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Introduction générale

Les infections bactériennes sont des inflammations provoquées par des micro-organismes
« bactéries ». Il existe un trés grand nombre d'infections bactériennes pouvant toucher 1’étre
humain. Si certaines infections bactériennes sont trés bénignes, d'autres au contraire peuvent étre
mortelles (1). De nombreux antibiotiques sont développés pour les traiter, ces dernier sont des
substances chimiques élaborées par des microorganismes; ces substances en petite quantité
possedent le pouvoir d'inhiber la croissance ou le développement d'autres
micro-organismes (bactéries) dans lesquelles elles pénétrent en perturbant le métabolisme ou en
agissant spécifiquement sur une étape essentielle de ce dernier mais qui sont dépourvus de

toxicité pour les autres cellules humaines ou animales (2).

Les protéines de liaison a la penicilline (PBP) sont un groupe de protéines caractérisees par leur
affinité et leur liaison a la peénicilline. Elles sont tous impliquées dans les étapes finales de la
synthese du peptidoglycane, qui est le composant majeur des parois cellulaires bactériennes. La
synthése de la paroi cellulaire bactérienne est essentielle a la croissance, a la division cellulaire

(donc a la reproduction) et au maintien de la structure cellulaire des bactéries (3).

L’inhibition des PBP entraine des défauts dans la structure de la paroi cellulaire et des
irrégularités dans la forme des cellules par exemple une filamentation, des formes pseudo
multicellulaires, des Iésions conduisant a la formation de sphéroplastes, et éventuellement la mort

et la lyse cellulaires (4).

Dans la chimie pharmaceutique actuelle, les ordinateurs sont devenus des outils cruciaux car
ils ont un role essentiel tant dans la découverte de nouveaux médicaments que dans le
développement de ces médicaments. En raison de progres rapides des logiciels et du mateériel qui
les prend en charge, la majorité des opérations qui n’étaient auparavant effectuées que par des
informaticiens avertis peuvent désormais étre effectuées par des pharmaco-chimistes, a 1’aide

d’ordinateurs couramment utilisés dans les laboratoires (5).

La modélisation moléculaire englobe les différentes méthodes de calculs théoriques (mécanique
moléculaire, dynamique moléculaire, Docking, mécanique quantique ab-initio ou semi-
empirique, ...), utilisée dans des différents domaines comme : Chimie, Biologie, Pharmacie et

médecine. Permettant de déterminer la représentation graphique de la géométrie ou de la
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configuration des atomes d'une molécule et d'évaluer les propriétés physico-chimiques de la
molécule étudiée (6). La premiere grande voie d’étude et de conception de molécules bioactives
par modélisation moléculaire est celle qui se fonde sur la structure des récepteurs. Cette approche
est basée sur I’exploitation de la structure moléculaire tridimensionnelle de la protéine cible. Les
coordonnées atomiques sont principalement issues d’analyses structurales par diffraction des
rayons X. Quelques 37.000 structures de protéines sont aujourd’hui disponibles dans la Protein

Data Bank (7).

Lorsque I’on dispose d’un modele tridimensionnel d’une protéine cible, il est alors possible
d’étudier les interactions de ce récepteur avec de petites molécules organiques, telles que le
substrat ou le ligand naturel, des activateurs ou des inhibiteurs. Des logiciels d’amarrage
« docking » sont utilisés dans le processus de conception de médicaments a débuté il y a plus de
30 ans (8). Pour prévoir la capacité ou non d’une molécule a se lier au site actif d’une protéine
en se basant sur la prédiction de la conformation et de 1’orientation de la molécule lors de sa

liaison au récepteur (9).

Le principal objectif de ce travail, est d’appliquer ’ensemble des méthodes fournies par la
chimie informatique telle que le Docking moléculaire, pour la conception des nouvelles
molécules bioactives, et pour la prédiction des modes d’interactions possibles, et I’étude des
interactions moléculaires entre I’enzyme Pbp3 « protéine de liaison a la pénicilline 3 » et une
série de 43 dérivés de Thienopyrimidine. Suivi par une filtration en utilisant les regles de Lipinski
et de Veber, pour les meilleurs ligands (les six composés ayant les meilleurs scores dans I'étude
de Docking moléculaire) a fin de tester et voir si les molécules congues possedent des caracteres

susceptibles de faire d’elles des médicaments (autrement dénommé « Drug-likeness ».

Le travail de ce mémoire est composé de trois chapitres en plus de cette introduction, il est

organisé de la maniere suivante :

% Le Chapitre 1 nous avons effectué une recherche bibliographique portant sur les
bactéries, ensuite une description des antibiotiques et leur mode d’action.

++ Le Chapitre 2 présente quelques notions fondamentales sur et le Docking moléculaire.

+ Le chapitre 3 nous avons présenté les différents matériels et méthodes utilisés dans cette

étude. en plus on montre particulierement les interactions entre les différents inhibiteurs
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avec ’enzyme PBP3 « proteine & la liaison de la pénicilline » par la méthode du Docking
moléculaire en utilisant le logiciel MOE, aprés nous exposons 1’essentiel de nos résultats et

une discussion. En suite, I’application de la régle de Lipinski dite « la regle de 5 ».

En fin une conclusion générale résume I’ensemble du travail réalisé.
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I.1.Introduction

Les bactéries sont des étres unicellulaires qui possédent les éléments essentiels a la vie
cellulaire. La plupart des bactéries ont une taille de I’ordre de 1 a 10 um. Il existe toutefois
certaines espéces qui peuvent attendre 500 um (ex : certains spirochétes), et d’autres qui au
contraire ne dépasseront pas 0.1 um (ex : Mycoplasma sp). Les bactéries plus grandes que les
virus (1), Leur classification est fondée sur les caractéres morphologiques, tinctoriaux,
biochimiques, antigéniques, et génétiques (2).

L’¢étude des bactéries est indispensable pour lutter contre les maladies, puisque les bactéries
sont la cause de quelques maladies graves, ainsi que de multiples affections bénignes. La
prévention et le contrdle de ces maladies dépendent en grande partie des efforts des

bactériologistes, tant en médecine humaine qu’en médecine vetérinaire ou en agriculture (3).
I.2.Morphologie cellulaire des bactéries

Les bactéries se caractérisent par leur forme, leur dimension, et enfin les arrangements ou
les groupements qu’elles constituent entre elles. Ces informations constituent la morphologie
bactérienne, qui a constitué durant de longues années le critere essentiel de reconnaissance et

d’identification.

La taille des bactéries est généralement d’environ 1 pum, mais peut varier de 0.1 um chez les

mycoplasmes a (0.7x 500 um) chez les spirochetes (4).
Il existe essentiellement trois formes de bactéries (1), résumées dans le tableau 1.1 :

Tableau 1.1: Principales formes de bactéries

formes Sphéroides ou Bacille Spiralées
coccoides «batonnets»
Exemples Staphyloccus sp. E. Coli Treponema pallidum

Streptococcus sp. Clostridium sp.

Neisseria sp.
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Il existe cependant d’autres formes de bactéries, comme le montre la figure 1.1 (5) :

Shapes of bacteria
(cellular morphologies)
Cocci : Bacilli : Others
Coccus Diplococci : Streptobacilll . Spirochete
- Bacillus g . :
) : Q )
b \ - ~ A
. h\ ‘ W v-shaped
M o E Coccobacillus O '
W N’ \ ' Helical
N : 2 : _
' Diplobacilli '
j N ‘ e
: P /f J Vibrio /
s Tetrad
Sarcina )
pa— _
. .
Streptococci E Palisades E Club-shaped

Figure 1.1: Différents formes de bactéries

1.3.Les constituants de la cellule bactérienne

La bactérie posseéde un cytoplasme entouré, comme n'importe quelle cellule d'une

membrane plasmique constituée de phospholipides. Autour de celle-ci se trouve toujours une

paroi peptidiqgue complexe, plus ou moins épaisse et différente selon que la bactérie est Gram

positif ou négatif. De nombreuses bactéries possédent des flagelles ou cils, qui sont des organes

de locomotion insérés dans le cytoplasme bactérien sous forme de fins filaments (6).
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@ Capsule © Vacuoles a gaz

© Chromatophore © Pili

© Mésosome @ Ribosomes

© ADN chromosomique & Membrane cytoplasmique
© Pigments @ ADN plasmidique

© Grains de réserve &® Paroi

@ Flagelle

Figure 1.2: Schéma simplifié de la cellule bactérienne
1.3.1.Paroi cellulaire

On peut distinguer deux grandes classes de bactéries, caractérisées par une architecture
distincte de la paroi cellulaire qui les entoure. Ainsi, chez les bactéries Gram (+), la paroi
cellulaire est constituée principalement de peptidoglycane, c’est la couche principale. L’épaisseur
de cette couche est beaucoup plus importante que pour les bactéries a Gram négatif, chez les
bactéries a Gram (-), la paroi cellulaire est constituée de trois couches. Les deux premieres
couches, les plus externes, sont composées de phospholipides et de protéines, elles forment la
membrane externe. Sous cette membrane se trouve la troisiéme couche de la paroi, constituée
d’un mince feuillet de peptidoglycane, qui ressemble beaucoup au peptidoglycane de la bactérie a
Gram positif, sauf que la nature de son lien peptidique n’est pas le méme. La paroi peut étre

identifiée a 1’aide de la coloration de Gram (2).



Généralité sur les bactéries et les antibiotiques

Acides

' lipotéichoiques Avides ‘P\ k ! l'! N ,

téichuiques

i Ch:u:'oc\ h'é_"k?o ) Liposaccharide
Al (Lps)
3
3
5 Membrane
I exterme
AP
penplasmique = SRS~ Al S || PSSR s R, Espoce
pnplasmaque et
¢4 peptidoglycane
i3 54 | Membrane
i &) plasmique
Protéines
intrinsdque
(@) (b)

Figure 1.3: Paroi des bactéries Gram positif (a) et Gram négatif (b)

1.3.2.Membrane cytoplasmique

Elle est formée d’une bicouche lipidique conforme au modéle en mosaique fluide. Elle

joue un role trés important dans la biosynthése (par les enzymes qui sont localisés a son niveau),

I’excrétion d’enzymes hydrolytiques (espace périplasmique), la respiration, et les transferts des

substances (diffusion passive, facilitée, transport actif et transport par translocation de groupe).

membrane cytoplasmique

chaines

protéines

Transport -
Protein
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carbohydratées

nhnospnolipidas
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Figure 1.4: Membrane cytoplasmique
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1.3.3.Cytoplasme et appareil nucléaire

A cOté de diverses structures de stockage (amidon, glycogéne, polyphosphates
inorganiques, inclusions de souffre ou de fer,..), appareil nucléaire et ribosomes sont présents
dans le cytoplasme bactérien. Les bactéries possédent un appareil nucléaire constitué¢ d'acide
désoxyribonucléiqgue (ADN) qui est le support de [linformation génétique. L'ADN
chromosomique est constitué d'une double hélice d'’ADN circulaire. Cette double hélice est
pelotonnée, surenroulée dans le cytoplasme grace a l'action des topoisomérases. Déplie le
chromosome bactérien a prés de 1 mm de long (1000 fois la longueur de la bactérie) et 3 a 5
nanometres de large. Les deux chaines de nucléotides se répliquent selon le schéma de Watson et
Crick, chaque chaine assurant la réplication de la chaine complémentaire selon un mode semi-
conservatif. C’est sur ’ADN chromosomique que sont codifiées toutes les informations

indispensables a la survie et a la multiplication bactérienne.
1.3.4.Plasmides

Ce sont des éléments génétiques extra chromosomiques, de petite taille (0.5 a 5 % du
chromosome bactérien) et capables d’autoreproduction. Ils sont appelés épisomes s’ils s’intégrent
au chromosome. lls se réepliquent indépendamment et en général plus rapidement que le
chromosome bactérien. Les plasmides ne sont pas indispensables a la vie de la bactérie dans les
conditions habituelles de croissance, mais lui conferent des propriétés importantes dans des

conditions particuliéres (résistance aux antibiotiques, production de substances a réle pathogéne).
1.3.5.Capsule

Ce constituant inconstant est le plus superficiel. Constitué de polysaccharides acides
(sucres sous forme d'acides uroniques tel I'acide galacturonique, I'acide glucuronique, mais aussi
sous forme de sucres phosphorés). La capsule est un support de pouvoir infectieux, elle empéche
la phagocytose des bactéries et constitue un support d’antigénicité car elle provoque la sécrétion
d’anticorps. Dans ’environnement la capsule protege la bactérie des prédateurs (protozoaires) et

contre la dessiccation.
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1.3.6.Clls, flagelles et pili

Les flagelles sont plus longs que les cils, et sont mobiles par rotation alors que les cils sont
mobiles par battement. Ils jouent un réle dans la mobilité, le chimiotactisme et ont des propriétés
antigeniques.

Crochet

Filament

Jonction

Membrane externe

Espace
périplasmique

Membrane interne

Disques S et M

Disque C
Systeme de
sécrétion de

Tasmes 111

Figure 1.5: Flagelle d'une bactérie

1.3.7.Spores bactériennes

Certaines bactéries ont le pouvoir de se transformer en petites unités ovales ou sphériques,
douées d’une résistance extraordinairement élevée lorsque le milieu s’épuise en ¢léments
nutritifs, ou quand les conditions physicochimiques changent. Ce sont les spores ou endospores,
car leur formation est intracellulaire (7).

Cellule sporale

Membrane interne

Cortex

Membrane externe

Tunique

<— Exosporium

Figure 1.6: Spore bactérienne
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I.4.Classification des principales bactéries pathogenes

Le tableau 1.2 regroupe des exemples de bactéries pathogenes et les principales infections

associés (8-10) :

Tableau 1.2: Classification des principales bactéries pathogénes et les infections associées

Exemples de bactéries

Principales infections

associées

Aero- Anaerobies

Staphylococcus aureus

Suppurations, septicémies,

) Facultatifs ostéites, endocardites
Cocci G +
Anaérobies Streptococcus sp Angines, scarlatines,
Aerotolerants endocardites
Streptococcus Infections respiratoires,
pneumoniae méningites
Cocci G - Aerobies Neisseria Meningitidis Méningites
Neisseria gonorrhoeae Infections sexuellement
transmissibles (IST)
Bacille G + Aerobies Corybacterium diphterae Diphtérie
Bacillus anthracis Maladie du charbon
Listeria Monocytogenes Méningites du nouveau-
né, septicémies
Anaerobies Clostridium difficile Colite pseudo-
] membraneuse
Telluriques
Clostridium tetani Tétanos

12




Généralité sur les bactéries et les antibiotiques

Clostridium perfringens

Gangréne gazeuse

Clostridium botulinum

Botulisme

Bacille G-

Aerobies

Haemophilus influenzae

Infections respiratoires,

méningites

Pseudomonas

Aeruginosa

Suppurations, septicémie

Acinétobacer baumanii

Infections nosocomiales

Vibrio cholerae

Choléra

Escherichia Coli

Infections urinaires,

digestives
Salmonella sp Typhoides, toxi-infection
alimentaire
Shigella spp Dysenterie bacillaire

Proteus mirabilis

enterobacteries

Infections urinaires

Yersinia pestis

Peste

Klebsiella

pneumoniae

Infections pulmonaire,

urinaires

Micro-aerophiles

Helicobacter pylori

Ulcére gastro-duodénal
Gastrite chronique

Lymphome de MALT

(mucosa-associated

lymphoid tissue) gastrique

13




Généralité sur les bactéries et les antibiotiques

Bactéries particuliéres Mycobacterium Tuberculose
Tuberculosis

Treponema pallidum Syphillis
Chamydia trachomatis Trachome, IST
Borrelia burgdorferi Maladie de Lyme

1.5. Traitement des infections bactériennes
1.5.1.Définition de ’antibiotique

Un antibiotique est une substance antibactérienne naturelle ou synthétique, d'origine
microbienne ou synthétiseée chimiquement. Capable d'inhiber spécifiquement la croissance
d'autres micro-organismes, par un mécanisme particulier jouant sur les meécanismes vitaux du
germe (11). Pour qu'il soit actif, un antibiotique doit penétrer dans la bactérie, sans étre détruit ni

étre modifié, se fixer sur une cible et perturber la physiologie bactérienne (12).
1.5.2.Critéres de classification des antibiotiques
La classification des antibiotiques peut se faire selon :

e L’origine: élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthése (synthétique ou
semi synthetique).

e Le mode d’action: paroi, membrane cytoplasmique, synthése des protéines, synthése
des acides nucléiques.

e Le spectre d’activité: liste des espéces sur lesquelles les antibiotiques sont actifs
(spectre étroit ou large).

e La nature chimique: tres variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex:

cycle béta-lactame) sur laquelle il y a ensuite hémi synthese.

La classification selon la nature chimique permet de classer les antibiotiques en familles (beta-

lactamines, aminosides, tétracyclines ...etc.) (13).
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1.5.3.Classes et cibles bactériennes des antibiotiques

Les antibiotiques, pour pouvoir permettre une utilisation en thérapeutique, doivent utiliser
des cibles bactériennes spécifiques, ce qui est facilité par leur nature procaryote. Malgré cela, les
antibiotiques ne sont pas doués d’une spécificité absolue ce qui ne les privent pas d’effets
indésirables, mais aussi de nombreuses interactions médicamenteuses, pouvant étre spéecifiques a

un principe actif ou a toute la classe pharmacologique.

Chaque classe d’antibiotique agit au niveau moléculaire sur des cibles indispensables a la

survie et/ou la croissance bactérienne. 1ls doivent en pratique :
* Posséder une activité antibactérienne.
* Diffuser au niveau du site de I’infection, et le pénétrer ;
* Présenter une toxicité tolérable aux concentrations nécessaires (14).
1.5.3.1.Conditions d’activité des antibiotiques
Afin de pouvoir exercer son activité antibactérienne, un antibiotique doit :

> Atteindre sa cible, et donc pénétrer la membrane externe, la paroi, et la membrane
cytoplasmique.
> Persister a des concentrations suffisantes.

» Reconnaitre la cible.

Les bactéries développent des mécanismes afin d’empécher 1'une ou I’autre de ces étapes, et ainsi

permettre I’émergence de résistances aux antibiotiques (15).

1.5.3.2.Sites d’actions des antibiotiques
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Figure 1.7: Sites d'actions des antibiotiques

» Action sur la synthese de la paroi

Ce sont essentiellement les B-lactamines caractérisés par un cycle p-lactame (pénicilline et
céphalosporines), qui inhibent la synthése de la paroi. Le mécanisme d’action des pénicillines
n’est pas enticrement €lucidé. On pense que les pénicillines inhibent 1’enzyme catalysant la
réaction de transpeptidation ce qui bloquerait la synthése d’un peptidoglycane complet,
totalement ponté et conduirait a une lyse osmotique.
Le mécanisme est en accord avec 1’observation selon laquelle, les pénicillines n’agissent que sur
des bactéries en voie de croissance et de synthese de peptidoglycane.
Cependant on a découvert plus récemment que les pénicillines se fixent sur plusieurs protéines

liant la pénicilline ou PLP. Cette liaison irréversible entraine la lyse plus ou moins rapide de la

cellule bactérienne, en activant ses propres enzymes autolytiques (4).

» Action sur la membrane plasmique
Les antibiotiques de nature polypeptidique comme les polymyxines, les gramicidines
agissent sur la membrane cytoplasmique a la maniere des agents tensio-actifs. Ce sont des agents

surfactants cationiques. Ils détruisent la structure de la membrane de la cellule bactérienne en
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interagissant avec ses phospholipides. Les polymyxines ont un effet bactéricide sur les bacilles
Gram-négatifs, en particulier les Pseudomonas et les coliformes.

Ils forment des pores a travers la membrane plasmique ce qui permet le passage d’ions
monovalents. Les cellules dégénérent puis meurent atteintes dans leurs fonctions vitales. Le

phénomene se produit indifféremment sur des cellules en voie de croissance ou non proliférantes.
> Action sur la synthese des protéines

Certains antibiotiques agissent sur la synthese des protéines, en se fixant au niveau du
ribosome en empéchant la lecture du code génétique ou en la faussant.
Les macrolides (érythromycine, oléandomycine, etc.), les synergistines, la lincomycine et les
tétracyclines, se fixent sur la fraction 50s des ribosomes et empéchent la pénétration ou la
fixation du complexe acide aminé-ARNt ou empéchent la translocation.
D’autres comme le chloramphénicol interviendraient plus tardivement en inhibant le processus de
transpeptidation (formation des liaisons peptidiques).
Les tétracyclines en se combinant avec divers ions métalliqgues par chelation, bloquent de
nombreuses réactions biochimiques glycolyse, phosphorylation, etc...).
Les aminosides se a I’ARNr 30S et occasionnent des erreurs de lecture du code génétique en
provoquant I’incorporation des acides aminés non conformes aux codons de I’ARNm. Les

proteines formées dites non-sens sont genéetiqguement létales.
» Action sur les acides nucléiques

- L’ADN: la mitomicyne C et les porfiromicynes, en formant des pores entre les deux brins
d’ADN, empéchent leur migration au moment de la division cellulaire. La réplication de I’ADN

par I’ADN polymérase qui nécessite une séparation totale des deux chaines, devient impossible.

Ces substances inhibent donc la synthése de I’ADN, bloquent la division cellulaire et
provoquent  l’accumulation  dans les  bactéries d’une grande  quantit¢  de
désoxyribonucléosides. Ces composés sont doués de propriétés  anti-tumorals.
Les quinolones paraissent agir sur ’ADN gyrase, enzyme impliquée dans la formation

de I’hélice d’ADN.
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- L’ARN: [Tlactinomycine bloque I’activit¢é de I’ARN polymérase, elle empéche Ila

progression de I’ARN polymérase le long de la matrice.
» Action par Inhibition competitive

Certaines substances sont appelées anti métabolites ou analogues structuraux, parce
qu’elles interférent avec des métabolites normaux de la cellule. On peut distingue trois types

principaux:

e Les analogues de vitamines comme les sulfamides, I’aminoptérine, qui sont des
inhibiteurs enzymatiques.

e L es analogues d’acides aminés qui s’incorporent dans les protéines a la place des acides
aminés normaux. Parafluorophénylalanine au lieu de I’alanine.

e Les analogues de bases puriques et pyrimidiques comme la 5-bromo-uracile, la 8-
azaguanine, respectivement inhibitrice de la thymine et la guanine. L’incorporation de ces
antimetabolites dans les ARN ou ADN conduit a des modifications génetiques qui

provoguent des mutations (7).
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11.1. Introduction

La conception de médicaments repose fréquemment sur les techniques de modélisation sur
ordinateur dites aussi « in silico ». Ce type de modélisation est connu sous le nom de conception

de médicaments assistée par ordinateur (1).

La découverte de médicaments est une activité colteuse, longue et risquée (2).
L'identification et la mise au point de nouveaux médicaments se fait par le Docking moléculaire
(ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en francais), qui est une approche in silico a pour but
de prédire et a simuler la position la plus favorable d’un ligand au sein de la protéine (cible). Il
est plus utile dans le domaine d’industrie pharmaceutique, de développement des médicaments et
des biomolécules. A avantage de considérablement moins cher et plus rapide que I‘utilisation des
méthodes expérimentales, et grace a ses outils que nous pouvons comprendre 1’interaction ligand

avec la cible, pour soit inhiber ou activer (3).

11.2. Le Docking Moléculaire

Depuis le début des années 1980 (4), I'amarrage moléculaire est considéré comme 1’outil de
recherche le plus utile pour les méthodes in silico. Il tente de prédire l'orientation, la
conformation, et la position d'une petite molécule (ligand) dans le site de fixation d'une
macromolécule ciblée (récepteur). En estimant D’affinité et en identifiant les différentes

interactions entre le ligand et son récepteur.

Le Docking est une méthode de modélisation moléculaire, qui utilise différents
algorithmes. Les critéres de choix de ces algorithmes sont d’une part le nombre de composés a
tester, et d’autre part le temps et les moyens de calcul nécessaires pour atteindre la précision et le

résultat souhaités (5).
Il existe deux principales applications au programme de Docking :

- La plus ancienne est la prédiction du mode d’interaction.

- Laseconde consiste a optimiser des molécules ayant déja une activité avec le récepteur.

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer les performances des différents programmes de

Docking pour chaque application (6).
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Récepteur Ligand Complexe

Figure 11.1: Représentation schématique de Docking moléculaire

Une simulation de Docking comprend essentiellement deux étapes complémentaires: le
Docking et le scoring.

> Le Docking (la premicre) : est 1’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le
site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses)
possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interaction les plus
favorables. Bien que pouvant étre faite manuellement, cette étape est le plus souvent exécutee
de maniére automatisée a I’aide d’algorithmes de Docking, ce qui améliore la vitesse et la

précision des simulations.

> Le Scoring (la deuxieéme) : est I’étape de classement, qui consiste a évaluer Iaffinité entre
le ligand et la protéine, dans chacun des complexes sélectionnés lors de I’étape précédente.
Cette tache est accomplie par des outils informatiqgues nommees fonctions de score. Celles-ci
évaluent d’abord les différentes contributions énergétiques, pour la stabilisation du complexe
protéine-ligand, et ordonnent ensuite ces complexes, permettant ainsi I’identification des

modes d’interaction les plus probables (7,8).

22



Docking moléculaire

Bacherche Ligand
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Ligand Protéine Protéine

Figure 11.2: Principe général d'un programme de Docking

11.2.1. Les outils du Docking moléculaire
11.2.1.1. Le Récepteur

Les récepteurs sont des macromolécules, impliquées dans la signalisation chimique des
signaux inter- et intracellulaires, ils peuvent étre situés sur la membrane de surface cellulaire ou
dans le cytoplasme. Les récepteurs actives agissent en régulant de fagon directe ou indirecte des
processus biochimiques cellulaires (par ex, conductance ionique, phosphorylation des protéines,

transcription de I'ADN, activité enzymatique) (9).

11.2.1.2. Ligand

Un ligand est un atome, un ion ou une molécule portant des fonctions chimiques lui
permettant de se lier a un, ou plusieurs atomes ou ions centraux (10). Le choix du ligand est
une étape tres importante dans le docking moléculaire, il doit étre sous forme 3D pour y
obtenir, il existe deux moyens, la premiére souvent d’aspect commercial; est constituee
de bases de données de structures chimiques appelés chimiotheques. Le second moyen
consiste a utiliser ligands de la PDB, ou de la littérature qu’on peut dessiner, optimiser et
enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2....etc) ; grace a des logiciels de construction

moléculaire tels que ChemDraw, Arguslab, Titan ou Sybyl... (11). Un ligand peut étre:
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e Un substrat: molécule qui se fixe au site actif de la protéine ou de I’enzyme pour
subir une action : (décarboxylation, hydrolyse, déshydrogénation ...).

e Coenzyme : molécule qui compléte I’action de certaines enzymes.

e Activateur : composé chimique qui entraine un changement de conformation du
site actif de ’enzyme, pour augmenter son affinité pour le substrat.

e Inhibiteur : contrairement a I’activateur, ce type de ligand modifie la structure

électronique du site actif ; diminuant I’affinité de I’enzyme pour son substrat (12).

11.2.2. Les interactions protéine-ligand

Les médicaments produisent leur effet en interagissant (de maniére covalente ou non
covalente) avec leur cible biologique dans le corps. La majorité des médicaments approuves sont
des petites molécules organiques (ligands), qui modifient les processus biochimiques en
interagissant avec les protéines. L'élucidation du mécanisme derriere la liaison de petits
COmMpOoses organiques aux proteines ; est donc trés pertinente a la fois pour la découverte de
médicaments et pour la compréhension de nombreux processus biochimiques, qui dépendent de

la liaison d'un ligand a une protéine (13).
11.2.2.1. Les liaisons hydrogenes

La liaison hydrogéne est une force attractive qui s’opére entre deux groupes
d’atomes impliquant un atome d’hydrogeéne. C’est une liaison physique, qui se situe entre la
liaison covalente et I’interaction électrostatique. Le caractére covalent de la liaison hydrogéne a
été démontré a la fin des années 1990, mais la force d’interaction
prédominante reste électrostatique (14). Cette liaison ne s’effectue pas avec n’importe quel

atome, il faut un donneur et un accepteur (sous-entendu de proton) :

v’ Le donneur est Patome d’hydrogéne lié de maniére covalente a un atome
électronégatif ; typiquement azote, oxygene, fluor.

v" L’accepteur est un autre atome électronégatif; uniquement azote, oxygeéne ou fluor.

La figure 3 montre des exemples de liaison hydrogéene.
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Figure 11.3: Liaison hydrogéne

11.2.2.2. Les interactions hydrophobes

Les acides aminés dont le radical est hydrophobe et apolaire, ont la propriété d’empécher la
formation des liaisons hydrogeéne entre les molécules d’eau (Figure 11.4). Ils forment dans la
structure des protéines des zones hydrophobes ; ou les molécules d’eau ne peuvent échanger

aucune liaison avec les radicaux d’acides aminés (15).

Lizison
lenique Liaison

hydrogene

Effet
hydrophobe

FPont
disulfure

Figure 11.4: Interactions hydrophobes

25



Docking moléculaire

11.2.2.3. Les interactions de Van Der Walls

Ce sont des interactions entre atomes, molécules, ou entre une molécule et un cristal. Ces

interactions Van Der Waals s’appliquent a trés courte distance , et ne concernent donc que les

atomes de surface. Elles sont nombreuses et contribuent essentiellement dans la recherche de la

concordance stérique entre le ligand et la protéine réceptrice (16).

molécule polaire

5+ 3 y N
—ly Rapprochement ( J
o+ - ‘ o+ o—

Déformation du nuage électronique

Création d’un dipdle induit

molécule apolaire

Figure I11.5: Interaction de Van Der Walls

11.2.2.4. Les interactions électrostatiques

Les interactions électrostatiques agissent a plus grande distance entre dipbles chargés

(Figure 11.6). La distance pour une liaison saline, par exemple est de 3.7 2 4.5 A, et sa force est de

I’ordre de 8 Kcal/mol. En présence de solvant, ces interactions sont favorisées du fait de la

polarité et de la petite taille de la molécule d’eau (17).
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3.7 i:i 4-5 AcC

Figure 11.6: Interactions électrostatiques
11.2.3. Protocole généerale de Docking

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

successives.

- Choix du mode de représentation des protéines (tout atome, pseudo-atome, grille, etc.),
Exploration conformationelle (corps-rigide position/orientation du ligand et/ou flexible

position/orientation/forme du ligand).

- 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 (18).
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1-représentation

4-Regroupement et classification

.ffﬁ\t'
" 3

2-Recherche

conformationnelle

3-évaluation de ’énergie

5-Affinement des complexes

Figure 11.7: Protocole général de Docking

11.2.4. Les programmes du Docking moléculaires

A T'heure actuelle, Plus de 30 programmes de Docking moléculaires (commerciaux ou non)
sont disponibles. Les plus fréeqguemment cités sont respectivement : AutoDock, GOLD, FlexX,
DOCK et ICM. lls permettent notamment un criblage rapide de vastes librairies de composés.
Ces programmes reposent le plus souvent sur des algorithmes spécifiques (Algorithme génétique,

Recuit Simulé...), leur protocole est composé de 2 étapes essentielles Docking / Scoring (19).

Tableau I1.1: Principaux programmes du Docking moléculaire

Nom Editeur Site Internet
AutoDock Scripps http://www scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
Gold CCDC http://www.ccde.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
FlexX BioSolvelT http://www biosolveit.de/FlexX/
Fred OpenEyes http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide Schrédinger http://www.schrodinger.com/Products/glide html
Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html
LigandFit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit. html
Surflex Biopharmics http://www biopharmics.com/products.html
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11.2.5. Type de Docking moléculaires
11.2.5.1. Docking rigide

Le Docking rigide, au cours du quel la protéine et le ligand sont tous les deux traités
comme entiérement rigides. Ainsi, I'espace de recherche est tres limité, ne considérant que trois
degrés de liberté en translation et trois degrés de rotation. Cette simplification s’apparente a
considérer un modéle de liaison de type “serrure-clé” ; ou ni le ligand ni le récepteur ne subissent
de réarrangements conformationnels suite a leur interaction. Le Docking rigide est généralement
employé pour [Pamarrage entre deux macromolécules (Docking protéine-protéine ou
protéine/acide nucléique structuré), pour lesquelles les degrés de liberté sont trop importants pour
réaliser un échantillonnage conformationnel efficace dans des temps de calculs raisonnables (20).

11.2.5.2. Docking flexible

Lorsque les méthodes de Docking prennent en compte la flexibilité du ligand, deux étapes
sont effectuées successivement pendant toute la durée du Docking. La premiere étape correspond
a une exploration de I’espace conformationnel de maniere a retrouver, parmi les conformations
proposees, la conformation bioactive. Pendant la deuxiéme étape une fonction de score évalue ces
conformations. Il existe plusieurs types d’algorithmes pour le traitement de la flexibilité du
ligand: les méthodes systematiques (fragmentation/reconstruction), les méthodes aléatoires, et les

méthodes de simulation (dynamique moléculaire) (21).

11.2.5.3. Docking semi-flexible

Lorsque I’espace conformationnel des ligands est exploré, le nombre de degrés de liberté de
I’espace de recherche peut étre conséquent dans le cas de molécules trés flexibles. Dans un tel
contexte, I’emploi de méthodes de recherche exhaustives apparait souvent inappropri¢ car
nécessitant des simplifications importantes au niveau de I’échantillonnage. D’autres algorithmes,
dits de fragmentation, sont employés pour construire de facon incrémentielle le ligand au sein du
site actif de la protéine. L’espace des conformations du ligand est alors restreint au voisinage
d’un ensemble initial d’états simplifiés. Cette stratégie de recherche par construction, qui se
présente sous diverses variantes, est notamment adoptée par les programmes DOCK, FLEXxX, et
Hammerhead (22).
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Les programmes de Docking semi-flexible considéré comme les plus efficaces emploient

des méthodes de recherche aléatoires ou stochastique.

11.2.6. Algorithmes de Docking

En principe, un Docking peut étre fait de fagcon « manuelle » directement par le
modélisateur, en placant le ligand dans le site actif de la protéine a 1’aide d’une interface
graphique. Ensuite, la géométrie de 1’ensemble est optimisée de maniére a corriger les probléemes
stériques et obtenir un complexe énergétiquement stable. Cette approche est appliquée quand on a
une idée précise du mode d’interaction réel du ligand (23).

Néanmoins, le plus souvent, le mode d’interaction réel n’est pas connu. Dans ce cas tester
manuellement toutes les conformations et orientations des ligands s’avere impossible d’un point
de vue pratique, méme en considérant la protéine comme un corps rigide. Pour contourner cette
difficulté, les algorithmes de Docking ont été congus pour rechercher de fagon objective, rapide
et efficace les modes d’association « protéine-ligand » les plus favorables (24).

Les algorithmes de Docking peuvent étre séparés en deux grandes classes ; ceux qui ne
tiennent pas compte de la flexibilité de la proteine, en traitant celle-ci comme un corps rigide, et
ceux qui sont capables de prendre en compte, partiellement la flexibilité du récepteur.

Dans les procédures de Docking considérant la protéine comme un corps rigide, la
flexibilité du ligand seule est prise en compte pour I’obtention de complexes. Selon la méthode
utilisée pour générer les conformeres du ligand et les placer dans la cavité catalytique du
récepteur, les algorithmes peuvent étre sous-divisés en algorithmes de simulation de la mécanique
moléculaire et ceux de la dynamique moléculaire (25) de forme, systématique et stochastique.
Plusieurs articles de revue décrivant le principe, les points forts et les limitations de ces méthodes
(26). Toutefois, cette classification doit étre considérée avec précaution, puisqu’un bon nombre
d’algorithmes combinent plus d’une méthode pour la génération et I’échantillonnage de
conformeres du ligand. Dans la plupart des cas, I’utilisation d’algorithmes considérant la protéine
comme un corps rigide mene a de bons résultats, principalement quand la protéine a une
flexibilité limitée. En effet, dans de tels cas, la structure cristallographique peut étre considérée
comme plus représentative de 1’état de la protéine dans son environnement naturel, ce qui

augmente les chances de simuler correctement la complexation des ligands (27).
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Certaines protéines présentent naturellement des régions de grande flexibilité, subissant des
réarrangements considérables en présence d’un ligand. Dans ce cas, négliger la flexibilité de la
protéine peut mettre en péril la fiabilité des résultats de Docking, et rend nécessaire I’utilisation
d’approches capables de tenir compte de la flexibilité du systéme entier (24). Des méthodes
indirectes ou directes, ou la flexibilité de la protéine est partiellement ou totalement prise en
compte, sont décrites dans la littérature. Neanmoins, ces méthodes ne sont pas souvent utilisees
car le gain en précision par rapport aux algorithmes traditionnels est généralement trop petit par

rapport a I’augmentation du temps de simulation (25).

11.2.7. Fonction de score

La fonction de score est une donnee numérique utile, pour quantifier le degré avec lequel
un ligand se complexe a un récepteur. C’est globalement une approximation de I’énergie libre
résultant du passage de la forme libre de la protéine et du ligand, a I’association sous forme de

complexe. Le principe thermodynamique est le suivant (Equation 1) (28).

AG = AG complexe — AG ligand — AG protéine  Equation 2

L’établissement d’une bonne fonction de score est un important probléme du Docking. Il
arrive souvent que la solution évaluée comme étant la plus probable, ne soit pas la forme native
attendue. Ceci peut étre di au fait que le complexe natif n’est pas forcément celui qui présente la
plus grande surface d’accés, ou encore le plus grand nombre de liaisons hydrogéne disponibles.
Pour cela il existe différents types de fonctions de score selon les criteres sur lesquels celles-ci
sont basées. L’affinité chimique peut étre calculée par I’énergie libre de Gibbs AGI pour une

température T (29) (Equation 3).

AGl =-RTInKeq Equation 4

Avec : R est la constante des gaz parfaits et Keq est la constante d’équilibre. Ces fonctions de

score sont généralement classées en quatre familles:
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e Les fonctions de score basées sur un champ de force.
eles fonctions de score empirigques.
e Les fonctions de score type knowledge-based

e Les fonctions de score consensus.

» Fonctions de score basées sur un champ de force

Les fonctions de score basées sur un champ de force calculent par mécanique moléculaire,
I’énergie d’interaction du complexe et ’énergie interne du ligand. Fait appel au champ de force
de Tripos, et Auto Dock (30) a celui d’AMBER. Les interactions entre récepteur et ligand
comprennent souvent des termes de Vander Waals et électrostatiques (31).

» Fonctions de score empiriques

Les fonctions de score empiriques sont utilisées pour interpréter 1’énergie d’interaction
d’un complexe récepteur-ligand, a partir d’une équation de sommation d’interactions chimiques
localisées (32). Ce type de fonction est base sur la régression multiple ; pour ajuster les
coefficients de fonctions selon la physique du systéme. Ajustement a partir d'un jeu de données
de complexes récepteurs-ligands avec des affinités mesurées (33). Les fonctions de score
empiriques contiennent usuellement des termes décrivant les interactions ioniques, interactions
hydrophobiques, les ponts ou liaisons hydrogene et les interactions engendrées par le changement
d’entropie. La plupart des logiciels de Docking utilise ce type de fonction a cause de son
efficacité de point de vue rapidité et précision. Cependant, leur principal inconvénient est leur

forte dépendance aux données de parameétre calibration (34).

» Les fonctions de score type knowledge-based

Ces fonctions proviennent de I’analyse des structures tridimensionnelles, de complexes
ligand-protéine déterminés expérimentalement. Des regles définissant la géométrie préférentielle
des interactions sont déduites de ces structures; grace a des moyens statistiques (35). Ces

fonctions statistiques, dépendent de leurs groupes d’apprentissage, elles ne peuvent modéliser
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que les interactions qui existent dans leurs bases de données expérimentales. Par conséquent,
avec ce type de fonctions, il est difficile de modéliser les interactions qui ne dévient pas trop de
leur modéle. L’un des potentiels les plus simples est le PLP (Piecewise Linear Potential). I1 est
basé sur quatre types d’atomes et prend en compte les interactions stériques et les ponts
hydrogénes. Les distances interatomiques sont prises en compte en dessous de 5A (36).
Les fonctions de score type knowledge-based ont été utilisées avec succes dans des études
d'amarrage de différentes cibles protéiques et ont montré une certaine amélioration dans la
prédiction des modes de liaison corrects et le classement des complexes protéine-ligand par
rapport aux fonctions de notation empiriques et celles basées sur le champ de force (37).

» Fonctions de score consensus

L’idée principale de ces fonctions est combiner les informations obtenues a partir des
différents scores obtenus et qui sont insuffisant des autres. Plusieurs études ont montré que les
énergies libres des complexes sont performées par ces fonctions, ainsi les interactions protéine-
ligand mieux que les fonctions individuelles. Un exemple de fonction de score consensus est X-
CSCORE qui combine un PMF, et ChemScore (38).

11.3. Parameétres Drug-Like

La similarité médicamenteuse ou « Drug likeness » est un concept qualitatif utilisé en
Drug Design, pour estimer combien une molécule et « Drug-Like » en ce qui concerne des
facteurs comme la biodisponibilité. Il est estimé a partir de la structure moléculaire avant méme
que la substance soit synthétisée et testée. Drug likeness peut étre defini aussi comme un
équilibre complexe de diverses propriétés moléculaires et caractéristiques de structure, qui
déterminent si une molécule particuliere est similaire aux médicaments connus. Ces propriétés,
principalement I'hydrophobicité, la distribution électronique, les caractéristiques de liaison
hydrogene, la taille et la flexibilité des molécules et la présence de diverses caractéristiques
pharmacophoriques, influent sur le comportement de la molécule dans un organisme vivant,
notamment sa biodisponibilité, ses propriétés de transport, sa réactivité, sa toxicité la stabilite et

beaucoup d'autres définir I’espace chimique de la ressemblance avec les médicaments. Les
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critéres les plus utilisés pour I’espace chimique de type médicamenteux sont la régle de Lipinski
et Veber (39,40).

I1.3.1.Regle de Lipinski

Les conditions empiriques pour satisfaire la régle de Lipinski et manifester une
bonne biodisponibilité orale, impliquent un équilibre entre la solubilité aqueuse d’un
composé et sa capacité a diffuser passivement a travers les différentes barriéres bio-
logiques (41). Cette regle est la plus utilisée pour I’identification des composés “Drug-
like”. D’aprés cette regle, les composés ne validant pas au moins deux des criteres
suivants, ont de trés fortes chances d’avoir des problémes d’absorption ou de perméa-

bilité par voie orale (42) :

= Masse moléculaire < 500 Da
= LogP<5
= Accepteurs de liaisons H < 10

=  Donneurs de liaisons H <5

11.3.2.Regles de Veber

Les regles Veber suggerent que la flexibilité moléculaire et la surface polaire (PSA) sont
des déterminants importants de la biodisponibilité orale. 1l est bien connu qu'une biodisponibilité
orale élevée est un facteur important pour le développement de molécules bioactives, en tant
qu'agents thérapeutiques. La réduction de la flexibilité moléculaire (mesurée par le nombre de
liaisons rotatives) et la faible surface polaire sont des prédicateurs importants de la bonne
biodisponibilité orale (43).

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

= Les liaisons rotatives sont inférieures a 10.

=  La surface polaire est inférieure & 140 A2

Le nombre de liaisons rotatives (NRB) a été défini comme une simple liaison, non pas dans
un cycle, liée a un atome non terminal (c'est-a-dire non hydrogéne). Sont exclues les liaisons

amide C-N en raison de leur barriére a I'énergie de rotation élevée. D'autre part, la surface polaire
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(PSA) qui est formée par des atomes polaires d'une molécule. C'est un descripteur qui montre une

bonne corrélation avec le transport moléculaire passif a travers les membranes, et permet donc

d'estimer les propriétés de transport des meédicaments.

Note : Ces parametres sont calculés en utilisant le logiciel molinspiration (44).
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Résultats et discussions

111.1. Introduction

Le Docking moléculaire in silico vise & prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir
des molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher et plus
rapide que l'utilisation les méthodes expérimentales (1), Le Docking permet d’identifier de nouvelles
molécules d’intéréts Thérapeutique, pour déterminer l'affinité de liaison et prédire les interactions
entre les ligands et les acides aminés composant a structure d’une protéine (cible), au niveau
molécules cible. Elle permet de positionner un ligand (petit molécule) dans le site de liaison dans

récepteurs de fagon a optimiser les interactions entre ce ligand avec le récepteur.

Nous présentons dans ce chapitre I’étude des interactions entre les différents ligands de dérivés
de thienopyrimidine avec la protéine de liaison a la pénicilline 3 (PBP3), par la méthode du Docking
moléculaire, en utilisant le logiciel Molecular Operating Environnement (MOE). Nous avons
rassemblé les résultats et leurs discussions de calcul, que nous avons engagé en se basant sur le score
et les distances entre les différents ligands et les résidus du site actif de la protéine, ainsi que les
différents types d’interactions présentes entre certains acides aminés de la protéine

étudiee et celle de ligands.

111.2. Matériel et outils utilisés

111.2.1. Micro-ordinateur

Notre travail mettre pratique en deux micro-ordinateurs qui ont les caractéristiques citées dans le tableau

suivant :

Tableau I11.1: Caractéristiques des ordinateurs utilisés

caractéristiques Ordinateur (1) Ordinateur (2)
Mémoire (RAM) 4,00 GO 4,00 GO
processeur Intel ® CPU B815 @ 1,60 AMD E1-1500 APU with
GHz Radeon(tm) HD Graphics 1.48
GHz
Systeme Windows Se7en Titan V.2 Windows 10 professionnel
d’exploitation

41



Résultats et discussions

Type de systeme 32 Bits 32 Bits

111.2.2. Banques (Bases) De données et outils logiciels
e Protein Data Bank (PDB)

Est la seule base de données mondiale pour les structures 3D des macromolécules
biologiques (2). Les structures sont déposées par des scientifiques du monde entier et sont
accessibles gratuitement (3). Parmi les méthodes expérimentales employées pour déterminer les

structures présentes sur la PDB, la diffraction de rayons-X et la spectroscopie RMN (2).

= [
RCSE PDB - 3VSL: Crystal structu. X 4 - =

&« C @ rosboorg/structure/3VSL B e &« O

RCSB PDB  Deposit  Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam ~ More v Documentation ~  Careers

189435 Biological n

=
- ’—‘ 4 Macromolecular Structures ~ PDB Archive @
- ) En: n
Enabling akthroughs i
PROTEIN DATA BANK Researchand Education Aavanced Searen | Browse Annotations Helpc

T $PDE @ovocs WilDmee G 2 Ovno
Structure Summary 3D View Annotations Experiment Sequence Genome Ligands Versions
( Biological Assembly 1 @ ) 3VSL

[ “PEENSTCRN @ Download Files v

Crystal structure of penicillin-binding protein 3 (PBP3) from methicilin-resistant
Staphylecoccus aureus in the cefotaxime bound form.

PDB DOI: 10.2210/pdb3VSL/pdb
Classification: PENICILLIN-BINDING PROTEIN
Organism(s): Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2
Expression System: Escherichia coli

Mutation(s): No @

Deposited: 2012-04-25 Released: 2012-10-31
Deposition Auther(s): Yoshida, H., Tame, JR., Park, S.Y.

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation @ & 3D Report || Full Report

Method: X-RAY DIFFRACTION Metric Percentile Ranks Value

; Resclution: 240 A Riree {jmm— M (334
https://www.resb.org . i . Bvalig Eraae 0216 e -
e (e =& I s

Figure I111.1: Interface du site Protéine Data Bank (PDB)

e MOE (Molecular Operating Environnement)

Est une plateforme logicielle de découverte de médicaments qui intégre la visualisation, la
modélisation, et les simulations (4). Le MOE est capable d’effectuer plusieurs taches pendant un
temps trés réduit. 1l permet de dessiner les molécules, de les minimiser pour avoir les meilleures
conformations de ces molécules. Il permet également de docker plusieurs ligands rassemblés dans
une base de données dans le site actif d’une protéine de manicre successive. MOE présente une
forme de Docking flexible dans lequel le récepteur et le ligand change de conformation et

s’adaptent a I’environnement (5).
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e Hyperchem 8.0

Figure 111.2: Interface du logiciel MOE

Est un logiciel de modélisation moléculaire développé par Autodesk, et distribué par hyper

cube (6). C’est un logiciel sophistiqué qui est connu pour sa qualité, sa flexibilité et sa facilité

d’usage. Unissant I’animation et la visualisation 3D, hyperchem peut faire des calculs de

mécanique, de dynamique moléculaire et méme quantiques.

PM3

Figure 111.3: Interface du logiciel Hyperchem
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e ChemDraw Prime

Est la version comprenant les fonctionnalités essentielles. En plus de fournir les éléments
usuels tels que les cycles, liaisons, chaines, atomes et les groupes fonctionnels, ChemDraw Prime
comprend des calculateurs de propriétés, des modéles d'équipements chimiques et de laboratoire.
La (Figure 111.4) montre I’interface graphique du logiciel ChemDraw.

-Les fonctionnalités de ChemDraw Prime:
1. Dessin de molécules.

2. Calcul des données stoechiométriques (7).

[£5) ChemDraw Ultra
file Edit View Object Structure Tet Cuves Color Online Window Help

DeB&?2onihR - @&

F

Figure 111.4: Interface du logiciel ChemDraw

e BIOVIA Discovery studio Visualizer

Est un visualiseur gratuit qui peut étre utilisé pour ouvrir des données générées par d'autres
logiciels de la gamme de produits Discovery Studio. Il est congu pour offrir un environnement
interactif permettant de visualiser et d'éditer des structures moléculaires, des séquences, des

données de réflexion des rayons X, des scripts et d'autres donnees voir (la Figure 111.5).
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File Edit View Chemistry Structun Chart Scripts Tools Window Help

Change the visbility of the receptor and
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Enable Additional Features
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Figure 111.5: Interface web de visualiseur Discovery studio
e Molinspiration

Molinspiration propose une large gamme d'outils logiciels de chimie, prenant en charge la
manipulation et le traitement des molécules, y compris la conversion SMILES et SD file, la
normalisation des molécules, la génération de tautomeres, la fragmentation des molécules, le
calcul de diverses proprietés moléculaires nécessaires dans QSAR, la modélisation moléculaire et
la conception de médicaments, la représentation de molécules de haute qualité , outils de bases de

données moléculaires prenant en charge les recherches de sous-structure et de similarité (8).

M Calculation of molecular prope: x +

Y N
< c @ molinspiration.com/cgi-bin/properties B 2 w 0O @ Enpause ) i
muliﬁﬁ@ﬁrﬁ L
Enter SMILES
‘CO-’N:C(-’C1CSC(H1)N)\C(:O)NC(C:O)CZN:C(C(:C)CS2)C(=O)O ‘ Clear

or draw molecule below

@I Ix] [ T=] DG <[
=B =[=[~A[OICISICIOIO]Fel

| Calculate Properties |

L€ | Predict Bioactivity |
L
0] / | Galaxy 3D Generator |
o N—0O
7] P
_ H2N H NH . .
=l o J—( Molinspiration home

Br o= N N -
— Molinspiration preducts and services
L Y/
] [e) Molinspiration services FAQ
| X | Terms of service

JSME Molecular Editor by Peter Ertl and Bruno Bienfait © Molinspiration Cheminformatics 2022

00:46

A 7 1
W 7T RA s B

Figure 111.6: Interface web du logiciel Molinspiration
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111.3. Méthodologie du travail

Notre travail a passé par des étapes qui sont schématisées dans le schéma suivant :

— 1-Préparation I’enzyme:

 Télécharger I’enzyme
* Eliminer les autres chaines et les molécules d’eau
« détecter la cavité (Site actif)

2-Préparation des ligands:

« dessiner les ligands en utilisant le logiciel Chem Draw
« convertir les chaines SMILE au format MOL
« optimiser les ligands en utilisant le logiciel Hyperchem

3-Docking moléculaire:

 Recherche la meilleur pose du ligand (conformation)

« visualiser les interactions du meilleur pose pour le
complexe ligand-3VSL

4-Prédiction des propriétes
Moléculaires

« appliquer la régle de Lipinski
« appliquer la régle de veber

Figure 111.7: Méthodologie du travail
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111.3.1. Préparation de ’enzyme

La structure 3D de protéine de liaison & la pénicilline 3 (PBP3) de notre étude, a été
téléchargée sous le code (3VSL) sous format PDB, Co-cristallisée avec I’inhibiteur de la formule
(2-[1-[[(22) -2-(2-azanyl-1,3-thiazol-4-yl) -2-methoxyimino-ethanoyllamino]-2-oxidanylidene-
ethyl]-5-methylidene-2H-1,3-thiazine-4-carboxylic Acid (protéine) (C14H15N505S2).

Les PBP sont des protéines importantes impliquées dans la construction du
peptidoglycane, qui est le principal constituant des parois cellulaires bactériennes. Ces enzymes
catalysent le brin de glycane (transglycosylation), et la réticulation entre les chaines de glycane
(transpeptidation) (9).

La proteine de liaison a la pénicilline (PBP) est une cible médicamenteuse, connue pour

I'inhibition de la biosynthese de la paroi cellulaire chez S. aureus (10).

La structure de 3VSL est correctement définie par diffraction aux rayons X avec une résolution
égale & 2.40 A.

=” ) S

.

7
%

Figure 111.8: Structure 3D de I'enzyme 3VSL simplifié
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Cca

Figure 111.9: Structure chimique 2D de ligand de référence de CEF

Lors de la préparation de I’enzyme simplifié, on a éliminé la chaine B ainsi que les molécules

d’eau et les cofacteurs.
Le tableau I11.2 montre quelques propriétés de la chaine A et B de ’enzyme simplifié.

Tableau I11.2: Composition de la chaine A et B de (PBP3)

Molécules Chaines Résidus Atomes

PBP3 A B 1262 10198

111.3.2. Détection des cavités

La seconde étape permet de détecter les cavités présentes dans le récepteur, en utilisant
I'algorithme intégré pour la détection de cavité (site Finder). Dans cette étape I'utilisateur peut
identifier des sites de liaison potentiels (site active) au récepteur, qui ont une région active pour
se lier au médicament (ligand). Les interactions étudiées sont de type liaisons hydrogéne,

électrostatiques et hydrophobes (11).

48



Résultats et discussions

Figure 111.10: Cavité 1 de lI'enzyme 3VSL

Dans notre étude, 27 cavités ont été détectées dans I’enzyme 3VSL par le logiciel MOE.
Nous avons choisi la cavité 1 qui a un volume important 179A a été prédite, aussi nous avons

trouvé que le ligand de | Co-cristallisation de I’enzyme 3VSL est fixé dans la cavité 1.

Le tableau 111.3 présente les différentes caractéristiques de la cavité 1 qui ont été découvertes a

l'aide de la fonction “site Finder” fournie par MOE.

Tableau I11.3: Propriétes de la cavité 1 de I'enzyme 3VSL

Site | Size | PLB | Hyd | Side | Residues

1 179 | 4.24 |40 81 1:(GLY391 SER392 LYS395 THR426 LYS427
ARG428 SER429 TYR430 HIS447 SER448
SER449 ASN450 PHE454 ASP519 ILE522
GLN524 LYS600 ASP601 GLY602 THR603
GLY604 TYR605 VAL606 SER607 LYS618
THR619 GLY620 THR621 ALA622 GLU623
VAL632 ASN633 SER634 THR635 TYR636
GLN656 VAL658 PRO659 PRO660 PRO661
TRP662 LEU663 THR664 GLY665 GLY666)

49



Résultats et discussions

I11.3.3.Préparation des ligands

Les ligands qu’on a étudiés sont des dérivés de Thienopyrimidine(12), Leurs
structures sont représentées dans le (la figure 111.12), ces dérivés de Thienopyrimidine sont
dessinés a I’aide de logiciel chemDraw ultra, ils sont enregistrés sous forme mol. L’optimisation
des géométries de nos ligands a été effectués a 1’aide du logiciel HyperChem (Version 8.0,
Hypercube, USA, http://www.hyper.com), par la méthode de la mécanique moléculaire en

utilisant le champ de force MM+ (13), suivi par une optimisation de la méthode semi-empirique
PM3(14).

N~ ™=
—

L,

S
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N
=2

Figure 111.11: Structure de base "thienopyrimidine”
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Figure 111.12: Structures chimiques des ligands étudiés
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111.3.4.Simulation du Docking moléculaire

Le Docking moléculaire permet de prédire la conformation (position et orientation

relatives) la plus favorable, de deux molécules en interaction et formant un complexe stable.

Notre étude portera sur l'interaction entre le site actif de I'enzyme protéine de liaison a la
pénicilline 3 (PBP3) et les dérivés de Thienopyrimidine, pour former un complexe stable est
réalisée a 1’aide du champ de forces MMFF94x implémenté dans le logiciel MOE « Molecular

Operating Environment ».

Le ligand étant considéré comme flexible et la chaine principale de I’enzyme a été maintenue
rigide, tandis que les chaines latérales restent flexibles, Cette approximation permet aux chaines
latérales des protéines de trouver plus facilement la position dans laquelle les interactions sont

les plus favorables.

Pour chaque ligand, un certain nombre de conformations appelées poses sont générés (<30).

111.3.5.Prédiction Des Propriétés Moléculaires Des Ligands

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

(http://www.molinspiration.com).

111.4.Résultats et Discussion

111.4.1.Reésultats du Docking moléculaire

Avant de détailler les résultats de 1’étude des interactions enzyme-ligand, nous allons tout
d’abord présenter les résultats de scores (Kcal/mol) pour chaque ligand (Tableau I11.4). Sachant

que :

Le scores : représente les interactions liées a 1’électrostatique (comme les liaisons hydrogéne et
les interactions de VdW), les effets de solvatation et de désolvatation et 1’énergie nécessaire pour
déformer le ligand (15). Ce score permettra d’une part de retenir la meilleure pose parmi toutes
celles proposées, mais également de classer la meilleure pose de différents ligands pour identifier
les meilleurs d’entre eux ; C’est-a-dire, le choix de la pose est correspondu a la structure qui a
I’énergie la plus basse.
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Tableau 111.4: Résultats de score de I'enzyme 3VSL avec les ligands étudiés
Composé N° S-score (kcal mol) | Composé N° | S-score (kcal mol)
01 -4.544 23 -6.208
02 -4.492 24 -6.318
03 -4.925 25 -6.135
04 -4.637 26 -6.677
05 -4.690 27 -6.326
06 -5.067 28 -4.697
07 -4.799 29 -6.008
08 -5.054 30 -7.228
09 -5.395 31 -6.080
10 -4.832 32 -6.356
11 -5.012 33 -6.673
12 -5.371 34 -6.794
13 -5.674 35 -6.423
14 -5.989 36 -6.798
15 -5.883 37 -6.984
16 -5.997 38 -5.813
17 -5.801 39 -6.057
18 -6.381 40 -6.296
19 -5.347 41 -5.724
20 -5.717 42 -6.142
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21 -5.210 43 -5.824

22 -6.419 L ref -6.457

Les composés sélectionnés en gras représentent les meilleurs ligands, qu’on va étudier leurs
interactions.

111.4.1.1.Etude des interactions Enzyme-Ligand de référence

Dans I’objectif de conception des nouveaux dérivés de thienopyrimidine, il nous a semblé
judicieux d’étudier, en premier lieu, le mécanisme d’activation mis en place par le meilleur
composé réellement actif sorti du criblage total. Il s'agit du ligand de référence CEF de la

chimiotheque utilisée pour I'évaluation, dont le score s’évalue a “-6.457 kcal/mol”.

La visualisation des interactions de ce composé au sein du site actif de la 3VSL a éte realisée a

I’aide du logiciel studio Discovery.

On observe que le CEF a établi 5 liaisons avec le récepteur 3VSL : dont 5 de type liaison
hydrogéne qui se forment respectivement entre ’atome d’oxygeéne et des atomes d’hydrogene et
les résidus THR621, SER392, SER488, ASP601 de I’enzyme ils sont séparés a des distances:
2.572A, 2.004A, 3.039A, 2.449A, 2.828A.

Tableau I11.5: Résultats des interactions entre le ligand de référence et les résidus de site actif de
3VSL

Name Visible ~ Color  Parent Distance ~ Category  Types

| ATR62LH-0:0  [ViVes LigandNonbond.. 257185  HydrogenBond Conventional Hydrogen Bond
2 iH0H2-AASPROLO  [Vtes LigandNondond... 2828 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
30H-ATHRO2LO  [ViYes LigandNonbond... 200373 HydrogenBond Conventional Hydrogen Bond
4 OH1-ASRHB0  [ViYes Ligand Nonbond... 244983 HydrogenBond Carbon Hydragen Bond
5 10:H-ASERB206  [v]Yes Ligand Nonbond... 3.03886  HydrogenBond Carbon Hydrogen Bond
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond [: Carbon Hydrogen Bond

(a)

Thr621

Asp601
(b)
Figure 111.13: Interactions entre le ligand de référence et les résidus de site actif de 3VSL (a)
2D et (b) 3D
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111.4.1.2.Etude des Interactions Enzyme- Les Ligands

Cette étude est effectuée sur les six meilleurs ligands (L26, L30, L33, L34, L36, L37) (voir

les valeurs en gras dans le (Tableau 111.4).

Dans cette analyse, les composés les plus actifs ont interagi avec les résidus d'acides aminés du
site actif, par le biais de forces d'interaction telles que la liaison hydrogéne (liaison hydrogene
conventionnelle et carbone), et l'interaction hydrophobe (Pi-sigma, Pi- alkyle, alkyl). Et autres

interactions Pi-anion, sulfur-X.
Interactions 3VSL — L26

Les résultats montrent que le ligand 26 est caractérisé par un score de -6.677 kcal/mol.

L’analyse visuelle montre que le ligand 26 et le récepteur 3VSL forment 12 liaisons.

Le composé affiche 6 contacts sont de type hydrophobes interviennent pour stabiliser le
complexe : une liaison se forme entre le cycle thiophene et le résidu THR603 a une distance
2.731A, et cing liaisons entre les différents cycles (cyclobenzéne, pyrane, thiophéne,
cyclohexane, pyrimidine) et le résidu PRO660 ils sont séparés par des distances (5.442A, 4.920A,
5.226A, 5.320A, 4.807A).

Les 5 autres liaisons sont de type hydrogene entre les atomes d’oxygéne, et ’atome d’hydrogene
et les résidus SER392, ASN450, THR621, THR619, SER448 de I'enzyme ont des distances :
3.067A, 3.008A, 2.334A, 3.633A, 3.009A respectivement. La derniére liaison de type

électrostatique entre le cyclobenzéne et le résidu GLU623.
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Tableau 111.6: Résultats des interactions entre le ligand 26 et les résidus de site actif de 3VSL

Name Visible ~ Color  Parent  Distance  Category  Types

1 AsR®2HG-%0:0  [Wtes [ LigandMo.. 3.066%  HydrogenBond Conventional Hydrogen Bond
2 AAN4sO:D21-:%0:0 (s [l LigandNo.. 3.00%6  HydrogenBond Conventional Hydrogen Bond
3 ATR69HG1-:%0:0 (Vs [ LigendMo.. 263261  HydrogenBond Conventional Hydrogen Bond
4 amReatHGl-%0:0  (Vivss [l LgandNo.. 23383 HydrogenBond Conventional Hydrogen Bond
5 0H-ASR#3:06 (Vs [l lgandMo.. 3.00868  HydrogenBond Conventional Hydrogen Bond
6 AGUEZ0E1-*0 (Vs [0  lgendMo.. 406616  Elechostatc  Pi-Anion

7 ATHRE0ZHE -0 Wies [ LlgandMo.. 27313t Hydophobic  Pi-Sigma

8 APROSSO-:*0 Vs []  LlgandMo.. 544234  Hydrophobic Ay

9 :%)-APROGK0 Wites []  UgendMo.. 49281  Hydrophobic  Pi-Akyl

10 :%0 - A:PROGSO Wies []  UgandMo.. 522553  Hydrophobic  Pr-Alkyl

11 :%0 - A:PROGSO Wis []  LlgandMo.. 532003  Hydrophobic  Pi-lkyl

12 :%0 - APROGSO Wites []  UgendMo.. 480692  Hydrophobic  Pi-ky

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond :l Ayl
B P-Anen 1 Praso
— siome

(a)
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Glu623

(b)
Figure 111.14: Interactions entre le ligand 26 et les résidus de site actif de 3VSL (a) 2D et (b) 3D

Interactions 3VSL — L30

Les résultats montrent que le ligand 30 est caractérise par un score de -7.228 kcal/mol.
L'analyse visuelle montre que le ligand 30 et le récepteur 3VSL forment 9 liaisons : dont trois
liaisons sont hydrophobique entre les trois cycles (cyclohexane, thiophéne, pyrimidine) et le
résidu VAL606 de I’enzyme (5.061A, 4.549A, 4.429A). Six autres liaisons hydrogéne entre les
atomes N et H et les résidus THR603, THR619, GLY620, SER634 avec des distances (2.811A,

2.588A, 2.849A, 2.787A, 2.929A, 2.478A).
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Tableau 111.7: Résultats des interactions entre le ligand 30 et les résidus de site actif de 3VSL

Name Visible ~ Color  Parent  Distance  Category  Types
1 ATHR6OZHA-:*0N  [Mres [ ligandNo... 2.81089  Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
2 OH-ATHR61:061  [WYes []  LigandMNo.. 284942  HydrogenBond Carbon Hydrogen Bond
3 0H-ATHR619:061  [WYes []  LiandNo.. 278705 HydrogenBond Carbon Hydrogen Bond
4 0H-AGLE0:0 Wivs []  LlgendMNo.. 29213  HydrogenBond Carbon Hydrogen Bond
5 0H-ASERE406  [Mres [ ligandNo... 2.47866  Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
6 :*0:H-:%0:0 Wits []  lgandMNo.. 231595 HydrogenBond Carbon Hydrogen Bond
7 *0H-ATHRE030  [Wes [ LigandNo.. 258787  HydrogenBond Carbon Hydrogen Bond
8 AVALG0S -:%0 Wivs []  UgendMNo.. 5.06093  Hydrophobic Akyl
9 :%)- A:VALG0S vives [ ligandNo... 454928  Hydrophobic  Pi-Akyl
10 :%0 - A:VAL606 Wits []  LgandNo.. 442988  Hydrophobic Pi-Akyl

Interactions
| Carbon Hydrogen Bond [:] Pi-Alkyl

-

(@)
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(b)
Figure 111.15: Interactions entre le ligand 30 et les résidus de site actif de 3VSL (a) 2D et (b) 3D

Interactions 3VSL — L33

Les résultats montrent que le Ligand 33 est caractérisé par un score de -6.673 kcal/mol.
L'analyse visuelle montre que le ligand 33 forme 5 liaisons avec le récepteur 3VSL dont : quatre
liaisons hydrophobique sont également impliquées pour stabiliser le complexe, la premiére
liaison entre le cyclebenzéne et le résidu VAL606 de 1’enzyme a une distance 3.995A, les trois
autres liaisons entre le thiophene et la pyrimidine et les résidus PRO660, TYR636 de ’enzyme
sont séparées (5.022A, 4.872A, 4.644A).

La derniére liaison de type hydrogéne entre 1’atome d’hydrogéne et le résidu LEU663 (2.645A).
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Tableau 111.8: Résultats des interactions entre le ligand 33 et les résidus de site actif de 3VSL

Name Visible ~ Color  Parent  Distance  Category  Types
| *0H-ALEUG630  [(MYes []  LigandMo.. 264505  HydrogenBond Carbon Hydrogen Bond
2ATRE3%6-:%0:C  [(Yes [ LigandNo.. 464408  Hydrophobic Pi-Aky
3 1%) - A:PROGG0 Wes []  LligandNo.. 502226  Hydrophobic Pi-Akyl
4 :%) - A:PROGG0 Wes []  LgandNo.. 487181  Hydrophobic Pi-Alkyl
5 1% - A:VAL6O6 Wes []  LgandNo.. 39958  Hydrophobic Pi-Akyl

Interactions
|_ | Carbon Hydrogen Bond [:] Pi-Allcyl

(@)
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r636

(b)
Figure 111.16: Interactions entre le ligand 33 et les résidus de site actif de 3VSL (a) 2D et (b) 3D

Interactions 3VSL — L34

Les résultats montrent que le ligand 34 est caractérisé par un score de -6.794 kcal/mol.
L'analyse visuelle a montré que le ligand 34 et le récepteur 3VSL forment 4 liaisons : Dont les
deux premiéres liaisons de type hydrophobe et qui sont formées respectivement entre 1’atome C
et la pyridine et les résidus VAL606, PRO660 de I’enzyme ils sont séparés avec les distances de
4.319A, 4.751A.

Les deux derniéres liaisons de type hydrogene se forment avec les résidus LEU663, TYR636 de

I’enzyme.
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Tableau 111.9: Résultats des interactions entre le ligand 34 et les résidus de site actif de 3VSL

Name Visible  Color  Parent Distance ~ Category  Types

1 0H-ALEUGER0  [VYes Ligand Nonbond... 253452 Hydrogen Band Carbon Hydrogen Bond
2 ATIRO%HH -0 [VIYes Ligand Nonbond... 3.23584  Hydrogen Band Pi-Donor Hydrogen Bond
3 0:C-AVALGOS  [VYes Ligand Non-bond... 431906 Hydrophobic  Alkyl

4 %0 - A:PROGK0 VYes lgandNondond... 475091  Hydrophobic  Pi-Alkyl

T ] .

560
Interactions
[ ] cerbon Hydrogen Bond [ ] Ak
I: Pi-Donor Hydrogen Bond : Pi-Alkyl

(@)
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(b)
Figure 111.17: Interactions entre le ligand 34 et les résidus de site actif de 3VSL (a) 2D et (b) 3D

Interactions 3VSL — L36

Les résultats montrent que le ligand 36 est caractérisé par un score de -6.798 kcal/mol.
L'analyse visuelle montre que le ligand 36 se forme 11 liaisons avec le récepteur 3VSL : dont 4
liaisons de type hydrogéne avec les résidus THR603, LEU663, TYR636, PRO660

Six autres liaisons hydrophobes sont également impliquées pour stabiliser le complexe : une
liaison se forme entre le cyclobenzéne et le résidu VALG06 a une distance 4.611A, et cing
liaisons entre les différents cycles (cyclobenzéne, pyrane, thiazole, pyrimidine, thiophene) et le
résidu PRO660 de I'enzyme ils sont séparés par des distances (5.271A, 5.212A, 4.615A, 5.312A,
4.791A). La derniére liaison de type Sulfur-x entre ’atome S et le résidu SER429 avec une
distance 3.186A.
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Tableau 111.10: Résultats des interactions entre le ligand 36 et les résidus de site actif de 3VSL

Name Visible ~ Color ~ Parent  Distance  Category  Types
1 ATHR6O3HG1-:0N  [es [l LgandMo.. 286543  HydrogenBond Conventional Hycrogen Bond
2 mlEUge3H-%0:0  [Ves [l]  LgandMo.. 30729 HydrogenBond Conventional Hydrogen Bond
3 0H-APROSE:0  [VYes []  LiandNo.. 25769  HydrogenBond Carbon Hydrogen Bond
4 %S-ASRa90  Mres []  lgendMo.. 385%  Other Sulfur-X
5 ATR6%:HH-%0 (s []  LigandNo.. 3.23125  HydrogenBond Pi-Donor Hydrogen Bond
6 APROGSO-:*0 Vs []  LgandMo.. 527119 Hydrophobic Ak
T :%-APROGED Wies []  LgandMo.. 52125  Hydrophobic  Pi-Akyl
8 :%0-A:PROBSO Wies []  LgandMNo.. 461498  Hydrophobic  Pi-Akyl
9 :%0-APROBED Wites []  LlgandMo.. 53124  Hydrophobic  Pi-Aky
10 :%0 - APRO660 Wites []  LlgandNo.. 47919 Hydrophobic  Pi-Aky
11 :%0 - A:VALG0S Wies []  LgandMNo.. 461151  Hydrophobic  Pi-Akyl

Interactions

Il cConventional Hydrogen Bond [ ] Pi-Donor Hydrogen Bond
E Carbon Hydrogen Bond D Alkyl

[ sulfur-x [ ] Pi-akv
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(b)
Figure 111.18: Interactions entre le ligand 36 et les résidus de site actif de 3VSL (a) 2D et (b) 3D
Interactions 3VSL — L37

Les résultats montrent que le Ligand 37 est caractérisé par un score de -6.984 kcal/mol.

L'analyse visuelle montre que le ligand 37 forme 7 liaisons avec le récepteur 3VSL.:

Deux liaisons de type hydrogene se formaient entre les atomes N et H et les résidus enzymatiques
THR621 et PRO660 et ils étaient séparés par une distance de 2.614A, 2.912A respectivement.

Les 5 autres liaisons sont hydrophobes et interviennent pour stabiliser le complexe : une liaison
se forme entre le cyclobenzéne et les résidus VALG06 & une distance de 5.077A. et 4 liaisons
entre les différents cycles (cyclobenzene, cyclopentane, thiazole et pyrimidine) et le résidu
PRO660 de l'enzyme ils sont séparés par des distances (5.171A, 4.792A, 5.217A, 4.681A,
4.791A).
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Tableau I111.11: Résultats des interactions entre le ligand 37 et les résidus de site actif de 3VSL

Name Visible ~ Color  Parent Distance ~ Category ~ Types
1 ATHRGHGL- 0N (Vs [l UgandNonbond.. 261357  HydrogenBond  Conventonal Hydrogen Bond
2:0H-APR0660:0  [Yes []  LgandNonbond.. 291248  HydrogenBond Carbon Hycrogen Bond
3 A:PROBS0 -:%) Wivs []  lgendNonbond.. 517135  Hydrophobic  Akyl
4 %0 - APROSS0 Vs []  UgendMonbond.. 479153  Hydrophobic  Pi-Aky
5 1% - A:PROG0 Mres []  UgandMonbond.. 52178  Hydophobic Pkl
6 10 - A:PROSED Wits []  LgandNonbond.. 468119  Hydrophobic  Pi-Akyl
7 1% - A:VAL606 Mres [J  UgendMonbond.. 507714  Hydrophobic  Pi-Aky

PRO
AGGE0
Interactions
Conventional Hydrogen Bond [: Alkyl
Carbon Hydrogen Bond [:] Pi-Alkyl

(@)
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Thr619

er634

(b)
Figure 111.19: Interactions entre le ligand 37 et les résidus de site actif de 3VSL (a) 2D et (b) 3D

111.4.2.Discussion

On a consideré le CEF comme ligand de référence et d'apres les resultats de (tableau 111.4)
on peut classer les ligands des meilleurs scores selon I’ordre suivant :
L30< L37< L36< L34< L26< L33< Lréf
D’aprés A. Imberty et al (16). Les interactions comprises entre 2.5 A et 3.1A sont considérées
comme fortes et celles comprises entre 3.1 A et 3.55 A sont supposées moyennes. Les

interactions supérieures a 3.55 A sont faibles.

D'apres les résultats obtenus a partir des interactions mises en jeu entre les résidus du site actif et
les ligands L30, L37, L36, L34, L26 et L33, on peut conclure que ces ligands peuvent former des

complexes stables.

L'analyse visuelle des meilleures poses des ligands montre que ces derniers sont entourés
par les résidus du site actif définis précédemment (Tableaux I11.4), confirmant ainsi ses

orientations dans le site actif qui est similaire de celui du Lréf.
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Les figures 2D des interactions protéine-ligand des meilleures poses générées par les six ligands
étudiées est illustrée aux figures [14-19]. Montre clairement que toutes les molécules présentent
les mémes modes des liaisons. Fait intéressant, des interactions importantes peuvent étre trouvées
entre ces ligands et les résidus THR619, THR621, THR603, PRO660, VAL606, LEU663,
TYRG636, qui participent directement au mécanisme catalytique de cette enzyme. Les complexes
ligand-enzyme sont stabilisé principalement par des liaisons hydrogéne et des interactions
hydrophobiques.

Conformément aux six figures précédentes, nous avons observé que les résidus hydrophile
PRO660, VAL606 ont des interactions avec les six ligands. Et que les interactions favorables de
type hydrophobique étaient avec le cyclobenzene, la pyrimidine, le thiophéne; On peut dire que le
cycle aromatique était important pour la stabilité des complexes.

Les structures de molécules dérivées de thienopyrimidine qui ont la meilleure affinité dans le site
actif de pbp3, indiquent que la présence des atomes N (amine) dans la structure augmente la

capacité de formation des interactions de type "H bond".

I11.5.Résultats des propriétés moléculaires (Drug likness)

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

composes sous différentes regles :

111.5.1. Application de la régle de cinq (regle de Lipinski)

Le (Tableau 111.12) présente les résultats de 1’évaluation de la régle de Lipinski pour les meilleurs

inhibiteurs. Ces résultats sont obtenus en utilisant 1’outil web Molinspiration.
Les résultats du (Tableau 111.12) montrent que :

e Les valeurs de logarithme P des composés 26, 30,33 ainsi que le Lref sont inférieures a 5
tandis que pour les composés 34.36.37 sont supérieurs a 5. Sachant que, des valeurs
positive pour log P indique que les composés sont trop lipophiles, donc ils ont : une bonne
perméabilité a travers la membrane biologique, une meilleure liaison aux protéines

plasmatiques, une bonne élimination par le métabolisme, mais une faible solubilité une
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mauvaise tolérance gastrique, alors que le Lréf a une valeur négative de log P, donc il est
hydrophile. 1l a par conséquence, une mauvaise perméabilité & travers la membrane, par

contre il a une meilleure tolérance gastrique.

Tableau 111.12: Résultats d'application de la Regle de Lipinski

Composé | NON NOHNH | Masse(UMA) | Log P Nombre de
] La
N
Violation
26 7 2 439.52 3.44 0
30 7 0 413.50 3.14 0
33 5 0 408.57 4.94 0
34 4 0 440.78 5.97 1
36 5 0 410.50 5.26 1
37 4 0 394.50 531 1
Lref 10 4 397.44 -0.38 0
N°ON : Liaisons hydrogene accepteurs N “OHNH : Liaisons hydrogeéne donneurs

e Tous les ligands et Lréf ont des valeurs du poids moléculaire inférieur a 500 Da, donc sont
facilement a traverser les membranes cellulaires.

e Tous les ligands ont un nombre accepteur d’hydrogene inférieur ou égale a 10 et un nombre
donneur d’hydrogéne inférieur a 5 ce qui conduit a une meilleure perméabilité.

e Pour le nombre de violation, nous remarquons que nos composés ont une violation nulle a

part les composés 34, 36 et 37 (Nv=1).

De cela, nous pouvons conclure que: tout les composés ainsi que le ligand de référence répondent
aux régles de Lipinski, suggérant que ces ligands théoriquement n’auraient pas de problémes

avec la biodisponibilité orale.
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111.5.2.Application de la Régle de Veber

Le (Tableau 111.13) présente les résultats des propriétés concernant la régle de Veber. Ces

résultats sont calculés et obtenus en utilisant le logiciel molinspiration.

Tableau 111.13: Résultats de I'application de la Regle Veber

Composé N° TPSA (A2 N°ROTB
26 108.20 4
30 74.96 5
33 50.50 6
34 47.26 3
36 52.33 1
37 43.09 1
Lref 156.34 7

D’apres les résultats du tableau en remarquant que :

e Pour la surface (TPSA) : tous les composés étudiés ont des valeurs inférieures a 140 A2 ce
qui montre la bonne prédiction de la biodisponibilité orale et le transport a travers les
membranes biologiques. Alors que le ligand de référence possede un TPSA supérieure a
140 (=156.34) donc mauvaise transport a traverser les membranes.

e Pour les NRB : Nos composés ont des valeurs de liaisons rotatives inférieures a 10 par
rapport au ligand de référence (NRB=7). Un faible nombre des liaisons rotatives donc une
flexibilité réduit pour tous les composés ce qu’indique que ces ligands lors de la liaison a

une protéine ne changent que légérement leur conformation.
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Conclusion générale

Le travail présenté dans ce mémoire concerne principalement l’utilisation de plusieurs
approches théoriques de la modélisation moléculaire dans le cadre de la découverte de nouveaux

médicaments.

L'objectif principal est d'élucider les interactions entre les différents ligands de dérivés de
Thienopyrimidine avec 1’enzyme de protéine de liaison a la pénicilline 3 (PBP3) impliquées dans

le traitement des maladies infectieuses.

Dans un premier temps, nous avons présenté généralité sur les bactéries et les antibiotiques. Par
ailleurs, dans une deuxiéme partie, nous avons abordé les principes de base de la méthode
Docking moléculaire ainsi que différents concepts de filtration qui nous aident a approfondir
I'étude des composés proposes dans cette étude tels que les propriétés Drug likeness. Dans la
troisieme partie, nous avons présenté la partie la plus importante de ce travail qui est le
développement du protocole de Docking moléculaire par le logiciel MOE (version 2014) pour les

inhibiteurs proposes.

L'étude de Docking moléculaire a été réalisée sur une série de 43 composes afin de prédire
I’affinité de chaque composé avec la cible de 3VSL. Alors, par comparaison avec le score de Lref
(S= -6.457kcal/mol), six composes ont été décrits comme de meilleurs inhibiteurs car ils ont des
valeurs de score inférieur (de -7.228 Kcal a -6.673 kcal/mol) et cela qualifie ces composés d’étre
plus stable et avoir une affinité plus élevée pour I'enzyme 3VSL que pour la référence (CEF).Ces
résultats ont été ensuit confirmés par I’analyse visuelle des schémas d’interaction qui montrons la

présence des interactions de type hydrophobique et ¢’est ce qui les a rendus plus stables.

Les composes L26, L30, L33, L34, L36, L37, présentaient de fortes liaisons avec les résidus dans
le site actif, ils formaient des liaisons H avec les résidus THR619, THR603 et LEU663. Ils
interagissent avec les résidus hydrophiles PRO660 et VAL606. Pour approfondir nos recherches,
nous avons mené une autre étude pour évaluer les propriétés médicamenteuses des six COMposes
récupérés. Cela se fait selon les régles : Lipinski, Veber. On peut voir que les six composés
respectent la régle de Lipinski (ou toutes les valeurs de log P sont <5, poids moléculaire <500,
HBA <10 et HBD <5), ainsi que la régle de Veber.
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Cette évaluation nous a permis de constater que les six composés avaient une bonne
biodisponibilité orale.

Au terme de ce travail, nous pouvons conclure que les six composes sont les meilleurs

inhibiteurs pour ralentir des maladies infectieuses et peuvent étre proposeés comme nouveaux
médicaments.
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Résumé

Dans cette étude, les méthodes les plus couramment utilisées dans les stratégies de
découverte de nouvelles molécules thérapeutiques sont appliquées. Afin d'étudier I'inhibition de
La protéine de liaison a la pénicilline « PBP3 » impliquée dans les maladies infectieuses et
d'identifier de nouveaux inhibiteurs, nos travaux se sont concentrés sur l'utilisation de méthodes
de modélisation moléculaire basées sur le Docking moléculaire a l'aide du logiciel MOE, ainsi
que par une estimation des propriétés Drug Likeness.

Notre discussion est basée sur deux paramétres : le score énergétique et les distances
d'interactions entre les résidus de site actif de PBP3 et une série de dérivés thienopyrimidine.
Notre étude a révélé que 6 molécules ayant des scores d’une bonne affinité par rapport a le ligand
de référence CEF dont le score est égale a (-6.457 kcal/mol) ils forment des complexes stables
avec la protéine PBP3 par une meilleure fixation sur le site actif. Nous avons déterminé les
propriétés Drug Likeness pour les composés sélectionnés. Les résultats des six ligands étaient en
accord avec les valeurs requises.

Nous avons montré que ces 6 composés présentent un intérét comme point de départ pour la

conception des inhibiteurs PBP3 antibactérienne.

Mots-clés : PBP3, Docking moléculaire, MOE, dériveés de thienopyrimidine, Drug likeness,

inhibiteur PBP3, antibactérienne.

79



Abstract

In this study, the most commonly used methods in the discovery strategies of new
therapeutic molecules are applied. In order to study the inhibition of penicillin-binding protein
“PBP3” involved in infectious diseases and to identify new inhibitors, our work focused on the
use of molecular modeling methods based on molecular docking to using the MOE software, as
well as by estimating drug likeness properties.

Our discussion is based on two parameters: the energy score and the interaction distances
between the active site residues of PBP3 and a series of thienopyrimidine derivatives

Our study revealed that 6 molecules having scores of a good affinity compared to the reference
ligand CEF whose score is equal to (-6.457 kcal/mol) they form stable complexes with the
protein PBP3 by a better fixation on the active site. We determined the drug likeness properties
for the selected compounds. The results for all the six ligands were in agreement with the

required values.

We have shown that these 6 compounds are of interest as a starting point for the design of PBP3

inhibitors antibacterial.

Keywords: PBP3, molecular docking, MOE, thienopyrimpidine derivatives, drug likeness, PBP3

inhibitors, antibacterial.
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