque étape et ramenée a la température de référence.
11.3.3. Docking Moléculaire (Arrimage)

Principes Théoriques Le Docking moléculaire vise a prédire la structure d’un complexe
moléculaire a partir des molecules isolées, dans lesquelles différentes approches sont combinées
pour étudier les modes d’interaction entre deux molécules. Les logiciels de docking sont donc des
outils tres utiles en biologie, pharmacie et médecine, car la plupart des principes actifs sont de
petites molécules (ligand) qui interagissent avec une cible biologique d’intérét thérapeutique. Le
récepteur macromoléculaire étant le plus souvent une protéine, le terme Docking seul est
couramment employeé pour désigner un « docking protéine-ligand »

» Le docking moléculaire a pour but de déterminer le mode d’interaction d’un complexe
formé de deux ou plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans I’espace et des
conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur [30].

» Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes : le docking
proprement dit et le scoring.

* Le Docking (la premicre étape) est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le

site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses)
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possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les plus
favorables.

* Le Scoring (la deuxiéme) est I’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 proposées

ligand

‘
“ docking scoring
complexe

... ete

recepteur

Figure 1-6: Représentation schématique représente la simulation de docking

a. Etapes de Docking Moléculaire

Deux approches sont principalement employées pour la modélisation du systeme protéine
ligand.
La premiere étape consiste au téléchargement des structures chimiques des cibles a traiter
(Enzyme dans notre cas), pour cela il est nécessaire d’aller directement a la Bank PDB
(http://www.pdb.org) et déterminer ou sont déposeées les structures de ces cibles.
Ensuite, la PDB contient plusieurs milliers de structures protéiques obtenues soit par
cristallographie (rayons X), soit par RMN. Si la cible n’est pas encore déposée au niveau de la
Bank, et cette derniére contient une protéine avec des séquences similaires, la modélisation par
homologie intervient afin de construire la structure 3D de la cible souhaitée.
Apres le téléechargement de la cible (PDB), nous utilisons un logiciel de visualisation pour voir
avec quels ligands I’enzyme est Co-cristallisé (eau, ligands, ion,...).
La deuxiéme étape, concerne les structures du (ou des) ligand(s) utilisé(s) lors du docking

moléculaire. 1l y a deux grandes bases de données de structures chimiques des ligands.
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La premiere représente ces structures par les programmes d’informatique de modélisation

moléculaire, ou les différentes structures sont générées par optimisation de géométrie.

Ces structures sont gouvernées par les lois de la chimie quantique. Dans le deuxiéme cas, elles

sont obtenues a partir des bases de données comme Pub Chem Project ou autres bases de données
des structures. Ces derniéres ont différentes extensions comme PDB (Protein Data Bank), SDF,
..ect.

b. Protocole Générale de Docking

Les approches utilisées actuellement sont exclusivement calculatoires et évaluées par des outils

de visualisation. Ces approches peuvent étre décomposées en quatre a cing phases successives:

& Choix du mode de représentation des proteines (tout atome, pseudo-atome, grille, etc.),

& Exploration conformationelle (corps-rigide position/orientation du ligand et/ou flexible
position/orientation/forme du ligand),

& Minimisation de la fonction d’évaluation de 1’énergie d’interaction (ou fonction de score)
des conformations issues de 1’exploration,

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

% Une étape optionnelle d’affinement des complexes sélectionnés par minimisation ou
dynamique moléculaire.

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

les différents modes de liaison.
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4-Regroupement et classification

2-Recherche
conformationnelle

3-évaluation de émergie

S-Affinemest des complexes

Figure I-7: Protocole général de docking

11.3.4. ADME

a. Définition de la pharmacocinétigue

La pharmacocinétique définit ’effet de I’organisme sur le médicament et détermine le sort
du médicament aprés administration au patient. Il existe 4 grandes étapes de La
pharmacocinétique rythmant la vie du médicament dans I’organisme, aussi appelées «

systéme ADME » :

- L’Absorption du médicament par 1’organisme
- La Distribution du médicament dans 1’organisme
- Le Métabolisme du médicament par ’organisme

- L’Elimination du médicament de I’organisme
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=ThE Absorption
P—ﬂ I TISSUS
o ::> Distribution |
/ Nl Stockage
|
Voie orale
Site d’action M-R
Voie IV
R —

Legende -
M : Médicament

P : Protéine

R : Récepteur

Figure 1-8: Représentation schématique du devenir d’un médicament dans 1’organisme

b. Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination

1-Absorption :
C’est le passage d’un médicament de son site d’administration vers la circulation générale.

L’¢étape d’absorption est directement liée au mode d’administration choisi pour que la molécule
atteigne sa cible via la circulation générale. Il est ais¢é de comprendre que I’étape d’absorption
peut étre directe et compléte en cas d’administration intra-veineuse, ou plus longue voire
incomplete (notion de biodisponibilit€) notamment en cas d’administration orale ou le
médicament doit d’abord franchir la lumiére intestinale, le systeme porte, puis le foie avant

d’atteindre la circulation générale.

Site MEDICAMENT

d’'administration

Barriére
Franchissement de la barriere
=Résorption

Effet de ler
passage hépatique

Compartiment central =
Circulation systémique

Figure 1-9: Représentation schématique de transfert d’un médicament de son site

d’administration
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2-Distribution :

Le médicament va devoir traverser des membranes cellulaires pour cette étape d'absorption et
pour l'étape suivante de distribution dans l'organisme, qui lui permettra d'atteindre sa cible
moléculaire. Certaines molécules franchissent ces membranes facilement, d’autres molécules

peuvent necessiter des transporteurs spécifiques pour passer.

3-Métabolisme :

Une fois distribué dans 1’organisme, en fonction de leurs caractéristiques chimiques les
medicaments peuvent ou non subir certaines transformations, le plus souvent hépatiques. Le foie
correspond a une énorme usine sur le parcours du médicament. Ces biotransformations (ou
métabolisme hépatique) sont realisées par différents systémes enzymatiques pouvant soit
permettre la transformation de molécules inactives (prodrogues) en molécules actives, soit plus

généralement la transformation du médicament en métabolites actifs ou inactifs mais plus faciles

a éliminer.
Biotransformations
Métabolite
Médicament . inactif
actif “”‘“ﬁ Métabolite

toxique

k.

Pro-drogue §% % %l Métabolite

inactive actif

Figure 1-10: Représentation schématique du métabolisme

hépatique
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4-Elimination :

Enfin le médicament est éliminé de I’organisme soit sous forme inchangée soit apres
biotransformation. Cette étape d’excrétion, irréversible, se fait dans les urines le plus souvent
(voie rénale) ou dans les fécés (voie biliaire). Certaines molécules peuvent étre réabsorbées, ce

qui définit un cycle entéro-hépatique.

|

Réabsorption/ Cycle entéro-hépatique

Excrétion dans Filtration ,|  Réabsorption
la bile glomérulaire fubulaire
i S
¥ -HH‘H“""\L

Lumigre Sicré‘r.im

in'rns'rjpnlc tubulaire
‘\\a - / 14
Elimination

Figure 1-11 : cycle entéro-hépatique
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CHAPITRE 2 : A. Protéines, Enzymes, acides aminés

I. Les protéines

I.1. Introduction

Principalement par les protéines. Ces macromolécules possedent une diversité de fonctions
nécessaires aux processus responsables de 1’homéostasie, du métabolisme, du développement, de
la reproduction et de ’adaptation a I’environnement de tous les organismes. Aucun autre type de
macromolécule biologique n’est en mesure de posséder les multitudes de fonctions que les
protéines assurent et qu’elles ont accumulées durant les millions d’années d’évolution depuis
I’apparition de la vie. Ces fonctions, aussi importantes que diverses, peuvent étre simples comme
la catalyse de réactions chimiques, a trés complexes comme la réponse immunitaire coordonnée

et organisee ou encore la compression et I’expression du matériel génétique [1].

Constituants fondamentaux des organismes vivants, les protéines sont des polyméres formes de
I’enchainement d’acides aminés (20 au total, tous de série L) liés par des liaisons covalentes : les

liaisons peptidiques.

Ces protéines sont des molécules de haut poids moléculaire, la plupart sont comprises entre

25 000 D et 150 000 D, certaines possedent des poids moléculaires plus bas ou beaucoup plus
éleves.
Ces protéines jouent un réle essentiel dans la cohésion des structures morphologiques et dans

le fonctionnement cellulaire. On citera pour mémoire, quelques grands groupes de protéines :

Les enzymes (catalyseurs biologiques, responsables de la plupart des réactions chimiques de la
cellule). [2]

1.2. Définition
Le terme protéines exprime en lui-méme I’importance de ces molécules : il vient du grec protos,

qui signifier le premier ou qui tient la premiere place [3].

Les protéines sont constituées d’une succession d’acides aminés (vingt types différents Chez
I’homme); la chaine ainsi formée se replie pour aboutir & la forme active de la protéine. Cette
conformation totalement repliée correspond a la forme la plus stable de la protéine dans des

conditions normales.
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On distingue quatre niveaux d’organisation structurale pour une protéine, respectivement

appelés structures primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire.

a. La liaison peptidique

* Les acides aminés sont les éléments de construction des protéines.

« Il y a 21 acides aminés, mais un seul type de liaison utilisé pour les relier entre eux: c'est la
liaison peptidique. Les 2 acides aminés sont alors appelés résidus d'acide amine.

* La liaison peptidique est formée durant 1'é¢tape de traduction par une liaison covalente entre un
groupement a-aminé d'un acide aminé et le groupement carboxylique d'un autre acide aminé.
Une molécule d'eau est éliminée.

La liaison peptidique 3 Formation d’une liaison covalente entre le COOH d’1 AA et le NH2 d’un

autre AA par perte d’une molécule d’eau [4] :

R, R, o
| | [ :
NH,~~CH—CODH _+ _ HN— CH——COOH ® C ) ® ¢ 69

BN, / MO HN- 7
1 Cc%. 3 C
R R 4 H -~ H
: 2 (-18 Da) R; R>
NH,— CH-—CO— NH —CH — COOH + acide aminé 1 acide aminé 2
.. g
Liaison peptidique liaisnn H20
peptidique ’ﬁ' 0
I
@ C
50 Mol e &fcag)
gy WH) G5
L? Ry, H™m H
£ Jusperd (2004)
~  CO-00 v
Cc¢ | = a\\\
/N oo

E. jospord (2005

Figure 11.1 : Formation d’une liaison peptidique
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Comme l'oxygene est plus électronégatif que l'azote, les électrons délocalisés de la liaison
peptidique sont plus proches de l'oxygéne : la liaison peptidique est donc polaire. L'oxygene
carbonyle porte une charge partielle négative et I'azote une charge partielle positive : tous deux

peuvent former une liaison hydrogéne [5].

b. Structures spatial des protéines
On définit quatre niveaux d’organisation : primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire (dans le

cas de protéines a plusieurs sous-unités).

Structure primaire :

La structure primaire correspond a la séquence proprement dite de la protéine, c'est-a-dire
I’enchainement des acides aminés par la liaison peptidiques [6].

On dénombre pas moins de 20 acides aminés qui ne different les uns des autres que par leur
chaine latérale (groupement R). On parle de peptide lorsque le nombre de residus formant la

molécule est inférieur a 50 et de protéine au-dela de 50 résidus.

alanyl —  séryl — aspartyl — glycine
*H3N—CH—CO‘}»NH—CH—CO«}\NH—CH—CO{»NH—CH—COO—
CH, CH, CH, H
OH COOH

(Ala-Ser-Asp-Gly)

Liaisons peptidiques

H O H O H ‘
H,N—C 'C N—C é N- C (
Fl%, @4 R, H R, O
 Résidu — ‘ - Résidu
N-terminal C-terminal

Figure 11.2: Formation d’une structure primaire
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Ex1 : Insuline :

e L’insuline est un peptide a 2 chaines d’acides aminés : une chaine A de 21 acides aminés et
une chaine B de 30 acides aminés. Sécrétée par le pancréas (cellules B des ilots de

Langerhans), dés que le taux de glucose dans le sang (glycémie) dépasse 6.10° M.

e Lastructure des deux chaines de I’insuline comprend les acides aminés indiqués selon le code
a 3 lettres, tous liés par des liaisons peptidiques. Il y a six cystéines, toutes liées par des ponts

disulfures, un dans la chaine A, les deux autres entre les deux chaines.

e La masse moléculaire de I’insuline est de 5807 daltons [7].

I'-" -]
H.M e
_4'\ .

| F ol Y “n,
=t | I a3 I'. i -
A N a

GEUHI

Figure 11.3 : Structure promaire d’insuline

Structure secondaire : (Structure tridimensionnelle des protéines)

La structure secondaire d’une protéine correspond aux repliements qu’adoptent les Portions
partielles de la séquence protéique, caractérisées par les angles diedres o, ¢, ¢ de Leurs résidus

(Figure 11.4 et Figure 11.5) et par la présence de certaines liaisons hydrogéene [8].
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Figure 11.4: Définition des angles diédres o, et

® = 180° = 0°
Figure 11.5: Les liaisons peptidiques trans (o = 180°) et cis (@ = 0°).

Puisque la grande majorité des liaisons peptidiques sont en conformation trans (ov=180°), il est
donc possible de décrire la structure d’une protéine a partir de ces deux angles diedres ¢ et .
L’angle diedre @ correspond a 1’angle de torsion de la liaison N-N, et y, a I’angle de la torsion de

la liaison C,-C (Figure 11.4 et Figure 11.5).

Hélice a. :

*L’hélice a est une structure secondaire rencontrée fréquemment dans les protéines. Lorsqu’on
regarde une hélice a dans le sens de la structure primaire, 1’hélice tourne dans le sens des

aiguilles d’une montre.
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Sur cette image les carbones des radicaux des acides aminés successifs sont numérotés dans le
sens de la structure primaire. Les liaisons peptidiques sont indiquées en traits plus épais pour la

partie de I’hélice qui regarde le lecteur.

*L’hélice o est stabilisée par des liaisons hydrogéne. Par exemple, entre le carbonyle qui suit
I’acide aminé n° 1 et la fonction amine qui précéde ’acide aminé¢ n°® 5 (distance 3,6 acides

aminés) [7].

Hélice

Figure 11.6: Exemple de protéines de I’Hélice a

Feuillet B :

*Une autre structure fréquente dans les chaines polypeptidiques est celle des feuillets constitués
de portions de la chaine repliés les uns a coté des autres dans le méme sens (feuillet  paralléle)

ou plus souvent en sens opposés (feuillet B antiparallele).

*Dans les deux cas les carbonyles de chaque liaison peptidique echangent des liaisons hydrogene
avec les amines de la chaine voisine.

*Les liaisons hydrogenes sont plus fortes entre les chaines antiparalleles qu’entre les chaines

paralléles ce qui explique la plus grande fréquence des premiéres dans la structure secondaire des
protéines [7].
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Figure 11.7: Schéma d’un feuillet f antiparalléle.et d’un feuillet  paralléle

Structure tertiaire :

La structure tertiaire des protéines correspond au repliement et a I’assemblage des différents
élements de structures secondaire. Cette structure correspond en fait a la structure
tridimensionnelle (structure 3D) de la protéine (Figure 11.8). Ce sont des interactions non liantes
de types électrostatiques et de Van Der Waals, ainsi que les ponts salins, les liaisons hydrogenes

et les ponts disulfures qui permettent de stabiliser ce type de structure [9].

||aire

2
2

aire
9 X 1]
AL

)

f
(|

Figure 11.8 : La structure tertiaire de la porine.

Structure guaternaire :

La structure quaternaire d’une protéine résulte de 1’association de plusieurs chaines

Polypeptidiques ou sous-unités [6-7]. Ces sous unités peuvent étre identiques comme c¢’est le cas
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de I’hémoglobine (Figure 11.9) ou bien radicalement différentes comme dans le cas de la protéine

du virus du tabac.

Figure 11.9 : La structure quaternaire de I’hémoglobine humaine ; Constituée de 4 sous-unités
identiques représentées en différente couleurs.

Figure 11.10 : Exemples de structures quaternaires « L’hémoglobine »
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1.3. Evolution de structure de protéine et techniques de détermination

Il existe différentes méthodes Permettant d’obtenir la structure des biomolécules a 1’échelle

atomique :

1. Méthodes expérimentales : la cristallographie par rayon X ou neutrons et la résonance
magnétique nucléaire RMN.

2. Méthodes théorique : simulation numériques [9].

1.3.1. Cristallographie par rayon X

On a pu établir la structure tridimensionnelle détaillée de plus de 800 protéines grace a la
persévérance de nombreux chercheurs, notamment de Max Perutz et John Kendrew [10], qui ont
amélioré la technique de cristallographie des protéines par rayon X. Cette technique demande
beaucoup de travail car il faut avoir une proteine trés pure et en grande quantité et arriver a la
faire cristalliser, le depouillement des resultats est long. Des chercheurs ont procedé a des
mesures par diffraction X a tres haute résolution [11,12] sur des cristaux de petits peptides, ils ont
pu ainsi établir pour toutes les fonctions chimiques, existant dans les protéines, une banque de
parametres décrivant la densité électronique atomique et transférables d’une molécule a une
autre. La banque servant de modele de départ, leur a permis, pour la premiére fois, de calculer et
de representer, a partir du spectre de diffraction X ultra haute résolution d’une protéine, sa densité

électronique et ses propriétes électrostatiques .
1.3.2. Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Contrairement a la cristallographie qui nécessite 1’obtention de monocristaux, la RMN permet
I’é¢tude structurale des protéines a 1’état solubilisé et permet d’aborder les différents aspects de

I’analyse des corrélations entre la structure et les propriétés biologiques des biomolécules :

e Détermination de la structure tridimensionnelle.

e Interactions protéine-ligand, protéine-protéine, protéine-acide nucléique, protéine-eau.

e Analyse expérimentale de la dynamique de ces structures dans différentes échelles de temps,
de la picoseconde (par les mesures de relaxation) au temps réel (mesure des vitesses d'échange de

protons).
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e [’histogramme montre une évolution exponentielle du nombre de structures définies chaque
année (en bleu). Le nombre de structures totales (en rouge) suit également une courbe
exponentielle de croissance, prouvant la progression des techniques. Une autre preuve du succes

de ces méthodes est la qualité des structures [13].

I.4. Role biologique des protéines

Les protéines peuvent assurer des fonctions trés diverses au sein de la cellule ou de l'organisme.

Elles peuvent avoir :

e Un réle structural (comme l'actine ou la tubuline qui participent a l'architecture de la cellule,
la kératine qui constitue les cheveux).

e Un rble enzymatique (comme I'ADN polymerase qui recopie I'ADN).

e Un rble hormonal (comme l'insuline qui régule la glycémie).

e Unr6le moteur (comme la myosine qui transporte des molecules dans la cellule) [14].

1.5. Fonction biologique des protéines :
Les protéines peuvent :

1. Créer et maintenir une structure : Exemples des protéines du cytosquelette et des protéines
des tissus de soutien.

2. Reconnaitre et se défendre : Les immunoglobulines.

3. Transporter : Cas des transporteurs de petites molécules dont ’oxygene et les transporteurs
transmembranaires.

4. Transformer : Les enzymes catalysent 1’essentiel des réactions chimiques du vivant.

5. Bouger et se déplacer : Les protéines a fonction motrice et les protéines des mouvements
intracellulaires.

6. Informer et signaler : Les récepteurs et leurs ligands [15,16].

Il. Lesenzymes
I1.1. Introduction
Les premieres démonstrations d'une activité enzymatique dans des extraits naturels remontent au

XVII' siécle, quand Reaumur d'abord et Spallanzani ensuite montrent que le suc gastrique des

oiseaux est impliqué dans la digestion de la viande. La mise en évidence de l'activité d'autres
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« enzymes » se poursuit au XIX' siécle. En 1833, Payen et Persoz isolent a partir du malt une
substance qui est responsable de la fermentation et qu'ils nomment diastase.

Ce terme sera par la suite utilise pour designer de maniére générale toutes substances
responsables de fermentation. Plus tard, le suffixe -ase a été conserve pour designer la

macromolécule responsable d'une activité enzymatique.

Par exemple. L'amylase est un enzyme responsable de la dégradation de l'amidon. En 1836,
alors qu'il étudie les processus digestifs, Schwann isole la pepsine, une substance responsable de
la digestion dans I'estomac et le premier enzyme obtenu a partir d'un tissu animal [17].

11.2. Définition

Une enzyme est un catalyseur biologique qui augmente la vitesse d’une réaction par plusieurs
ordres de grandeur en diminuant son énergie libre d’activation, sans étre elle-méme affectée.
Certains enzymes sont extrémement spécifiques et ne fonctionneront que sur un seul et unique
réactif (substrat); d'autres ont un large spectre et fonctionnent sur une structure partagée par de
nombreuses molécules qui peuvent toutes lui servir de substrat.

Une enzyme agit comme catalyseur en se liant au substrat et facilite sa réaction en stabilisant son

état de transition vers un produit spéecifique:

Enzyme
Substrat(s) S Produit(s)

La majorité des enzymes sont des protéines ou des glycoprotéines [18], Les enzymes sont
caractérisées par I’identification des molécules sur lesquelles elles agissent [19].
11.3. Nomenclature

Le nom de la plupart des enzymes a été formé en joutant le suffixe << ase >> au nom de leur

substrat ou a un mot ou une phrase décrivant son activité.

Exemple :  Substrat Enzyme
Amidon Amylase
Urée Uréase
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Actuellement environ 3000 enzymes son reconnues par 1’Union Internationale de Biochimie [20].

Seulement, 300 enzymes sont actuellement commercialisées.

Chaque enzyme est désignée par un numéro donné par la Commission des Enzymes de 1’Union
Internationale de la Biochimie Moléculaire. Ce numéro est précédé les lettres EC et comporte
quatre chiffres séparés par des points : EC (A.B.C.D) [21].

v’ 1¥" chiffre : indique-la classe de I’enzyme (type de réaction catalysée) ; il existe six.

v’ 2°M¢ chiffre : la sous-classe la nature du groupement chimique donneur de groupement, type
de fonction du substrat métabolisé. (Mécanisme de réaction).

v’ 3*Me chiffre : la sous-sous-classe, indique la nature chimique de I’accepteur.

v 4°™ chiffre : indique le numéro d’ordre de I’enzyme (dans la sous classe), en relation avec le

substrat de I’enzyme [22].

11.4. Classification des enzymes

Les enzymes ont pour mission daccélérer (catalyser) des millions de fois les réactions

chimiques dans les organismes vivants.

On peut toutefois classer les enzymes en six catégories suivant la réaction biochimique qu'elles

réalisent :

v' Les oxydoréductases : Cette premiére classe comporte les enzymes catalysant des réactions

d'oxydoréduction (comme la peroxydase) ; dont I’écriture la plus générale est la suivante :

A o At +e

v' Les transférases : Ces enzymes transférent des radicaux ou des groupes d’atomes d’une
molécule (substrat donneur) & une molécule (substrat accepteur). C’est le cas des transaminases
qui transférent la fonction amine d’un acide aminé sur un acide a-cétonique (comme les méthyl
transférases qui transferent un groupement méthyle);

La réaction générale est la suivante :

A+B A+B
I I
R R
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v Les hydrolases : Elles catalysent des réactions de coupure de liaison covalente nécessitant de
I’eau. C’est le cas de toutes les enzymes digestives comme la trypsine (spécialisée dans la

coupure des liaisons peptidiques).

C-Z + O < C-OH+ZH

v’ Les lyases : Elles catalysent les réactions lytiques non hydrolytiques et non oxydantes en

créant des doubles liaisons.

Dans la réaction inverse, les lyases catalysent I’addition d’un groupement fonctionnel sur la
double liaison d’un substrat.

C’est le cas de I’aldolase (qui transforme le fructose 1,6- biphosphate en deux triosesphosphate,
(glycolyse)).

v’ Les isomérases : qui réarrangent les groupements fonctionnels d'une molécule pour former
des isomeres (comme les topoisomérases qui enroulent I'ADN). Réaction d’isomérisations telles

que les réactions de racémisation et d’éempimérisation.

v’ Les ligases ou synthétases : qui permettent la jonction de deux molécules (comme les ADN
ligases). Formation/clivage des liaisons C-O, C-S, C-N, C-C, avec clivage simultané de
triphosphate. [23-24].

I1.5. Notion spécificité

Chague enzyme a un double spécificité, spécificité de reconnaissance des molécules avec

lesquelles il est en interaction, spécificité de type de réaction qu’il catalyse [25].

A la fin de la réaction la structure de I’enzyme se retrouve inchangée. Leur mode d’action est
basé sur la reconnaissance spécifique du substrat par un domaine particulier chez I’enzyme (site
actif ou site catalytique). L’activité enzymatique est liée a la structure tertiaire de ’enzyme, et
notamment a celle du site actif. Des facteurs comme le pH ou la température, pouvant influencer
cette structure tridimensionnelle ou encore 1’état d’ionisation du site actif, affectent fortement
I’activité enzymatique. Chaque enzyme possede donc une température et un pH d’activité

optimale [26].
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Figure 11.11: Représentation schématique de la notion de spécificité.

11.6. Les sites actifs

C’est la région de I’enzyme qui permet la reconnaissance et la fixation de substrat, il est aussi le
sicge de la catalyse (site de la catalyse). Il s’agit d’une structure spatiale : poche interne
hydrophobe, qui apparait lors du repliement de la protéine dans sa structure tertiaire. Deux

modeéles ont été proposes pour élucider cette spécificité :

v' Modeéle de fisher (1890) : modele de la clé et de la serrure La forme de substrat (clé) est
complémentaire de celle de site actif de I’enzyme (la serrure).

v' Modéle de Koshland (1985) : modéle de I’ajustement induit L’enzyme n’est pas rigide, mais
flexible, ’enzyme et le substrat adaptent mutuellement leurs formes respectives, qui ne sont
complémentaire qu’au sein du complexe enzyme substrat [27].

Le bon fonctionnement des enzymes nécessite la présence d’'une molécule, appelée cofacteur. Le
cofacteur est un corps chimique intervenant obligatoirement dans une réaction enzymatique pour
transporter ou compléter un substrat, accepter un produit et comme participant a la structure de

I’enzyme.
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Les cofacteurs sont des petites molécules chimiques non-protéiques, nécessaires au bon
fonctionnement de certaines protéines qui sont généralement des enzymes. Ces molécules
participant aux transformations biochimiques catalysées par la protéine. Elles peuvent s’y lier
temporairement ou de fagon plus durable en fonction de leur action. Les enzymes inactives sans
cofacteur sont appelées apoenzymes et lorsque le cofacteur y est fixé et que I’enzyme est

fonctionnelle, elles sont appelées holoenzymes.

11.7. Complexe enzyme-substrat ( E-S)

Les enzymes sont des catalyseurs efficaces parce que les réactions enzymatiques sont accélérées
par rapport aux réactions non enzymatiques d’un facteur 108 a 10%° ce qui correspond aux

valeurs que les catalyseurs chimiques peuvent atteindre [28].

site catabdique

&’ > TS

+ S+=ES=—E +P1+P2

Figure 11.12 : Complexe Enzyme-Substrat

11.8. Inhibition enzymatique

Un inhibiteur enzymatique est une molécule se liant a une enzyme et qui en diminue ’activité.
L’inhibition des enzymes peut corriger un déséquilibre métabolique ou tuer un pathogene. De nos
jours, un nombre important de substances actives de médicaments couramment utilisés sont des
inhibiteurs d’enzymes, tels que des antiviraux pour le traitement du VIH, des anticancéreux ou
encore des médicaments indiqués dans des maladies cardiovasculaires. 1l existe plusieurs
mécanismes différents d’inhibition enzymatique, caractérisés par des études de cinétique. Dans
cette partie, nous allons rappeler brievement la cinétique enzymatique, les différents types
d’inhibiteurs, leurs mécanismes d’action et leurs effets sur la cinétique. Pour finir, nous

présenterons certains modeles d’évaluation de [D’activité inhibitrice d’arginase in vitro
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actuellement décrits I’activité d’une enzyme (E) est diminuée ou perturbée en présence d’un
inhibiteur (1). Les inhibiteurs sont souvent de petites molécules. Ces dernieres peuvent empécher
la fixation du substrat (S) sur le site actif de I’enzyme cible en se fixant a sa place, ou en

provoquant une déformation de I’enzyme qui rend celle-ci inactive.

Les inhibiteurs naturels peuvent prendre de multiples formes : antibiotiques, toxines, drogues,

poison [29].

11.8.1. Types d’inhibition enzymatique

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

active [30].

a. Inhibition réversible

On distingue dans I’inhibition réversible trois catégories principales: les inhibiteurs compétitifs,

non compétitifs et incompétitifs.

Inhibition compétitive :

La plupart des inhibiteurs compétitifs ressemblent au substrat (S) de ’enzyme (E) d’un point de
vue structural, et entrent en compétition avec ce dernier pour la fixation sur le méme site de
I’enzyme (souvent le site actif). Cette fixation empéche la réaction enzymatique, soit parce que
I’inhibiteur ne posseéde pas le groupement chimique transformé par 1’enzyme, soit parce que la
position de I’inhibiteur bloque la fixation et interrompt la reconnaissance du substrat par

I’enzyme (Figure 11.13) [3]. Ce type d’inhibition est appelé inhibition compétitive classique.
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MO — 08 Y — o

H mhibition compéitive classique H Inibition comipétitive
non classique

(2) “ (b)

Figure 11.13 : lllustration d’une inhibition compétitive

(a) : Inhibition compétitive classique : le substrat (S) et I’inhibiteur (I) entrent en compétition pour le site actif;
(b): Inhibition compétitive non classique : la fixation de (S) sur le site actif empéche la fixation de (I) sur un
autre site de I’enzyme, et vice versa [31].

Dans certains cas, comme dans celui des enzymes allostériques, les inhibiteurs ne sont pas des
analogues du substrat, et ne se fixent pas sur le site actif, mais sur un autre site de liaison de
I’enzyme. Cette fixation entraine ensuite une modification de la conformation du site actif,
empéchant la reconnaissance du substrat par I’enzyme. Ce type d’inhibition est appelé inhibition

compétitive non classique (Figure 11.13) [31].

Inhibition incompétitive :

Ce type d’inhibition est aussi appelé inhibition par blocage du complexe intermédiaire, I’enzyme
et le substrat forment d’abord le complexe enzyme-substrat (complexe intermédiaire), puis

I’inhibiteur se fixe a ce complexe. Il y a formation d’un complexe ternaire (ESI) inactif.

(a) (b)

E+S &7/ ES ——> E + P

R al R
I =

[S]

bl

Figure 11.14 : Inhibition incompétitive
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Dans ce type d’inhibition, Vmax est diminuée (et 1/Vmax augmentée) par la transformation de
certaines molécules de (E) sous la forme inactive (ESI) (Figure 11.14). Quand le complexe (ES) se
lie a (1), la diminuation de Vmax est irréversible méme en ajoutant plus du substrat (S).
L’inhibiteur incompétitif diminue également la valeur de Km (Figure 11.14), car en phase
d’équilibre pour la formation de (ES) et (ESI), les complexes ont une tendance a se décaler vers
(ESD).

(a) : Schéma illustrant la fixation de I’inhibiteur (I) au complexe (ES).

(b) : Graphe de Lineweaver-Burk, dans le cas de I’inhibition incompétitive, Vmax €t Km sont
diminuées (1/Vmax et 1/Km obtenues des intersections en y et x sont respectivement augmentées).
En revanche, le rapport Km/Vmax (la pente des lignes) reste inchangé. La courbe noire « Control »
résulte de 1’absence de (I). Les lignes rouges illustrent les résultats en présence de (I), avec une

fléche symbolisant I’augmentation de la concentration en inhibiteur [1] [31].

Inhibition non compétitive :

Un inhibiteur non compétitif (I) peut se lier en paralléle et avec une méme affinité sur ’enzyme
libre (E) et sur ’enzyme fixée au substrat (ES) pour former les complexes inactifs (EI) ou (ESI),
respectivement. En effet, (I) et (S) n’entrent pas en compétition pour se fixer sur le méme site,
c’est-a-dire que (S) se lie au site actif et (I) a un autre site de liaison. La fixation de (I) entraine
alors une modification de la conformation du site actif, ce qui empéche la réaction enzymatique
mais n’influe pas sur la reconnaissance de (S) par (E). Ces inhibiteurs ne sont pas des analogues

du substrat car ils ne se fixent pas sur le méme site actif que (S) (Figure 11.15).

Figure 11.15: lllustration d’une inhibition non compétitive
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La fixation d’un inhibiteur non compétitif diminue la vitesse maximale (Vmax) de la réaction,
mais ne modifie pas I’affinité de I’enzyme (Km) pour son substrat, car ce dernier se lie aussi bien

a I’enzyme libre (E) qu’au complexe enzyme-inhibiteur (EI) (Figure 11.16) [31].

(a) (b)
E+S & ES — E + P [1]
1 I

S

= ESI

Control

E[+S_)

Figure 11.16: Inhibition non compétitive.

(a) : Schéma illustrant la fixation de I’inhibiteur (I) sur E ou ES.

(b) : Graphe de Lineweaver-Burk, dans le cas de I’inhibition non compétitive, Vmax €st diminuee,
en revanche Kn reste inchangé. La courbe noire « Control » résulte de I’absence de ’inhibiteur
(. Les courbes rouges illustrent les résultats en présence de (1), avec une fleche symbolisant

I’augmentation de la concentration en inhibiteur [I] [31].

b. Inhibition mixte

Dans ce cas, la liaison de I’inhibiteur (I) avec 1’enzyme (E) influence la liaison du substrat (S)
avec I’enzyme. Les valeurs de K et K> ne sont pas égales.

I1 existe deux modeles alternatifs d’inhibition non compétitive mixte. Le mod¢le 1 suggere qu’il
n’y a pas de passage conformationnel possible entre les deux complexes enzymes substrat (ES) et
enzyme-sun hnbstrat-inhibiteur (ESI), c¢’est-a-dire que le complexe enzyme-inhibiteur (EI) peut
fixer le substrat (S) pour donner le complexe inactif (ESI), mais le complexe (ES) ne peut pas
fixer 'inhibiteur (I). Le modele 2 suggerent qu’il n’y a pas d’équilibre entre les deux complexes
(EI) et (ESI), c’est-a-dire que le complexe (ES) peut fixer I’inhibiteur (I) pour donner le

complexe inactif (ESI), en revanche le substrat (S) ne peut pas étre fixé sur le complexe(El) [32].
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c. Inhibition irréversible

L’inhibition irréversible est un mécanisme ou I’inhibiteur se fixe de fagon stable a I’enzyme, et
ensuite supprime de fagon permanente I’activité de I’enzyme. Cette inhibition résulte de la
formation des liaisons stables, covalentes, entre I’inhibiteur et I’enzyme. Typiquement, un
inhibiteur irréversible peut provoquer I’alkylation ou ’acylation d’un résidu de la chaine latérale
du site actif, et entame le processus de modification de ce dernier empéchant ainsi la réaction
enzymatique [31]. Ces inhibiteurs sont également parfois appelés inhibiteurs-suicides.

11.8.2. Nature des interactions substrat-enzyme

Les substrats sont liés aux enzymes par des interactions faibles: constantes d’association de 1072 &
108 M et AG d’interaction entre -3 et -12 kcal/mol (vs. -50 & -110 kcal/mol pour des liens

covalents).

La liaison du substrat au site actif implique souvent de nombreuses liaisons non-covalentes de

types :

» Van der Waals
» Electrostatiques
» Ponts hydrogenes

Ces 3 types de liaisons non-covalentes different dans leurs contraintes géométrique, force et
spécificité. De plus, elles sont profondément affectées (de maniére différente) par la présence
d’cau [33].

I11. Les acides aminés

I11.1. Structure des acides aminés protéiques

Les acides aminés protéiques sont nommeés ainsi parce qu'ils constituent les "briques™ permettant
d'élaborer les protéines. Le "jeu de construction” est le méme des bactéries aux organismes
supérieurs [34].

Ces acides aminés sont au nombre de 20 et possedent une structure de base identique, lls sont
tous constitués d’ un atome de carbone lié a :

» Un groupement carboxyliqgue -COOH.
» Une fonction amine NHa.

» Un atome d’hydrogene.

» Une partie variable R.
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Dans la nature, les acides les plus courant sont les -aminoacides, appelés les aminoacides comme

le montre la (Figure 11.17).

Chaine Latérale
C

(&4

|
H

groupement amine groupement carboxylique

Figure 11.17 : La structure d’un acide aminé.

Tous les acides aminés naturels adoptent la configuration S (sauf la glycine), et appartiennent a la
Série L.

I111.2. Classifications des acides aminés

Il est pratique de classer les acides aminés en fonction du caractére de leurs chaines latérales, ils
entrent a peu pré dans quatre catégories : polaire chargés, polaire non chargés, non polaires, et

acides aminés doués de propriétés particuliéres.

111.2.1. Polaires chargés
Les acides aminés de ce groupe sont I’acide aspartique, I’acide glutamique, la lysine et I’arginine,
ces quatre acides aminés possedent des chaines latérales dont la charge peut devenir compléte

parce qu’ils renferment des acides et bases relativement forts [35].

En prenant un pH égal a 7 comme référence. Les acides aminés « acides » comme ’acide

aspartique et L’acide glutamique, possédent des groupements carboxyle supplémentaires qui sont
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habituellement ionisés (chargés négativement). Les acides aminés « basique » possédent des

groupements charges positivement [35].

111.2.2. Polaires non chargés

Celles-ci contiennent des groupements qui forment des liaisons hydrogéne avec 1’eau. Associe
aux acides aminés chargés, elles sont souvent décrites comme hydrophiles (attirant I’eau), ces
acides aminés sont souvent assez réactifs, se trouvent dans cette catégorie I’asparagine et la
glutamine (amides des acides aspartique et glutamique), la thréonine, la serine et la tyrosine [34,
35].

111.2.3. Non polaires

Les chaines latérales de ces acides aminés sont hydrophobes et ne sont pas capables de formés
des liaisons électrostatiques ni de réagir avec 1’eau. Les acides aminés de cette catégorie sont

I’alanine, la valine, la leucine, I’isoleucine, le tryptophane, la phénylalanine et la méthionine.

Les chaines latérales des acides aminés non polaires sont généralement dépourvues d’oxygene et
d’azote, ces acides aminés différent surtout par leur taille et leur forme qui donnent a 'un ou
I’autre la capacité de s’insérer avec précision dans un espace particulier au coeur d’une protéine,

ou ils s’associent entre eux par des forces de Vander Waals et des interactions hydrophobes.

I11.2.4. Les acides aminés aux propriétés particuliéres

La glycine, proline et cystéine ont des proprietés particulieres qui les distinguent des autres. La
chaine latérale de la glycine ne contient qu’un atome d’hydrogéne, et c’est pour cela que la
glycine est un acide aminé tellement important. A cause de 1’absence de chaine latérales, les
résidus glycine permettent le rapprochement tres étroite de deux polypeptides (ou de deux
segments d’un méme polypeptide). En outre, la glycine est plus flexible que les autres acides
amineés et sa présence est utile dans les parties du squelette qui doivent se déplacer ou servir de
charniére (la particularité de la proline est la participation de son groupement -amine a un cycle

ce qui en fait un acide aminé). [34].
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Tableau 11.1: Les structures chimiques des acides aminés
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111.3. Propriété Physico-chimique des acides aminés
111.3.1. Configuration et isomérie optique (le carbone chiral)

A D’exception de la glycine, les acides aminés ont ou moins un carbone asymétrique et ont deux
configurations possibles (D ou L), images 1'une de 1’autre en miroir.

Tous les acides aminés des étres vivants sont de la série L [36].

H\ R R }{
ch X
NH:  NCoOr coo” “SNH;
Isomere L Isomére D

Figure 11.18 : La configuration et isomérie optique d’un acide

111.3.2. La solubilité des acides aminés :

Les acides aminés sont solubles dans I’eau, mais trés faiblement a un PH autour de leur, plus

fortement en milieu alcalin (formation de sels). (Ou pH = (pki + pk2)/2).

v lIs sont plus faiblement solubles dans 1’alcool.
v' La solubilité dans les solvants apolaires dépend de leur chaine latérale [37].

111.3.3. Le coloration et le spectre d’absorption des acides aminés :

v’ Les solutions d’acides aminés sont incolores.
v" Les plupart des AA absorbent a une A< 230 nm.

v’ Les AA aromatique absorbent vers 280 nm [38].
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Absorbance -+ Trp
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Figure 11.19 : Le spectre d’absorption des trois acides aminés : Phénylalanine, Tyrosine,
Tryptophane

I11.4. Domaines d’utilisation des acides aminés :

Les acides aminés sont les principaux constituants des protéines et des enzymes chez les

organismes vivants, leur production répond a des besoins alimentaires et thérapeutiques.

Beaucoup d’acides aminés sont utilisée au domaine médecine, particuliérement comme
ingrédients dans les infusions comme traitement post opeératoire. Le tryptophane peut servir
d’indicateur de sommeil, et d’antidépresseur. L’arginine est souvent prescrit lors des traitements

des désordres hépatiques.

IlIs sont d’importants constituants de nombreuses denrées alimentaires. La L-lysine et le
tryptophane sont les principaux acides aminés ajoutés aux aliments de bétail. L-cystéine agit

comme un antioxydant dans les jus de fruits [39].
I11.5. Le réle biologique des acides aminés
I11.5.1. Le role de structure

Vingt acides aminés distincts entrent dans la composition des protéines. Ils sont parfois appelés
acides aminés protéinogenes. La synthése protéique a lieu dans le cytoplasme des cellules au
cours de la traduction des ARN messagers. L’enchainement des acides aminés forme la structure

primaire des protéines. Plusieurs acides aminés ou leurs dérivés entrent aussi dans la constitution
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de molécules de molécules diverses non protéiques par exemple, L’éthanolamine (dérivé de la
sérine) est un composant de phospholipides ou encore ’héme de I’hémoglobine dérive de la

glycine [37].

111.5.2. Le role métabolique :

Les acides aminés, par leur fonction amine, sont les éléments de base du métabolisme azoté.
Différents acides aminés exercent un role dans le transport de 1’azote (glutamine, alanine) ou
dans son élimination sous forme d’urée (ornithine et citrulling). Certains acides aminés
interviennent aussi dans le métabolisme énergétique puisque leur catabolisme alimente le cycle

de Krebs et constituent des substrats de la néoglucogenése (acides aminés glucoformateurs) [37]

111.5.3. Les roles de médiateurs chimiques et de neurotransmetteurs :

L’acide glutamique et I’acide aspartique sont des neurotransmetteurs excitateurs, stimulant la

transmission de I’influx nerveux.

La glycine est un neuromédiateur inhibiteur que I’on trouve essentiellement dans la moelle

épiniere [37].
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Tableau 11.2 : Groupes d’acides aminés et leurs fonctions, en rouge : Acides aminés
indispensables.

c o - - - - - 1617
Groupes Acides amineés Fonctions L'ncl.;lhr.nllr_]ume.l il

Svnthése des purmes, acides nucléiques, porphyrine

Glycine créatine, glutathion, scls biliaires
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T Pp—— Valine ::::::I:n}]]m: du muscle, croissance et réparation des

Régulation de la glycémie, production des hormones

Leucine de crodssance. Crssance ef reparation des tissus
Aliphatiques lsoleucine Formation de Mémoglobine, régulanion de la glycémig
Proline Structures des protéines (ex: collagénes)
. Synthéses des punnes, creatine, porphyrine. Particpd
Acides aminés Sérine i la production d'anticorps

Indispensable pour la  croissance, formation  diy
collagéne et de I'élastine, fonctionnement du fole
Actions de détoxication, production du collagéne
Cysteine elasticité et texture de la peau, du ghitathion, de laf
Acides aminés soufrés taurine, des sels biliaires
Mamtien le fonctionnement du foe,
antioxydant, précurseur de la créatine, b choline, la
Svstéme nerveux, fonctionnement de la
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Acides amines T . Précurseur de la mélanme, adrénaline et thyroxine]
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hydroxyles

Threonine

Meéthionine

Phénylalanine
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Tryptophane

Asparagine SySLEme nerveux
Acides amimnés amidés

Détoxicaton de  I'ammomac, formation des  bases
arotées. fonctionnement du cerveau
Acide aspartique l;_].rclt de 'urée, formation des nucléotides, production
anticorps

Acides aminés Cycle des acides tncarboxyliques, participe a g
dicarboxyliques - - nénglucogénése, neurstransmetteur cérébral, transport
Acide glutamique du potassium, précurseur du glutathion (systéme
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CHAPITRE 2.B.la maladie de PARKINSON

I. Introduction

La MP est la 2éme maladie neuro-dégénérative la plus fréquente aprés la maladie d’Alzheimer
[40]. Environ 6 millions de personnes a travers le monde sont touchées par cette maladie, d’apreés
la Fondation Nationale pour la MP. Ce chiffre continue a augmenter et a prévaloir, environ 305
000 nouveaux patients sont diagnostiqués par année dans le monde, di principalement au
vieillissement de la population [41].

Généralement, cette maladie est plus répandue chez les personnes agées de plus de 65 ans mais
elle peut apparaitre chez des sujets plus jeunes, entre 25 et 30 ans [41, 42].

De maniere intéressante, son incidence est 1.5 fois plus élevée chez les hommes que chez les
femmes. Des facteurs de risque environnementaux et/ou de susceptibilités génétiques associés a
I’apparition de la MP peuvent expliquer la grande variabilité de I’incidence de cette maladie entre
les pays. [43]

La maladie de parkinson (MP) est une maladie degénérative qui affecte le systeme nerveux
central (SNC). Elle est caracterisée par des troubles moteurs tels que des tremblements au repos,
une rigidité musculaire et une bradykinésie (akinesie).

Plusieurs symptomes non-moteurs comme la dépression, I’anxiété et certains problemes cognitifs
peuvent également se développer durant la progression de la maladie.

Sur le plan neuropathologies, cette maladie est caractérisée par la mort sélective des neurones
dopaminergiques de la substance noire pars compacta (SNpc) et par la présence d’inclusions

proteiques dans les neurones survivants [44, 45].

Il. Les symptomes de la maladie de Parkinson

Les symptomes de la MP peuvent étre classés en 2 catégories: les symptémes moteurs et les
symptébmes non moteurs qui peuvent étre soit des changements neuropsychiatriques, des
changements cognitifs ou des symptomes liés a une défaillance du systeme nerveux autonome
(SNA) [46, 47].

I1.1. Les symptomes moteurs

Généralement, les symptdmes observés chez la majorité des patients parkinsoniens sont une
lenteur du mouvement, une bradykinésie allant jusqu’a I’akinésie dans des stades plus avancés de

la maladie, un tremblement au repos, une instabilité posturale, une rigidité musculaire, de méme
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que des difficultés d’effectuer des gestes alternatifs rapides et quotidiens tels que se brosser les
dents, boutonner des vétements, marcher ou rester debout [48, 49].

Ces manifestations physiques se développent au fur et a mesure de la progression de la maladie et
elles apparaissent souvent de maniére asymétrique puis s’étendent aux deux cotés du corps apres
quelques années [50].

En effet, I’apparition des troubles moteurs est le résultat du manque d’un neurotransmetteur
essentiel au mouvement, la dopamine. Les premiers signes cliniques de la MP apparaissent
lorsque la dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNpc atteint environ un niveau
situé entre 60-80 % [51].

I1.2. Les symptomes non moteurs

En plus des troubles moteurs, les patients parkinsoniens souffrent généralement des probléemes
non moteurs qui précédent les signes moteurs (phase prodromique) [52]

En grande partie, les symptdomes non moteurs se manifestent fréquemment par des changements
neuropsychiatriques caractérisés par ’apparition de la psychose chez environ 30% des patients
parkinsoniens incluant Les des hallucinations visuelles ou auditives et des illusions [53, 54].

De plus, ces symptdbmes neuropsychiques sont souvent associés a la dépression [52,55,56]
I’anxiété et I’apathie [57, 58]. Aussi, les personnes atteintes de la MP courent un risque plus élevé
de démence, qui mene souvent a des troubles de la mémoire ou de la concentration rappelant
ceux causes par la maladie d'Alzheimer [59]. Plus tardivement dans 1’évolution de la maladie, on
apercoit chez le patient de la confusion et des troubles du sommeil [60]. Finalement, on note la
présence de symptdmes associés au SNA qui affectent significativement la qualité de vie des
patients parkinsoniens. Ces symptomes comprennent la constipation, I’hyposomnie (affecte 80 a
90 % des sujets atteints), I’hypotension orthostatique, la perte de I’olfaction et la dysfonction
érectile [47, 61, 62].

Egalement, il existe d’autres signes cliniques qui peuvent apparaitre plus tardivement dans
I’évolution de la maladie comme par exemple une difficulté a avaler, une salivation excessive, la
perte de dextérité, une difficulté de prononciation, une absence d’expression faciale, et une
incontinence urinaire [47].

Au final, ’ensemble de ces troubles affecte la qualité de la vie quotidienne, familiale et sociale

des patients. Malheureusement, la majorité de ces symptdomes ne sont pas corrigés par les
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médications dopaminergiques (se basant sur la L-Dopa et ses agonistes) ce qui complique

d’autant plus le traitement de ces effets non-moteurs.

11.3. Pathophysiologie de la maladie de Parkinson

La MP est caractérisée par des troubles physiologiques touchant le SNC et qui se mettent en
place une dizaine d’années avant I’apparition des premiers symptomes cliniques de la maladie

[63].

Deux conditions essentielles sont nécessaires pour I’apparition de la MP : la dégénérescence
progressive des neurones dopaminergiques (DAergiques) de la SNpc innervant le striatum et la
présence d’inclusions cytoplasmiques appelées CLs qui sont formées principalement d’une

protéine intraneuronale, ’a-syn [63].
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Figure 11.20: La perte sélective des neurones dopaminergigues et son impact sur le
fonctionnement des ganglions de la base
La dopamine
La dopamine (Figure 11.21) est une petite molécule synthétisée pour la premiere fois en 1910,
appartenant a la famille des catécholamines (amines biogénes) au méme titre que la noradrénaline
ou I’adrénaline. Au sein de I’organisme, elle assure la transmission dite dopaminergique. Elle

peut étre libérée au niveau central par plusieurs systémes de neurones dopaminergiques et au

56



CHAPITRE 2.B.la maladie de PARKINSON

niveau périphérique par diverses populations cellulaires appartenant a différents tissus. De par la
nature de ses récepteurs, la dopamine est un neuromédiateur d’action lente.
La réponse électro physiologique est obtenue en quelques secondes au lieu de quelques

millisecondes pour les médiateurs se liant aux canaux ioniques [64].

NH-

HO
OH

Figure 11.21: Molécule de dopamine

Le fait que ces neurones innervent des zones cérébrales variées met en évidence I’importance de
la dopamine dans la régulation des différentes fonctions neurologiques [65]. Dans le cas de la
MP, les neurones DAergiques les plus touchés se trouvent principalement au niveau de la SNpc
[66], cette zone étant impliquée principalement dans le contréle moteur.

La SNpc fait partie d’un groupe de structures sous-corticales anatomiquement interconnectées
appelées les ganglions de la base ou les noyaux gris centraux et connues par leur importance dans
I’automatisation des mouvements et la suppression des mouvements involontaires [67, 68]. Les
ganglions de la base incluent le striatum (putamen et noyau caudé), le Globus Pallidus interne
(GPi) et externe (GPe), la substance noire pars reticulata (SNpr) et pars compacta (SNpc) et le
noyau sousthalamique [69-70]. Ces structures communiquent entre elles par ’intermédiaire de 3
neurotransmetteurs principaux : 1’acide y-aminobutyrique (GABA), le glutamate et la dopamine.
Lorsque les premiers symptdmes moteurs de la maladie commencent a apparaitre, la perte
neuronale des cellules dopaminergiques de la SNpc est d’environ 50% et les niveaux de la

dopamine au striatum sont réduits de 80% (Figure 11.22) [71, 72].
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Figure 11.22 : Schéma illustrant la dégénérescence des neurones dopaminergiques dans la
maladie de Parkinson qui est a 1’origine des troubles moteurs .

11.4. L’agrégation de I’a-synucléine et la formation des corps de Lewy

La présence des CLs, qui sont en majorité constitués des formes insolubles et agrégées de 1’a-syn
[43, 63, 72 ,73], est une caractéristique principale de la MP (Figure 11.23). Ce sont des inclusions,
principalement, intracytoplasmiques (apercues parfois dans le milieu extra-neuronal) [74]. Ces
amas se trouvent dans les corps cellulaires ou au niveau des prolongements neuronaux appelés les

neurites de Lewy.
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Figure 11.23: Représentation d’un corps de Lewy

Des images résultantes d’une immunohistochimie d’un neurone dopaminergique de la SNpc
montrant que les corps de Lewy sont formés de I’a-syn et de I'ubiquitine. Ces inclusions
cytoplasmiques sont éosinophiles sphériques, de 5 a 25um de diamétre, dont les mécanismes
conduisant & leur formation sont encore méconnus.

Les CLs ne sont pas specifiques a la MP, on détecte également leur présence dans d’autres
synucléinopathies telles que la démence a corps de Lewy. La maladiec d’Alzheimer la
dysautonomie, I’atrophie multisystématisée (AMS) et parfois méme au cours du vieillissement

normal.

I11.5. Cause de la maladie Parkinson

Les causes de la MP sont encore peu connues. Cependant, plusieurs hypothéses associent la

maladie & un ensemble des facteurs génétiques et environnementaux [75].
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Entre autre, on considere le vieillissement comme le risque le plus pertinent pour le
développement de la MP [54] vu que, le plus souvent, les troubles liés a cette maladie

commencent a apparaitre chez des personnes agées de plus de 50 ans.

11.5.1. Facteurs génétiques

Bien que la MP induite génétiquement constitue une petite partie des cas, elle peut fournir une
comprehension solide et claire des mecanismes sous-jacents. Seule une minorité des cas de
Parkinson est expliquée par des facteurs uniques, en particulier des facteurs génétiques, les
formes « familiales » ne représentant que 5 a 15 % des cas, essentiellement des formes précoces
pour lesquelles quelques locus et genes ont été identifiés [76].

Il s’agit de treize loci et neuf genes, soit a des formes autosomiques dominantes (SNCA/PARK1
et PARK 4 pour le géne de I’a-synucléine; UCHL1/PARKS5; LRRK2/PARKS8 codant pour la
proteine kinase dardarine; GIGYF2/PARK11l; Omi/HTRA2/PARK13), soit a des formes
autosomiques récessives (Parkine/PARK2 pour I’enzyme ligase E3 de ['ubiquitine;
PINK1/PARKG6 pour une kinase des mitochondries; DJ-1/PARK7; ATP13A2/PARKY9). Ces

mutations sont pour la plupart en cause dans la formation des corps de Lewy.

11.5.2. Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux les plus fréquemment cités sont les substances neurotoxiques. La
plus classique est le MPTP (1 methyl-1,2,4,6 tétrahydropyridine), substance dérivée de la
mépéridine (proche du LSD) présente dans une forme d’héroine frelatée, qui entraine des
symptdmes typiques de la maladie de Parkinson.

Le MPTP est un toxique sélectif pour les neurones dopaminergiques par inhibition du complexe 1
de leur chaine respiratoire mitochondriale.

Des substances proches du MPTP, comme le paraquat ou la roténone, respectivement herbicide et
pesticide sont également en cause, de méme que les insecticides organochlorés tels que le lindane
et le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT).

Ces composants conduiraient a la mort neuronale par augmentation du stress oxydatif et
formation de corps de Lewy. La maladie de Parkinson est reconnue comme maladie

professionnelle chez les agriculteurs par décret au journal officiel le 6 mai 2012.
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L’exposition aux solvants organiques, aux métaux lourds (plomb, mercure, cadmium) et au
mangangse (profession de soudeur) est également en cause dans le déclenchement d’ une maladie

de Parkinson [77].
11.6. Symptdmes

1. Tremblement :
Un tremblement des mains quand ils sont au repos ainsi qu’un va et vient de frottement de pouce
et de I’index sont trés constatés chez les atteints de la MP.
2. Mouvement ralenti (bradykinésie) :
Au fil du temps, la MP peut réduire la capacité a bouger et ralentir les mouvements chez les
atteints, ce qui rend leurs taches simples trés difficiles.
3. Les muscles rigides :
La raideur musculaire peut se produire dans n'importe quelle partie du corps. Les muscles raides
peuvent limiter ’amplitude de mouvement et causer de la douleur.
4. Perte de mouvements automatiques :
La MP, peut réduire la capacité a effectuer des mouvements inconscients.
5. Modifications de la parole :

A cause de la MP, les atteints peuvent avoir des troubles de la parole soit en parlant doucement
ou rapidement, soit en hésitant avant de parler.

I1.7. Les traitements de la MP :

Le traitement du patient parkinsonien vise « d’une part, le controle idéal des symptomes de la
maladie, d’autre part, I’absence de progression de celle-ci, voire méme une récupération
Iésionnelle si possible et enfin, I’absence d’effets secondaires » [78]. Plusieurs traitements sont

actuellement envisageables.

11.7.1. Le traitement médicamenteux

Au cours d’une conférence donnée a Lille Grand Palais, DEFEBVRE (2014) explique que le
traitement médicamenteux a pour objectif de contrdler la perte de dopamine. Le but principal de
la prise en charge médicamenteuse est ainsi d’améliorer la qualité de vie du patient. Pour cela, il

est nécessaire de choisir une stratégie thérapeutique adaptée a chaque patient. Par la suite, c’est
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I’efficacité du traitement médicamenteux a moyen et long terme qui permettra de confirmer le
diagnostic.

Dans leur ouvrage, ZAGNOLI et ROUHART (2006) listent les principaux traitements
disponibles en France :

>La lévodopa (ou L-dopa) est un précurseur de la dopamine. Les agonistes dopaminergiques en

sont des analogues structuraux. Ces deux médicaments agissent sur les récepteurs
dopaminergiques striataux ; s’ils peuvent étre utilisés en monothérapie, ils peuvent également étre
couplés. En effet, si I’action des agonistes apparait moins intense mais plus durable que celle de

la 1évodopa, ils impliquent moins d'effets secondaires.

>Les ICOMT bloquent le catabolisme (dégradation moléculaire) de la l1évodopa et augmentent
sa demi-vie

>Les IMAO-B freinent le catabolisme de la dopamine. Associes a la Iévodopa ils en augmentent
I’efficacité

> Les anticholinergiques sont des renforcateurs du tonus dopaminergique. Ils luttent

efficacement contre les tremblements du patient. Cependant, de nombreux effets secondaires
s’observent chez le sujet agé (diplopie, troubles de la mémoire...etc.), c’est pourquoi ils ne sont
que rarement prescrits. Contrairement a la L-Dopa et aux agonistes dopaminergiques qui agissent
davantage sur I'hypertonie et l'akinésie, les anticholinergiques impactent principalement sur les
tremblements Parallelement, le traitement répond aussi a certains symptomes annexes tels que la

dépression ou les troubles du sommeil [79].

11.7.2. Le traitement chirurgical

Des traitements chirurgicaux peuvent étre indiqués pour des patients atteints d’une maladie de
Parkinson idiopathique qui manifestent une bonne réponse au traitement par L-DOPA et n’ont
pas d’atteinte cognitive significative [80] .La chirurgie est proposée lorsque les effets
médicamenteux s’amoindrissent, induisant [’apparition de fluctuations motrices ou de
tremblements persistants.

La technique la plus utilisée actuellement est la stimulation cérébrale profonde (stimulation

¢électrique intracranienne continue, principalement du thalamus et sousthalamus, a [’aide
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d’¢électrodes implantées et reliées @ un neurostimulateur). Elle induit une diminution des
symptdmes parkinsoniens.

Enfin, les patients pour lesquels la chirurgie est contre-indiquée (antécédents, age avance)
peuvent bénéficier d’une radiochirurgie par gamma knife, alternative a la thalamotomie, qui bien

que moins précise est non-invasive [81].

11.7.3. Monoamines oxydases (MAO)

Monoamines oxydases (MAOs) : EC (1.4.3.4) sont des enzymes ubiquitaires situées au niveau de
la membrane mitochondriale externe et appartenant a la famille des flavines amines réductase
(nommeés flavoenzymes).

Elles catalysent la désamination oxydative des amines primaires, secondaires et tertiaires [82] tels
que : la sérotonine, la norépinephrine, la B-phényléthylamine et la dopamine (voir figure 11.24).
La MAO est implique dans plusieurs processus physiologiques notamment dans le maintien de

I’homéostasie de ces molécules en controlant leur concentration au niveau du SNC [83].

MAO
R-NH, e ——— R-CHO

O, NH,

Figure 11.24 : Désamination oxydative des amines par les MAO [84].

a. Monoamines oxydases (MAOA) :

Présente dans la muqueuse gastro-intestinale, elle joue un rdle dans le métabolisme de la

sérotonine dans le cerveau [85].

b. Monoamines oxydases (MAOB) :

Enzyme majeur des plaquettes et des cellules gliales, joue un réle important dans la
dégradation de la dopamine [86]. Ces deux enzymes partagent une identité d’acide aminé a

70% [87] mais il existe une spécificité de substrat chez les deux enzymes, la MAOA
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métabolisant plutét la sérotonine, la MAOB ayant comme substrat préférentiel la
Bphényléthylamine. Certains substrats sont communs, comme la dopamine et la tyramine qui
sont métabolisées avec la méme efficacité par les deux enzymes [83]. Il est important de
signaler que la MAOB génére également une neurotoxine appelée :1-Methyl-4-
Phenylpyridinium qui est un agent causal de la MP [87]. L’inhibition de cette enzyme
contribue aussi bien a I’augmentation des taux de dopamine dans le SNC que la diminution
des taux de neurotoxines causant la MP. Ceci explique notre intérét pour étudier in silico

I’inhibition de cette enzyme dans le cadre de notre mémoire de master.
c. Role physiologique de la MAOB
La MAOB joue un réle important dans le SNC ou elle est impliquée dans le métabolisme de

la dopamine (neurotransmetteur) en catalysant la désamination oxydative de ce dernier [88].

HO HO +
NH, MAO-B, O, S NH;

>

HO
HO H.0
N0
NHs"  + U\
HO

Figure 11.25: Désamination oxydative de la dopamine par la MAOB

HO

d. L’activité anormale des MAOB

Est impliguée dans les maladies neurologiques comme MP et MA ou elles se trouvent en grande
quantité [89]. Ainsi, le 1-méthyl-4- phényl-1, 2, 3, 6-tétrahydropyridine ou MPTP, une puissante
neurotoxine provenant de drogues synthétiques (mépéridine), est métabolisé par la MAOB en
MPP+ ou 1- Methyl-4-Phenylpyridinium, un métabolite capté spécifiquement par les neurones
dopaminergiques et les détruisant, ce qui rend ces enzymes cliniguement des cibles

thérapeutiques pertinentes pour le traitement de ces maladie neurodégénératives [86].
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e. Structure MAOB

Se trouve sous forme homodimére dont chaque sous unité contient 520 acides aminés avec un

poids moléculaire de 59 000 Da [89 ,90]. Elle peut étre subdivisée en trois domaines :

v’ Le premier est le domaine de liaison au FAD (cofacteur se liant par une liaison covalente
a ’enzyme au niveau du résidu Cys 397) (Figure 11.26) [89].

v Le deuxieme est un domaine hydrophobe de liaison au substrat entouré par des résidus

principalement aromatiques et aliphatiques (triade catalytique) [88].

v’ Le dernier est un domaine transmembranaire attaché a la membrane externe des

mitochondries. I1 est constitué de la séquence des résidus acides aminés de 489 jusqu’a 520 [90]

Site actif de la
MAO-B

Domaine
transmembranaire

Figure 11.26 : Structure cristallographique de la MAOB humaine
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CHAPITRE 3 : Résultats et Discussion

I. Introduction

La modélisation moléculaire englobe les différentes méthodes de calculs théoriques utilisée
dans des différents domaines comme : Chimie, Biologie, Pharmacie et médecine. C’est une
technique permettant de construire, visualiser, manipuler et d’analyser la structure et la réactivité
d’un systéme de particules. Elle permet de déterminer, la représentation graphique de la
géométrie, la configuration des atomes d'une molécule et évaluer les propriétés physico-
chimiques de la molécule étudiée [1].

L’évolution des outils informatiques ont permis le développement Important de nouveaux
outils spécialement dédies a la modélisation moléculaire. Grace a cette évolution et aux progres
en biologie moléculaire, les chercheurs parviennent a simuler l'action de substances

thérapeutiques, d’ou la naissance des techniques du «Drug design» [2].

Ces derniéres années les chercheurs essayent de combiner entre des différentes méthodes
de la modélisation moléculaire a savoir : la dynamique moléculaire et la Docking moléculaire. Ce
dernier est utilisé pour prédire la structure du complexe inter moléculaire résultant de
I’association entre au moins deux molécules [3], sachant que la dynamique moléculaire utilisée

comme une méthode de validation des résultats de docking moléculaire.

L’utilisation de ces méthodes a conduit a de nombreux succes dans le domaine de la

découverte de nouvelles molécules bioactives (médicaments) [4-6].

L’objectifs principal de notre travail consiste a étudier la structure des différents modes
d'interactions entre la monoamine oxydase B et une nouvelle série des 37 molécules qui sont
impliguées dans la maladie Parkinson par deux méthodes de la modélisation moléculaire,
docking moléculaire et la dynamique moléculaire en utilisant le logiciel MOE, et une derniere

méthode pour voir les propriétés ADME pour chaque ligands.

Au niveau de ce chapitre, nous présentons la discussion des résultats obtenus au cours de ce

travail.

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

quon a effectué au cours de ce travail (Figure 111.1) :
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Figure 111.1 : Protocole de calcule
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I1. Méthodes de calcul

I1.1. Préparation et optimisation des enzymes et des ligands

11.1.1. Préparation et optimisation du modeéle

Le téléchargement des enzymes a été fait a partir de la base de données Bookhaven
Protéine Data Bank (www.rcsb.org/pdb) [7].
¥ Enzymel : MAO-B :(PDBID:6FWC), Elle est Co-cristallisée avec I’inhibiteur fluorophenyl-
chromone-carboxamide (C16H10FNO3 : OUROIBLACYVZRJ-UHFFFAOYSA-N) [8].
P Enzyme2 : MAO-B:(PDBID:6RKB), Elle est Co-cristallisée avec I’inhibiteur styrylpiperidine
analogue 1 (C16 H20 F N MSBXCAPJLPROOO-FRKQTSRXSA-N) [9].

Toutes les propriétés de la structure 3D des deux enzymes ont été regroupées dans le
tableau I11.1. Sachant que la figure 111.2 montre la structure générale de Monoamine oxydase B

cristallise sous forme d’un monomere.

Figure 111.2 : Modeéle simplifie de MAO-B
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Les co-facteurs et les ions ont été éliminés; les ligands et la protéine ont été placés au pH

physiologique. En plus, les ligands ont été concéderais comme flexible et les enzymes ont été
préparées comme corps rigide.

Les structures 3D de nos enzymes ont été obtenues par diffraction en rayon X. différentes
propriétés ont été regroupées dans le tableau suivant.

Tableau I11.1 : Propriétés des enzymes étudiés et les données cristallographiques

Ligand native Classifications  Organisme  Chaines  Résolution
Co-cristallisé A)

FLAVO- Homo
. A B 1.70
PROTEIN sapiens
FLAVO- Homo
_ A B 2.30
PROTEIN sapiens

11.1.2. Préparation des inhibiteurs

Le ligand est généralement une molécule organique. On utilise des logiciels a interface

graphique ou des logiciels de la modélisation moléculaire pour dessiner la structure de départ de
ces molécules.

Les structures des ligands dessinées a I'aide de logiciel ChemDraw Ultra 12.0. Elles sont
représentées ci-dessous.
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Tableau I11.2 : Structures des ligands étudiés avec leurs activités 1C50

Z
PY)
[
)
N
Py)
w

MAO-B
(1Cs0 pM)
3.225+0.06
3.146+0.40
0.387+0.08
0.136+0.01
1.462+0.19
0.926+0.03
0.452+0.07
0.257+0.02
0.440+0.02
0.175+0.01
OMe 0.283+0.02

H 1.507+0.03
0.402+0.02

H 2.483+0.07
F 3.324+0.11
H 1.803+0.12
CFs H 0.110+0.02
CFs 0.009+0.001
H 0.396+0.02
H 0.193+0.01
F 0.109+0.01
H 2.849+0.07
H
C
H

Composés

IQI'I'IIISII
IQI'I'IIIw-|O-|III

OMe

II'I'IIm-|O-|I
o
o

OxxTmI T

0.062+0.01
I 0.059+0.01
0.305+0.03

IIIQIIﬂIIw-.O-.IIIIIIIIIIﬂIIm-.Q.I

MNNOMNOMNNRNNNOMNNMNNMNNOOOORERP R ERPERPERERE -

@)
< T
@

2.023+0.20
1.108+0.17
3 0.642+0.09
1.055+0.07
1.550£0.05
0.271+0.01

L27
L28
L29
L30

\\\\\\
IxnII}
T Q
o QR

1.568+0.04
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S 14 L33 / H H CF 0.041+0.02
T FOFHTHTTFE 6.806:0.09
7 L35 / ¢ H H 8.3400.12
g L3 /I H Cl H 2.1100.07
[ Y /' H H C 0.625:0.05

L’optimisation des géométries de nos ligands a été effectués a 1’aide du logiciel
HyperChem (Version 7.0, Hypercube, USA, http://www.hyper.com), par la méthode de la
mécanique moléculaire en utilisant le champ de force MM- [10], suivi par une optimisation de la
méthode semi-empirique PM3 [11]. Ces calculs ont été effectués a I’aide des deux logiciels
HyperChem7 et MOE2014.

Tableau 111.3 : Quelques propriétés des ligands L1-L37

- Toxic Rsynth Weight TPSA LogP  Log$S
(%) (g/mol) A2
PR No 100.00 214.29 36.87 (don :1,acc :1) 2.54 -2.84
el No 100.00 282.28 36.87 (don :1,acc :1) 3.87 -3.90
s No 100.00 282.28 36.87 (don :1,acc :1) 3.87 -3.90
e No 100.00 282.28 36.87 (don :1,acc :1) 3.87 -3.90
s No 100.00 232.28 36.87 (don :1,acc :1) 2.68 -3.14
e No 100.00 232.28 36.87 (don :1,acc :1) 2.68 -3.14
P No 100.00 232.28 36.87 (don :1,acc :1) 2.68 -3.14
s No 100.00 248.73 36.87 (don :1,acc :1) 3.19 -3.58
g No 100.00 248.73 36.87 (don :1,acc :1) 3.19 -3.58
e No 100.00 244.31 46.10 (don :1,acc :2) 2.55 -2.89
P No 100.00 244.31 46.10 (don :1,acc :2) 2.55 -2.89
e No 100.00 268.26 36.87 (don :1,acc :1) 3.74 -3.96
i No 100.00 268.26 36.87 (don :1,acc :1) 3.74 -3.96
[ No 100.00 218.25 36.87 (don :1,acc :1) 2.54 -3.19
PEEEs No 100.00 218.25 36.87 (don :1,acc :1) 2.54 -3.19
e No 100.00 296.31 36.87 (don :1,acc :1) 3.65 -3.96
P No 100.00 296.31 36.87 (don :1,acc :1) 3.65 -3.96
e No 100.00 296.31 36.87 (don :1,acc :1) 3.65 -3.96
e No 100.00 246.30 36.87 (don :1,acc :1) 2.46 -3.20
o No 100.00 246.30 36.87 (don :1,acc :1) 2.46 -3.20
P No 100.00 246.30 36.87 (don :1,acc :1) 2.46 -3.20
[z No 100.00 262.76 36.87 (don :1,acc :1) 2.97 -3.64
PEzEs No 100.00 262.76 36.87 (don :1,acc :1) 2.97 -3.64
[z No 100.00 262.76 36.87 (don :1,acc :1) 2.97 -3.64
PezEEs nNo 100.00 258.34 46.10 (don :1,acc :2) 2.32 -2.96
e No 100.00 295.26 52.32 (don :1,acc :2) 3.96 -4.51
e No 100.00 295.26 52.32 (don :1,acc :2) 3.96 -4.51
mmZzgmm No 100.00 295.26 52.32 (don :1,acc :2) 3.96 -4.51
g No 100.00 245.25 52.32 (don :1,acc :2) 2.77 -3.75
s No 100.00 245.25 52.32 (don :1,acc :2) 2.77 -3.75
PsET nNo 100.00 245.25 52.32 (don :1,acc :2) 2.77 -3.75
[z No 0.00 266.29 27.64 (don :1,acc :0) 3.47 -4.57
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No 100.00 266.29 27.64 (don :1,acc :0) 3.47 -4.57
No 100.00 216.28 27.64 (don :1,acc :0) 2.28 -3.81
No 0.00 232.73 27.64 (don :1,acc :0) 2.79 -4.25
No 0.00 232.73 27.64 (don :1,acc :0) 2.79 -4.25
No 100.00 231.73 26.02 (don :1,acc :1) 3.72 -4.27

Les résultats présentés dans le tableau I111.4 montrent que tous les ligands sont non
toxiques. En plus, on remarque que ces ligands ont le nombre de groupements donneurs inférieur
a 5 et aussi un LogP inférieur a 5 et le nombre de groupements accepteurs inférieur a 10. Les
valeurs de TPSA(A?) comprises entre 26.02 et 52.32

11.2. Docking moléculaire

Le Docking est une méthode qui calcule l'orientation préférée d'une molécule vers une
seconde lorsqu'elles sont liées pour former un complexe stable possede une bonne affinité [12].
Le programme MOE a été utilisé pour notre etude car :
1% - il est facile & manipuler.
2°™Me - il a prouvé son efficacité dans plusieurs études, on peut citer quelque exemple des travaux :
Eman K.A. Abdelall et al [13], Matteo Aldeghi et al [14], Sarah T. A. Al-Rashood et al [15].
Khac-Minh Thai et al [16], Somaia S. Abd EI-Karim et al [17], Sheng Liu et al [18]. Tamer Nasr
et al [19], Jiansong Fang et al [20], Sally S. EI-Nakkady et al [21]. I. daoud et al [22].

11.2.1 Etapes du Docking Moléculaire

11.2.1.1. Principes

Connaitre la structure 3D de la cible et des inhibiteurs afin de calculer 1’énergie et d’étudier

I’interaction d’une série de molécules avec 1’enzyme.

I1.2.1.2 Structure de ’enzyme

a. Sources
Les trois méthodes : Diffraction des rayons X, RMN et Modélisation par homologie
donnent la structure 3D de la cible (PDB). Dans notre travail, nous avons choisi la méthode de
Diffraction des rayons X car elle possede une excellente précision et le

remplissage des cages de diffraction laisse peu ou pas d’ambigiiité.
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b. Traitement de la structure 3D du récepteur

Les ions, détergents, glycols, et les anticorps ont été éliminé de notre enzyme pour
simplifier et faciliter la démarche de docking moléculaire (prend pas beaucoup du temps).

11.3. Simulation de la Dynamique moléculaire

La méthode de simulation de la dynamique moléculaire est basée sur la deuxiéme loi de
Newton ou [I’équation du mouvement; c'est une simulation qui suit les mouvements
atomiques/moléculaires dans les systemes pour une période donnée. Le meilleur conformére de
I’enzyme MAO-B avec des ligands a été suivi par un calcul de dynamique moléculaire.

Le champ de force MMFF94x et l'algorithme NPA ont été utilisés pour définir les
interactions du systéeme. Les étapes et les protocoles de la dynamique moléculaire ont été
sélectionnés pour optimiser 1’équilibre des systémes a 100 ps et la production a été effectuée a
900 ps en maintenant la température et la pression normales.

Tous les calculs ont été exécutés en utilisant le logiciel MOE.

11.4. Propriétés ADME
Nous notons que de nombreux agents thérapeutiques potentiels n'atteignent pas les essais

cliniques en raison de leurs parametres d'absorption, de distribution, de métabolisme et
d'élimination défavorables (ADME).

I11. Résultats et discussion

I11.1. Simulation de Docking moléculaire

MOE est basé sur un type de docking semi-flexible et généralement utilisé pour I’amarrage
protéine-ligand, le ligand étant considéré comme flexible et la chaine principale de I’enzyme a été
maintenue rigide, tandis que les chaines latérales restent flexibles. Il utilise le champ de force
MMFF94x pour optimiser les conformations au cours de calcule.

Les enzymes sont constituées de plusieurs sites actifs. Le logiciel MOE 2014 [23] nous a
permis d’identifier et donner les résidus qui forment les sites actifs (les cavités) en utilisant le

module « Site Finder ».

I11.1.1. Interaction : MAO-B —Ligands (Enzyme 1:6FWC)

On donne les propriétés de la premiére cavité détectée par MOE dans le tableau 111.4.
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Tableau 111.4 : Différentes propriétés de la premiere cavité détectée par MOE de MAO-B

- Size PLB Hyd Side Residues

329 501 181 287 1:i(VAL10 GLY11l GLY12 GLY13 ILE14 SER15 GLY16 LEU33
GLU34 ALA35 ARG36 GLY40 GLY4l1 ARG42 THR43 LEUS6
GLY57 GLYS8 SER59 TYR60 VAL61 GLN65 GLU84 LEUS8S
PRO102 PRO104 TRP119 LEU164 LEU167 PHE168 LEU171
CYS172 ILE198 ILE199 SER200 THR201 GLY205 GLNZ206
ARG233 PRO234 VAL235 ALA263 ILE264 PRO265 LEU268
LYS271 ILE272 VAL294 LYS296 THR314 ILE316 TYR326 PHE343
TRP388 TYR393 SER394 CYS397 TYR398 GLY425 THR426
GLU427 GLY434 TYR435 MET436 GLU437 ALA439)6:(VAL10
GLY11 GLY12 GLY13 ILE14 SER15 GLY16 LEU33 GLU34 ALA35
ARG36 GLY40 GLY41 ARG42 THR43 LEUS6 GLY57 GLYS8
SER59 TYR60 VAL61 GLN65 GLU84 LEU88 PHE99 PRO102
PRO104 LEU164 LEU167 PHE168 LEU171 CYS172 ILE198 ILE199
SER200 THR201 THR202 GLY205 GLN206 ARG233 PRO234
VAL235 ALA263 ILE264 PRO265 LEU268 LYS271 ILE272
VAL294 LYS296 THR314 ILE316 TYR326 LEU328 PHE343
TRP388 TYR393 SER394 CYS397 TYR398 GLY425 THR426
GLU427 GLY434 TYR435 MET436 GLU437 ALA439)

P L’option «Site Finder » a été utilisée pour la détection des différentes cavités
enzymatiques, et leurs propriétés.

P Le site le plus favorable pour faire notre étude posséde le volume plus important, ainsi que
le ligand Co-cristallisé.

P Dans la figure suivante on a représenté la cavité sélectionnée pour notre étude de 6FWC.

Figure I111.3 : Modéle simplifié et la cavité choisie de 6FWC
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La cavité 1 a éte choisi (figure 111.3) pour faire notre calcul de docking car elle posséde :

1. Le ligand qui Co-cristallisé de MAO-B.
2. Un volume important par rapport autres cavites.
3. Les mémes résidus de site actif de la littérature.

Tableau I11.5 reporté les énergies de score et les distances des interactions pour les différents

complexes

Tableau I111.5: Valeurs d’énergies score, RMSD et distances des interactions entre les ligands

et les résidus de site actif

1Cso value S-score RMS Liaison entre atomes de ligands et les résidus de site
Ligands (UM) (kcal/mo D actif
) A)
Atome Atome Résidus Type de  Distance
de ligand  impliqué liaison A)
dans ’AA
B 32254006  -8.628  2.556 / / / ! /
3.1646+04  -8.5055 2'339 N8 OE1  GLN206 H-donor  2.99
0.387+0.08  -8.9935 2'%71 N17 0 HO';”% H-donor 293
0.136+0.01  -9.4053 3%98 / / / / /
L5 ; 2402 N16 OE  GLN206 H-donor  2.96
- e e 6-ring CG  LEU206  Pi-H 3.76
L6 2831  N16 OEL  GLN206 H-donor  3.07
+ -
- 0926:0.03  -89389 o g CG  LEUI7TL  Pi-H 3.74
L7 2,831
04526007 89370 % N16 OE1  GLN206 H-donor  3.07
e 6-ring CG LEU171  Pi-H 3.74
0.257+0.02  -8.9620 2'385 / / / / /
L9 1.986 Ci15 6-ring TYR398 H-pi 3.67
- R e N16 6ring  TYR435 Cation-pi  -1.3
SIS 1754001 -9.2577 2'319 / / / / /
SEEE 02831002 -9.2577 2"(‘)19 / / / / /
SRR 15074003 -8.9573 2'%)79 / / / / /
S 0402002 sses 22 / / / / /
SRR 54834007 85777 2"101 / / / / /
S0 33s011 8234 250 / / / / /
WO 1803:012 -9.0663 1956 N9 6-ring TYR398 Cation—pi  -14
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L17

L18
L19
L20
L21
L22
L23
L24
L25
L26
L27
L28
L29
L30

L31

L32
L33
L34

0.110+0.02

0.009+0.001

0.396+0.02

0.193+0.01

0.109+0.01

2.849+0.07

0.062+0.01

0.059+0.01

0.305+0.03

2.02340.20

1.108+0.17

0.642+0.09

1.055+0.07

1.550+0.05

0.271+0.01

1.568+0.04

0.041+0.02

6.806+0.09

8.340+0.12

2.110+0.07

0.625+0.05
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L ref CAK-14 SG CYS172  H-donor 3.93
- ! 6400 LOI8 g ing @ HOH958  Pi-H 4.50

Les résultats obtenus montrent que les ligands Lo, Li7, Lss formant des complexes

possedent les plus petites énergies Score et le plus grand nombre des interactions par rapport aux

autres complexes, ceci montre que ces complexes sont plus stables.
On peut les classer selon I’ordre suivant :
6FWC-Ly< 6FWC-L17< 6FWC-L3s

D’autre part, si on parle des ligands : Lo (ICso =0.0.440+0.02 uM), Li7 (1Cs0 =0.110+0.02
MM), Lss (ICso =8.340+0.12 pM), on peut voir qui ont des faibles valeurs de 1Cso mais avec des
valeurs 1égérement élevées de I’énergie de Score par rapport au ligand Co-cristallise dans MAO-

B (Lrer).
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D polar ~» sidechain acceptor f:) solventresidue t+ nonconserved
O acidic «-- sidechain donor O metalcomplex - > nonpresent
Q) basic -+ pbackbone acceptor - solvent contact & inconsistent
(O greasy -+ backbonedonor -~ metalfion contact arene-arene

- proximity ligand receptor BH arene-H
e contour - exposure Oexposure @+ arene-cation

Figure 111.4: interaction entre les ligands (Lo, L17 et L3s) et les résidus de site actif de
6FWC

L’analyse des résultats obtenus au cours de ce travail est basée sur les critéres suivant:

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

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

D’aprés A. Imberty et al [24]. Les interactions comprises entre 2.5 A et 3.1A sont
considérées comme fortes et celles comprises entre 3.1A et 3.55A sont supposées moyennes. Les

interactions supérieures a 3.55A sont faibles.

3-Plus le nombre des interactions est importante plus la stabilité du complexe est augmente.
4-La qualité de l'ajustement a été évaluée sur la base des valeurs RMSD du ligand avec les
intervalles suivants :

« rmsd 1,0 A, bonne pose;

« A <rmsd <2,0 A, pose proche;

« A <rmsd <3.0 A, pose avec erreurs;
« rmsd > 3.0 A, mauvaise pose [25]
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Le complexe formé par le ligand Lo a une faible énergie de Score (-8.891 Kcal/mol) et
forme deux interactions avec les résidus de site actif de MAO-B: la premiére de type H-pi forte
(entre I’atome C15 de ligand et le résidu TYR398) avec une distance 3.67 A et la deuxiéme de
type Cation-pi (entre I’atome N16 de ligand et le résidu TYR435) avec une distance 4.98 A
(Figure 111.4).

Ce ligand posséde une valeur moyenne de 1C50=0.440+0.02uM ce qui suggere qu’il peut
inhiber I’enzyme 6FWC (Tableau I11.5)

On observe aussi que le complexe formé par ligand L1z a une faible énergie de Score

(-8.4940 Kcal/mol) et maintenu par 5 interactions. La premiere de type H-donneur (entre I’atome
N18 de ligand et le résidu HOH 952) avec une distance de 3,08 A ; et la deuxiéme de type H-
donneur (entre ’atome N18 de ligand et le résidu HOH 958 ) avec une distance de 2.76 A ; la
troisieme de type H-pi ( entre I’atome C7 de ligand et le résidu TYR398) avec une distance de
3.98 A ; le quatriéme de type pi-H ( entre 6-ring de ligand et le résidu ILE199) avec une distance
de 3.84 A ; et le cinquiéme de type H-pi ( entre 6-ring de ligand et le résidu HOH958) avec une
distance de 4.07 A (Figure 111.4).

Ce ligand possede une valeur faible de 1C50=0.110+0.02uM ce qui I’en propose peut-étre

comme un deuxiéme inhibiteur de 6RKB (Tableau 111.5).
Le composé Lss forme une complexe a des valeurs légérement faible d’énergie score

(-7.8367 Kcal/mol), ceci confirme que ce complexe forme un complexe moins stable que les

complexes précédents.
111.1.2. Interaction : MAO-B —Ligands (enzyme 2 :6RKB)

On donne les propriétés de la cavitél détectée par MOE dans le tableau I11.6.
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Tableau 111.6: Différentes propriétés de premiére cavité détectée par MOE de MAO-B.

[Site] size® PLB® Hyd® Sided Residues

W 309 484 97 149  1:(VAL10 GLY11 GLY12 GLY13 ILE14 SER15 GLY16 LEU33
GLU34 ALA35 ARG36 GLY40 GLY41 ARG42 THR43 LEUS6
GLY57 GLY58 SER59 TYR60 GLN65 GLUS4 LEUSS PHE99
GLY101 PRO102 PHE103 PRO104 TRP119 LEU164 LEU167
PHE168 LEU171 CYS172 ILE198 ILE199 SER200 THR201
GLY205 GLN206 ARG233 PRO234 VAL235 ILE236 ALA263
ILE264 PRO265 LEU268 LYS271 ILE272 HIS273 VAL294
THR314 ILE316 TYR326 LEU328 PHE343 TRP388 TYR393
SER394 CYS397 TYR398 GLY425 THRA426 GLUA427 GLY434
TYRA435 MET436 ALA439)

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

P Le site le plus favorable pour faire notre étude posséde le volume plus important, ainsi

que le ligand Co-cristallisé.

b Dans la figure suivante on a représenté la cavité sélectionnée pour notre étude de 6RKB.

Fiaure I11.5 : Modéle simplifié et la cavité choisie de 6RKB

La cavité 1 a été choisi (Voir la figure 111.5 et Tableau 111.6) pour faire notre calcul de

docking car elle possede :

1. Le ligand qui Co-cristallisé de MAO-B.

2. Un volume important par rapport autres cavités.
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CHAPITRE 3 : Résultats et Discussion

3. Les mémes résidus de site actif de la littérature.

Les énergies de score et les distances des interactions pour les différents complexes sont
reportées dans le tableau 111.7

Tableau I11.7: Valeurs d’énergies score, RMSD et distances des interactions entre les ligands et les
résidus de site actif

- ICso value S-score  RMS Liaison entre atomes de ligands et les résidus de site actif
Ligands (UM) (kcal/mol) D
A
Atome de Atome Résidus Type de Distanc
ligand impliqué liaison e
- dans PAA A
3.225+0.06  -7.8050 N8 OE1 GLN206 H-donor 3.39
2.5043
3.1646+0.4  -85176  1.9456  6-ring CG LEU171 Pi-H 4.25
0.387£0.08  -8.5096  2.1029 / / / / /
0.136£0.01 ~ -8.4767  2.7486 / / / / /
1.462+0.19  -7.8321  2.5050 / / / / /
0.926+0.03  -7.8601  2.3462 N16 OE1 GLN206 H-donor 3.40
04524007  -7.7121 18579  N16 OE1 GLN206 H-donor 3.56
0.257+#0.02  -8.2278  3.7703 / / / / /
0.440+0.02  -8.0222  3.6650 / / / / /
0.175£0.01  -8.8048 21535 N 16 OE1 GLN 206 H-donor 3.56
L11 0.283+0.02  -8.7494  1.8787 N 16 OE1 FLB 206 H-donor 3.52
1.507+0.03  -8.2678  3.5683 / / / / /
04024002  -8.0721  3.0309 / / / / /
L14 2.483+0.07  -7.3871  2.5084 / / / / /
3.324+0.11  -7.3953  1.9398 / / / / /
1.803+0.12  -8.8638 19311  6-ring CcB ILE 199 Pi-H 4.01
0.110£0.02  -9.1051  2.8619 / / / / /
0.009+0.001  -9.0542  1.8654 N 17 0 PRO 102 H-donor 3.12
L19 0.396+0.02  -8.2415  2.3290 N9 OE1 GLN 206 H-donor 3.38
0.193+0.01  -8.4303  2.3541 N9 0 PRO 102 H-donor 3.39
0.109+0.01  -8.3745  2.3570 N9 0 PRO102 H-donor 3.42
22 2.849+0.07  -8.9872 2.2960  6-ring CG LEU171 Pi-H 4.19
0.06240.01  -8.8401  2.0362 N9 0 PRO102 H-donor 3.44
0.059+0.01  -8.5638  2.2653 N9 OE1 GLN206 H-donor 3.30
L25 0.305+0.03  -9.1484  2.6016 N9 0 PRO102 H-donor 3.23
L26 2.023+0.20  -8.6487  1.4808 / / / / /
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L27 1.108+0.17 -8.7537  3.1286 / / / / /
L28 0.642+0.09 -8.7377  1.4917 / / / / /
L29 1.055+0.07 -7.7438  2.0159 / / / / /
L30 1.550+0.05 -7.8969  3.2145 / / / / /
L31 0.271+0.01 -7.9202  4.4981 / / / / /

L32 1.568+0.04 -8.2897  2.3927 N 15 (@) PRO 102 H-donor 3.36
L33 0.041+0.02 -8.2098  2.1659 / / / / /

L34 6.806x0.09 -7.8095  0.5192 N9 SG CYS 172 H-donor 4.26

N9 (0] HOH 747 H-donor 3.02

L35 8.340+0.12 -7.8121  1.2033 N 15 SG CYS 172 H-donor 4.22

L36 2.110+0.07 -8.0987  1.0332 N9 SG CYS 172 H-donor 4.31

L37 0.625£0.05 -8.0138  1.2612 N9 6-ring TYR 398 Cation-pi 4.21

CAK-35 N SER 59 H-acceptor 4.42

CAK-35 (@] HOH 816 H- acceptor 242

/ 6.357 0.709 CAK-35 (@] HOH 816 H-accerFJJtor 2.46

CAK-35 O HOH 816 H-acceptor 2.49

Les résultats obtenus montrent que les ligands Las, L3s et Lss forment des complexes
possédant les plus petites énergies Score et le plus grand nombre des interactions par rapport aux
autres complexes, méme au complexe de ligand co-cristallisé, ceci montre que ces complexes
sont stables.

On peut les classer selon I’ordre suivant :

6RKB-L3s < 6RKB-L35 < 6RKB-L34

D’autre part, si on parle des ligands: Lss (ICso =2.110£0.07 pM), Lszs (ICso
=8.340£0.12uM), Las (ICso =6.806+0.09 uM) on peut voir qui ont des faibles valeurs de 1Cso
mais avec des valeurs 1égérement faible de I’énergie de Score par rapport au ligand Co-cristallisé

dans 6RKB (Lref).

6RKB-L34

A Tyr438
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o

) /) 6RKB-L35 ’

He198

Figure 111.6 : Interaction entre les ligands ( Las, L3set Las ) et les résidus de site actif de 6RKB

O polar -+ sidechain acceptor () solventresidue t* nonconserved
) acidic  +- sidechain donor O metal complex -~ nonpresent
Q basic =+ backbone acceptor - solvent contact & inconsistent
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CHAPITRE 3 : Résultats et Discussion

En se basant sur les criteres cités dans la partie précédente pour analyser les résultats
obtenus au cours de cette partie.

Le tableau I11.8 montre que le complexe 6RKB-L3s a une faible énergie de Score (-7.8095
Kcal/mol), ceci confirme que ce ligand forme un complexe stable avec le MAO-B.

Le ligand Ls4 forme deux interactions avec le site actif de 6RKB. La premiere de type H-
donneur (entre I’atome N9 le ligand et le résidu CYS 172) avec une distance de 4.26 A, et la
deuxieme interaction de type H-donneur (entre I’atome N9 de ligand et la molécule d’eau HOH
747) avec une distance de 3.02 A. D’autre part, et d’aprés la littérature ce ligand posséde une

valeur moyenne de 1C50=6.806+0.09uM.

En plus, on constate que le complexe formeé par le ligand Lzs a une faible énergie de Score
(-7.8121Kcal/mol). Ce ligand forme une seule interaction de type H-donneur (entre I’atome N15
de ligand et le résidu CYS 172), avec une distance de 4.22 A. Aussi, on remarque que ce ligand a
une faible valeur de 1C50=8.340£0.12uM (Voir le tableau I11-7 et Figure 111-6).

L’inhibiteur Lzs (-8.0987Kcal/mol) a une valeur légérement faible d’énergie score, ceci
confirme que ce ligand forme un complexe moins stable que les complexes des ligands

précedents.

On peut citer ici que d’apres Seifert [26], le score est une estimation de I’affinité entre la
macromolécule et la petite molécule organique (docking moléculaire). Un score ne prédit pas une
activité mais bien une affinité. Ceci justifié donc qu’il n’est pas réaliste de corréler une activité
mesurée avec la valeur d’un score. Une mauvaise corrélation entre les affinités expérimentales et

les scores ne signifie pas pour que la fonction de scoring soit mauvaise.
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111.2. Dynamique moléculaire

Les interactions assurent la formation des complexes, mais ces derniers peuvent ne pas étre
stables dans des conditions de la dynamique moléculaire. Pour cela les résultats obtenus de
docking moléculaire ont été confirmé par un calcul de dynamique moléculaire et le processus de
simulation a été exécuté pendant 500 ps (100 ps d'équilibre et 400 ps de production) afin de

vérifier la stabilité des complexes Enzyme-ligand.

111.2.1. Interaction : MAO-B-Ligands (enzyme 1 :6FWC)

La figure I11-7 montre la variation de I'énergie potentielle des complexes 6FWC-LJ9,
6FWC-L17, 6FWC-L35, respectivement en fonction du temps lors de la simulation de la

dynamique moléculaire.
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Figure 111-7: Evaluation de I'énergie potentielle des 3 complexes (6FWC-Lg, 6FWC-L17,
6FWC-Lss) en fonction du temps
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Les courbes des différents complexes montrent que la majorité des complexes ayant une
énergie potentielle variant de 9000 a 4000 kcal/mol au cours des premieres 100 Pico . la seconde,
nous notons également une variation de I'énergie potentielle: 2000 a 1000 kcal/mol, dans la
deuxieme partie de l'intervalle entre 100 et 300 Pico secondes, et finalement, dans le dernier
intervalle entre 300 et 500 Pico seconde, nous avons une variation d'énergie potentielle: 6000 a
5500 kcal / mol.

On constate que les trois courbes des complexes étudiés montrent une stabilité qui

commence & partir de 300 ps.
Tableau I11-8 regroupe les résultats de dynamique moléculaire pour les 3 meilleur pose

obtenus par le docking moléculaire.

Tableau I11-8 : Interactions et distances entre les ligands Lo, L17 L3s et les résidus du site actif de
6FWC apres une simulation de Dynamique moléculaire.

Liaison entre les atomes de ligand et les résidus de site actif

Atome de Atome impliqué Résidus Type de liaison Distance
ligand dans PAA A)
N 16 @] HOH 797 H-donor 2.79
N 16 @] HOH 1062 H-donor 2.56
N18 (@] HOH 874 H-donor 2.38
N18 (@] HOH 1062 H-donor 3.36
N 15 @] ILE 198 H-donor 2.32
N 15 @] HOH 801 H-donor 2.48

D’apres le tableau ci-dessus, nous avons remarqué facilement que selon la dynamique
moléculaire, les trois composés conservent presque les mémes types d’interactions avec les
résidus de sites actifs de la cible comparant avec les résultats de docking moléculaire. (Voir

I’ Annexe).

111.2.2. Interaction : MAO-B —Ligands (enzyme 2 :6RKB)

La figure 111-8 montre la variation de I'énergie potentielle des complexes 6RKB-Lzs et 6RKB-
Lss et 6RKB-L3s respectivement en fonction du temps lors de la simulation de la dynamique

moléculaire.
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Figure 111-8: Evaluation de I'énergie potentielle des 3 complexes (6RKB-Lza,
6RKB-L3s, 6RKB-L3g) en fonction du temps
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Les courbes des différents complexes montrent que la majorité des complexes ayant une
énergie potentielle variant de 3000 a -4000 kcal/mol au cours des premieres 100 Pico secondes,
nous notons également une variation de I'énergie potentielle: 200 a -200 kcal/mol dans la
deuxieme partie de l'intervalle entre 100 et 300 Pico secondes, et finalement, dans le dernier
intervalle entre 300 et 500 Pico seconde, nous avons une variation d'énergie potentielle:-100 a -
200 kcal / mol. Ces courbes montrent que la stabilité de ces complexes commence aprés 300 ps.

Tableau 111-9 regroupe les résultats de dynamique moléculaire pour les 3 meilleur pose

obtenus par le docking moléculaire.

Tableau I111-9: Interactions et distances entre les ligands L34, L35 L36 et les résidus du site

actif de 6RKB apres une simulation de Dynamique moléculaire.

Liaison entre les atomes de ligand et les résidus de site actif

Afiogrgﬁ(;je A9 npgl:que s Résidus Type de liaison D'S(?)n ce
N9 0] ILE198 H-donor 2.59
N9 OE1 GLN206 H-donor 2.38
N9 (0] HOH747 H-donor 2.40
C14 SG CYS192 H-donor 3.60
N15 (0] HOH833 H-donor 2.86
N9 0] GLY205 H-donor 3.14
N9 OE1 GLN206 H-donor 2.43
N9 0] HOH747 H-donor 2.48
N9 0] HOH773 H-donor 3.05

D’apres le tableau ci-dessus, nous avons remarqué facilement que selon la dynamique
moléculaire, les trois composés conservent presque les mémes types d’interactions avec les
résidus de sites actifs de la cible comparant avec les résultats de docking moléculaire (Voir

I’ Annexe).

111.3. Evaluation des propriétés ADME

ADME est une derniere méthode a été propose pour sélectionner les ligands respectant les
différentes régles a savoir : regle de Lipinski [27], regle de Veber [28] regle de Egan [29]. Ces

calculs ont été effectués en utilisant le lien suivant : http://www.swissadme.ch/index.php [30-31]

et les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau 111-10.
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Tableau 111-10 : Propriétés ADME pour les cing meilleurs ligands des deux PDBs

Ligands Propriétés physicochimiques Lipophilicité Pharmacocinétique Druglikeness
TPSA [ MW | Num. Num. H- | Num. H-
Az g/mol | rotatable bond bond MLOGP | WLOGP Gl BBB Lipinski | Ghose | Veber | Egan
bonds acceptors donors absorption | permeant
PDB:6FWC
Yeor
L9 36.87 | 248.7 4 1 1 -0.48 2.36 High Yes e Yes Yes Yes
0 violation
Yes;
L17 36.87 296.3 6 4 1 0.13 4.07 High Yes ) es_ Yes Yes Yes
0 violation
Vo
L35 2764 | 23273 3 0 1 0.18 2.79 High Yes ) es’_ Yes Yes Yes
0 violation
PDB:6RKB
Yes;
L34 32.4 216.27 3 1 1 3.74 4.33 High Yes ) es_ Yes Yes Yes
0 violation
Yes;
L35 2764 | 23273 3 0 1 0.18 2.79 High Yes ) es_ Yes Yes Yes
0 violation
Yes;
L36 2764 | 23273 3 0 1 0.18 2.79 High Yes ) es_ Yes Yes Yes
0 violation

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

n-octanol and water, n-ON acceptors: Number of hydrogen bond acceptors, n-OHNH donors: Number of hydrogen bonds donors.
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L'analyse des résultats de calcul des propriétés ADME nous a permis de noter que les tous
les ligands Lg, L17, L3s, Las et Lzs ont des valeurs du poids moléculaire inférieur a 500 g/mol
(216.27-296.31 g/mol), donc ils traversent les membranes cellulaires facilement et ils ont un
niveau élevé d'absorption gastro-intestinale (Absorption importante), ce qui contribue a une
bonne biodisponibilité orale.

Notons aussi qu’a partir des résultats du Tableau I11.10, on constate que tous les ligands ont
des nombre accepteurs d’hydrogene inférieurs a 10 (O, N) et nombre donneurs d’hydrogene

inférieurs a 5 (OH, NH).

En outre, on peut observer que les cing composés ont un nombre de violation nul ceci
justifiée que toutes ces molécules respectent les regles de : Lipinski, Ghose, Veber et Egan
(Tableau 111.10). Selon ces résultats, nous pouvons confirmer que ces composes ne causent
aucuns problémes de biodisponibilité orale et ayant de bonnes propriétés par rapport a celles des
médicaments (ligand natifs) des deux cibles, et il les peut étre sélectionnés comme des

meédicaments actifs par voie oral de cette maladie.
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Conclusion générale

Dans le cadre d’étudier les différentes modes d’interactions entre la monoamine oxydase B
et une nouvelle série des molécules a savoir : les dérivés 4- (benzyloxy) phényl et biphényl-4-yle,
trois méthodes ont été appliqué : Analyses de docking moléculaire, simulations de Dynamique
moléculaire et proprietés ADME.

L’analyse la partic des résultats de docking moléculaire, nous nous sommes basé sur

paramétres suivants : 1- L’énergie score des complexes formés.
2- Les types d’interactions et leurs distances.
3- Valeur de RSMD du complexe.

Les resultats obtenus de calcul de docking moléculaire montrent que les ligands Lg, L17, L3s
pour I’enzyme MAO-B (PDB : 6FWC) et Las, Lss et L3s pour I’enzyme MAO-B (PDB : 6RKB)
forment des complexes possédent les plus petites énergies Score et le plus grand nombre
d’interactions, ainsi que, ces ligands ont une valeur de RMSD acceptable, ceci justifié que ces

complexes sont les plus stables par rapport aux autres complexes.

Cependant, pour valider les résultats de docking moléculaire une simulation de dynamique
moléculaire a été exécutée pour confirmer la stabilité des complexes formes entre ces six ligands

et les résidus de site active de MAO-B.

Une variation d'énergie potentielle (U) en fonction du temps a été analysée pour vérifier la

stabilité des complexes Enzyme-ligands.

Selon les résultats de la dynamique moléculaire, nous avons constaté que les trois ligands
Lo, L17 et L34 ne maintiennent pas les méme types d'interactions avec les résidus de site active de
MAO-B (PDB : 6FWC). Par contre, on peut remarquer, que les trois ligands Lszas, Lss et Lss
maintiennent les mémes types d’interactions avec les résidus de site active de MAO-B (PDB :
6RKB).

102



Conclusion générale

En plus, le calcul des propriétés ADME nous a permet d’étudier la pharmacocinétique, les
propriétés physicochimiques et le Druglikeness des meilleurs ligands obtenus au cours de la

simulation de la modélisation moléculaire.

D’aprés I’analyse des résultats de cette derniére méthode, on peut observer que les cing
ligands respectent les regles de : Lipinski, Ghose, Veber et Egan, ainsi qu’ils possédant des
valeurs du poids moléculaire inférieur a 500 g/mol (216.27-296.31 g/mol), donc ils traversent les
membranes cellulaires facilement et ils ont un niveau élevé d'absorption gastro-intestinale

(Absorption importante).

En fin, et selon I’étude effectuée on peut conclure que les ligands Lg et Lss ont des faibles
valeurs d’énergies score et de nombre d’interaction important, donc ils peuvent étre les concéder
probablement comme des bons inhibiteurs (médicaments) pour traiter ou ralentir la progression

de la maladie de Parkinson.
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Annexe

Les interactions entre les ligands et les résidus de site actif
pour les deux enzymes 6FWC et 6RKB.
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Résumé :

L’intérét de ce travail est d’identifier des nouveaux inhibiteurs de la maladie de Parkinson dans le
but d’étudier I’interaction entre ’enzyme (MOA-B) clé de cette maladie et une nouvelle classe
des dérivés de 4-(benzyloxy) phényl et biphényl-4-yle en faisant appel a deux méthodes de la
modélisation moléculaire a savoir :docking et dynamique moléculaire, suivi par un calcul des
propriétés ADME.

Les résultats obtenus de calcul de docking moléculaire montrent que les ligands Lo, L17, L3s pour
I’enzyme MAO-B (PDB : 6FWC) et Las, L3s et Lsg pour ’enzyme MAO-B (PDB : 6RKB)
forment des complexes plus stables par rapport aux autres complexes. Selon les simulations de la
dynamique moléculaire, nous avons constaté que les trois ligands : Lzs, L3s et Lzs maintiennent
les mémes types d’interactions avec les résidus de site active de MAO-B (PDB : 6RKB).En plus,
le calcul des propriétés ADME confirme que tous ligands respectent les regles de : Lipinski,
Ghose, Veber et Egan, ainsi qu’ils traversent les membranes cellulaires facilement et ils ont une
absorption éleveée.

En fin, on peut conclure que les deux ligands Lo et Lss peuvent étre les concéder comme des
meilleurs inhibiteurs pour traiter ou ralentir la progression de la maladie de Parkinson.

Mots clés : Maladie de Parkinson, Docking moléculaire, Dynamique moléculaire, ADME,
Interaction

Abstract:

The interest of this work is to identify new inhibitors of Parkinson's disease in order to study the
interaction between the key enzyme (MOA-B) of this disease and a new class of derivatives of 4-
( benzyloxy) phenyl and biphenyl-4-yl using two methods of molecular modeling, namely:
docking and molecular dynamics, followed by a calculation of ADME properties.

The results obtained from molecular docking calculations show that the ligands Lg ,L17, L3s for
the MAO-B enzyme (PDB: 6FWC) and Lz, Lss and Lss for the MAO-B enzyme (PDB: 6RKB)
form complexes more stable compared to other complexes. Based on molecular dynamics
simulations, we found that the three ligands: Las, Lss and Lss maintain the same types of
interactions with MAO-B active site residues (PDB: 6RKB). In addition, the calculation of
ADME properties confirms that all ligands follow the rules of: Lipinski, Ghose, Veber and Egan,
as well as cross cell membranes easily and have high absorption.

Finally, it can be concluded that the two ligands Lo and Las can be granted as better inhibitors to
treat or slow down the progression of Parkinson's disease.

Keywords: Parkinson's disease, Molecular docking, Molecular dynamics, ADME, Interacti







	I. Introduction
	II. Méthodes de la modélisation moléculaire
	II.1. Méthodes quantiques
	II.1.1. Méthodes ab-initio
	a. Equation de Schrödinger
	b. Approximation de Born-Oppenheimer

	II.1.2. La théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT)
	II.1.3. Les bases d’orbitales

	II.2. Méthodes semi-empiriques
	II.3. Méthode empirique (non quantique)
	II.3.1. Mécanique moléculaire
	a. Champ de force en mécanique moléculaire
	b. Les différentes énergies
	c. Différents champs de force en mécanique moléculaire :

	II.3.2. Dynamique Moléculaire
	a. Principe
	b. Calcul de la Dynamique Moléculaire

	II.3.3. Docking Moléculaire (Arrimage)
	a. Etapes de Docking Moléculaire
	b. Protocole Générale de Docking

	II.3.4. ADME
	a. Définition de la pharmacocinétique
	b. Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination



	Figure I-1: Elongation entre deux atomes
	Figure I-2: Déformation des angles de valence.
	Figure I-3: Angle dièdre formé par les atomes 1-2-3-4.
	Figure I-4: Courbe d'énergie de Van der Waals
	Figure I-5: Interactions électrostatiques entre deux atomes
	Figure I-6: Représentation schématique représente la  simulation de docking
	Figure I-7: Protocole général de docking
	Figure I-8: Représentation schématique du devenir d’un médicament dans l’organisme
	Figure I-9: Représentation schématique de transfert d’un médicament de son site d’administration
	Figure I-10: Représentation schématique du métabolisme hépatique
	Figure I-11 : cycle entéro-hépatique
	III.Référence :
	I. Les protéines
	I.1. Introduction
	I.2. Définition
	a. La liaison peptidique
	b. Structures spatial des protéines

	I.3. Evolution de structure de protéine et techniques de détermination
	I.3.1. Cristallographie par rayon X
	I.3.2. Résonance magnétique nucléaire (RMN)

	I.4. Rôle biologique des protéines
	I.5. Fonction biologique des protéines :
	1. Créer et maintenir une structure : Exemples des protéines du cytosquelette et des protéines des tissus de soutien.
	2. Reconnaître et se défendre : Les immunoglobulines.
	3. Transporter : Cas des transporteurs de petites molécules dont l’oxygène et les transporteurs transmembranaires.
	4. Transformer : Les enzymes catalysent l’essentiel des réactions chimiques du vivant.
	5. Bouger et se déplacer : Les protéines à fonction motrice et les protéines des mouvements intracellulaires.
	6. Informer et signaler : Les récepteurs et leurs ligands [15,16].


	II. Les enzymes
	II.1. Introduction
	II.2. Définition
	II.3. Nomenclature
	II.4. Classification des enzymes
	II.5. Notion spécificité
	II.6. Les sites actifs
	II.7. Complexe enzyme-substrat ( E-S)
	II.8. Inhibition enzymatique
	II.8.1. Types d’inhibition enzymatique
	a. Inhibition réversible
	b. Inhibition mixte
	c. Inhibition irréversible

	II.8.2. Nature des interactions substrat-enzyme


	III. Les acides aminés
	III.1. Structure des acides aminés protéiques
	III.2. Classifications des acides aminés
	III.2.1. Polaires chargés
	III.2.2. Polaires non chargés
	III.2.3. Non polaires
	III.2.4. Les acides aminés aux propriétés particulières

	III.3. Propriété Physico-chimique des acides aminés
	III.3.1. Configuration et isomérie optique (le carbone chiral)
	III.3.2. La solubilité des acides aminés :
	III.3.3. Le coloration et le spectre d’absorption des acides aminés :

	III.4. Domaines d’utilisation des acides aminés :
	III.5. Le rôle biologique des acides aminés
	III.5.1. Le rôle de structure
	III.5.2. Le rôle métabolique :
	III.5.3. Les rôles de médiateurs chimiques et de neurotransmetteurs :
	L’acide glutamique et l’acide aspartique sont des neurotransmetteurs excitateurs, stimulant la transmission de l’influx nerveux.


	I. Introduction (1)
	II. Les symptômes de la maladie de Parkinson
	II.1. Les symptômes moteurs
	II.2. Les symptômes non moteurs
	II.3. Pathophysiologie de la maladie de Parkinson
	II.4. L’agrégation de l’α-synucléine et la formation des corps de Lewy
	II.5. Cause de la maladie Parkinson
	II.5.1. Facteurs génétiques
	II.5.2. Facteurs environnementaux

	II.6. Symptômes
	1. Tremblement :
	Un tremblement des mains quand ils sont au repos ainsi qu’un va et vient de frottement de pouce et de l’index sont très constatés chez les atteints de la MP.
	2. Mouvement ralenti (bradykinésie) :
	Au fil du temps, la MP peut réduire la capacité à bouger et ralentir les mouvements chez les
	atteints, ce qui rend leurs tâches simples très difficiles.
	3. Les muscles rigides :
	La raideur musculaire peut se produire dans n'importe quelle partie du corps. Les muscles raides peuvent limiter l’amplitude de mouvement et causer de la douleur.
	5. Modifications de la parole :
	A cause de la MP, les atteints peuvent avoir des troubles de la parole soit en parlant doucement ou rapidement, soit en hésitant avant de parler.

	II.7. Les traitements de la MP :
	II.7.1. Le traitement médicamenteux
	II.7.2. Le traitement chirurgical
	II.7.3. Monoamines oxydases (MAO)
	a. Monoamines oxydases (MAOA) :
	b. Monoamines oxydases (MAOB) :
	c. Rôle physiologique de la MAOB
	d. L’activité anormale des MAOB
	e. Structure MAOB



	III.Références:
	I. Introduction (2)
	Figure III.1 : Protocole de calcule
	Energies score  +  Interactions (distances)
	+RMSD

	II. Méthodes de calcul
	II.1. Préparation et optimisation des enzymes et des ligands
	II.1.1. Préparation et optimisation du modèle
	II.1.2. Préparation des inhibiteurs

	II.2. Docking moléculaire
	II.2.1 Etapes du Docking Moléculaire
	II.2.1.1. Principes
	II.2.1.2 Structure de l’enzyme
	a. Sources
	b. Traitement de la structure 3D du récepteur



	II.3. Simulation de la Dynamique moléculaire
	II.4. Propriétés ADME

	Figure III.2 : Modèle simplifie de MAO-B
	III. Résultats et discussion
	III.1. Simulation de Docking moléculaire
	MOE est basé sur un type de docking semi-flexible et généralement utilisé pour l’amarrage protéine-ligand, le ligand étant considéré comme flexible et la chaîne principale de l’enzyme a été maintenue rigide, tandis que les chaînes latérales restent fl...
	III.1.1. Interaction : MAO-B –Ligands (Enzyme 1:6FWC)
	III.1.2. Interaction : MAO-B –Ligands (enzyme 2 :6RKB)

	III.2. Dynamique moléculaire
	III.2.1. Interaction : MAO-B–Ligands (enzyme 1 :6FWC)
	III.2.2. Interaction : MAO-B –Ligands (enzyme 2 :6RKB)

	III.3. Évaluation des propriétés ADME

	Figure III.3 : Modèle simplifié et la cavité choisie de 6FWC
	Figure III.4: interaction entre les ligands (L9, L17 et L35) et les résidus de site actif de 6FWC
	Figure III.5 : Modèle simplifié et la cavité choisie de 6RKB
	Figure III.6 : Interaction entre les ligands ( L34 , L35 et L36 ) et les résidus de site actif de 6RKB
	Figure III-7: Evaluation de l'énergie potentielle des 3 complexes (6FWC-L9, 6FWC-L17, 6FWC-L35) en fonction du temps
	Figure III-8: Evaluation de l'énergie potentielle des 3 complexes (6RKB-L34, 6RKB-L35, 6RKB-L36) en fonction du temps
	IV.Références :

