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Au cours de ces derni éres années, |a recherche pour découvrir de nouveaux traitements
ont éé améliorées en partant de la procédure d essai-erreur, a la procédure sophistiquée qui
inclue plusieurs approches basées sur des cal cul s théoriques de la chimie quantique.

Ces approches théoriques permettent de prédire le mode d’interaction d’un ligand avec son

récepteur. Elles fournissent un moyen d’ étudier les interactions au niveau moléculaire et sont,
de ce fait, une indication a |’ activité biologique de nouvelles mol écules ne tenant compte que
des critéres structuraux.

Ces approches peuvent étre classées en deux catégories :

- Denovo design.
- LeDocking moléculaire.

Le Docking moléculaire, vise a prédire la structure d'un complexe constitué d'un
ligand et d’ une protéine, pour prévoir les modes d’ interactions possibles pouvant mener a une
valeur d’enthalpie libre de formation qui traduit I’ inhibition de la cible éudiée. Les anciens
formalismes de Docking moléculaire, traitent la protéine ainsi que le ligand comme des corps
rigides. A présent, les nouveaux codes prennent en compte la flexibilité du ligand.

C’est dans ce contexte, que notre équipe de chimie théorique du laboratoire de chimie des
matériaux (LCM) s'est intéressée a étudier les interactions entre |’ acétylcholinestérase et
divers ligands choisis parmi |es molécul es préparées au sein du laboratoire.

Le choix de cet enzyme est dicté par son role dans le dysfonctionnement au niveau des
synapses caractérisant la maladie d’ Alzheimer. Bien qu’a notre connaissance, le déficit de
I"acétylcholine ne soit pas le seul incriming, sa régénération ou son rétablissement peut
aboutir a une amélioration des symptémes remarquables de la maladie.

Les travaux sont présentés comme suit :

- Lepremier chapitre porte sur la description du stress oxydant.
- Lesecond concerne la pathologie de la maladie d’ Alzheimer.
- Letroisieme chapitre présente la structure tridimensionnelle de
I” acétylcholinestérase ainsi ces inhibiteurs connus.
- Le quatriéeme chapitre présente le divers aspect du Docking moléculaire.

- Ledernier chapitre expose I’ essentiel de nos résultats et discussion.



A titre indicatif, nous avons mis en annexe apres la conclusion, les notions élémentaires sur

les acides aminés qui constituent les protéines.



|- Le Stress Oxydant

-1 Définition :

L’ oxydo-réduction est le transfert d’un ou plusieurs électrons d’'un atome vers un
autre. Un tel processus est nécessaire pour la vie en aérobie et pour notre organisme, puisque
I’oxygene est I'accepteur d électrons au niveau de la chaine respiratoire pour former de
I”énergie sous forme d’ ATP. Danslecasou il y atransfert d'un nombre d’ électrons impair, il
y a formation d’espéces toxiques ayant des électrons non apparié (célibataires), appelées
radicaux libres. Parmi ceux-ci, peuvent étre cités les radicaux peroxyles (ROO ), alcoxyles
(RO ), superoxydes (O2 -) et hydroxyles (HO ). Ces radicaux centrés sur |I’oxygene
(appelés ainsi parce que I’ électron célibataire est porté par I’ atome d’ oxygéne) sont reconnus
par leur grande réactivité et font partie des especes oxygénées réactives (ROS : Réactive
Oxygen Species, selon la terminologie anglo-saxonne) [25]. | a éé démontré que les ROS
oxydent les lipides, les protéines, les enzymes et I’ADN. Ces dommages oxydatifs sont
considérés comme la cause principale de hombreuses maladies dégénératives telles que les
maladies cardiovasculaires et le cancer Gutteridge, 1993).

Notre organisme produit naturellement ces radicaux libres. Lorsgu’'ils sont, dans un
organisme équilibré ils sont neutralisés par des enzymes et par des molécules anti-oxydantes
telles que les vitamines C, E ou Q (aussi appel ée coenzyme Q).

Un radical libre est une espéce chimique (atome ou molécul€) contenant un électron
non apparié. Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé soit par I’ acceptation d’un
autre électron ou son transfert sur une autre molécule. La probabilité entre ces deux
possibilités dépend essentiellement de I'instabilité du radical libre considéré. Si elle est
modérée, la probabilité d’ accepter un électron est grande et, dans ce cas, le radical libre ne
représente qu'une étape transitoire dans une réaction d’ oxydoréduction classique. Si au
contraire cette instabilité est importante, |’ électron libre est rapidement transféré sur une autre
mol écule.

Le stress oxydant se définit comme étant le résultat d’un déséquilibre en faveur des
especes pro-oxydantes. A titre d’ exemples quel que cas favorisant cet éat sont :



- I'introduction dans la cellule de radicaux libres ou d'espéces réactives oxygénées
(polluants photochimiques pénétrant |I'organisme via le systeme respiratoire, |'alimentation ou
les muqueuses) [1].

- un défaut du systéeme de protection, par exemple une mutation inactivant une

des enzymes du systéme de protection ou une carence en une des vitamines.

-I'introduction dans la cellule ou dans un organe de molécul es hautement réactives, par
exemple nanoparticules (tres petite et a surface spécifique trés développée). Si celles-ci sont
nombreuses, les macrophages n'arrivent plus a les traiter et peuvent libérer leurs oxydants

dans |'organi sme provoquant une réaction inflammatoire exacerbée.

Le stress oxydant est un facteur d'inflammation et de mutagenese, mais il est aussi
considéré comme une des principales causes de cancer et jouerait un réle dans la maladie
d’ Alzheimer, comme dans plusieurs pathol ogies pl us courantes telles que les mal adies cardio-
vasculaires, |’ arthrite rhumatoide ou les cataractes. Les antioxydants convenablement dosés
peuvent diminuer les altérations cellulaires et contribuent ainsi a I’ équilibre de I’ organisme

[2].

-2 Lesespecesréactives del’ oxygene:

Les especes réactives de I’ oxygene regroupent |’ ensemble des dérivés radicalaires de cet
atome mais également d autres composés non-radicalaires trés réactifs. Les principales
especes réactives de I’ oxygene sont regroupées dans le tableau suivant :
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Tableau : Especes réactives de I’ oxygene. [24]

-3 Comment luter contre les divers réactifs de |’ oxygéene ?

Le type de radicaux produit ainsi que leurs lieux de production et de propagation étant
variés, la riposte anti-radicalaire est polymorphe, a la fois préventive et curative [3]. Les
antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible concentration
par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber |’oxydation de ce
substrat. Cette définition fonctionnelle s'applique a un grand nombre de substances,
comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites
mol écules hydro- ou liposolubles. Cette grande variété physico-chimique autorise la présence
d’ antioxydants dans tous organismes, qu'ils soient intracellulaire, membranaires ou
extracellulaires. Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent agir a deux
niveaux : en prévenant la formation de radicaux libres oxygénés (antioxydants primaires) ou
en épurant les radicaux libres oxygénés (antioxydants secondaires).

Le fer et le cuivre sous forme libre sont particulierement promoteurs de dommages
radicalaires. Ces métaux sont physiologiquement transportés grace a des protéines comme la
ferritine, la transférine, la céruloplasmine....qui agissent donc en tant qu’antioxydants

primaires.



Le superoxyde dismutase est une enzyme convertissant le superoxyde en hydrogéne
peroxyde. Ce dernier est ensuite, soit dismuté en oxygene et eau gréce a la catalase, soit
transformé en eau lors d'une réaction couplée a |’ oxydation du glutathion, catalysée par la
glutathion peroxydase. Le glutathion oxydé est non toxique et peut en outre étre réduit par le
NADPH gréce a I’enzyme glutathion réductase. La glutathion peroxydase ainsi que les
différentes isoformes de superoxyde dismutase sont des métallo-enzymes comprenant soit du
sélénium (glutathion peroxydase) soit du manganése (glutathion dismutase mitochondrial€)
soit du cuivre et du zinc (superoxyde dismutase cytosolique). C'est donc indirectement que
ces métaux possédent une activité antioxydante [4].

Les scavengers liposolubles, comme I’ atocophérol (vitamine E), sont concentrés dans
les membranes cellulaires ou ils sont particulierement efficaces pour limiter la super
oxydation lipidique. Leur effet protecteur est principalement lié aleur capacité a céder un de
leurs électrons pour arréter la propagation radicalaire tout en étant capable soit de céder un
second électron lors d’une réaction d’ oxydation conventionnelle soit de se régénérer par le
remplacement de I’ é ectron manquant [5].

Dans les milieux hydrosolubles, de nombreuses molécules semblent avoir un pouvoir
antioxydant. C est le cas de la vitamine C, de |’ acide urique, de I’ albumine et de la bilirubine.
Dans la pratique, leur pouvoir de scavenger n’est pas toujours évident. La vitamine C, par
exempl e a des effets pro-oxydants en présence d’ ions métalliques [6-7]

Il-Lamaladied Alzheimer :

[1-1- Définition et généralités:

La démence entraine une détérioration chronique de la fonction intellectuelle et
d'autres aptitudes cognitives assez grave pour nuire a la capacité de se livrer aux activités de
lavie quotidienne [8].



La démence est une maladie qui augmente avec le vieillissement cellulaire [9-10].
Elle est décrite pour la premiére fois en 1906 par Alois Alzheimer, neuropathologiste
allemand [11]. Elle est al’ origine de 40 a 70% des syndromes démentiels [12,13].

La maladie d'Alzheimer est un déséquilibre neurodégénérative et irréversible qui
détruit progressivement les cellules nerveuses du cerveau. Elle se manifeste par différents
troubles des fonctions intellectuelles (mémoire des faits récents, orientation dans le temps et
dans I’ espace, langages, utilisation des objets...), dont la progression conduit a une perte
progressive d’anatomie [14,15]. Elle se manifeste, entre autres, par la détérioration des
cellules nerveuses libérant une substance appelée Acétylcholine, dont le role est de
transmettre les messages entre les cellules du cerveau. Le déficit en Acétylcholine chez les
mal ades est aggraveé par |'action d'une enzyme, |I'Acétylcholinestérase (AChE), qui décompose
rapidement I'Acétylcholine. Les traitements liés a la RIVASTIGMINE, la TACRINE, le
DONEPEZIL, ont pour but d'inhiber I'AChE pendant un temps suffisamment long pour que le
taux d'Acétylcholine puisse serelever.

[1-2-Traitement de la maladie d’ Alzheimer :

Actuellement, il n’existe aucun traitement guérissant la maladie d’ Alzheimer, ni méme
permettant d’arréter son évolution, mais il existe quelques médicaments susceptibles de
retarder son évolution. Ils permettent d’ atténuer les pertes de mémoires, les problémes de
langage et de raisonnement, ou bien tous simplement de ralentir au moins en apparence la
progression de lamaladie.

La cause exacte est encore inconnue, mais il est supposeé que des facteurs
environnementaux et génétiquesy contribuent. Les plus grandes méthodes dans | e traitement
de la MA se focalisent sur deux aspects fondamentaux : traitement au niveau des plagues
séniles ou plague amyloides, et traitement de la transmission cholinergique. Ce sont les eux
approches dans le traitement de cette maladie.

Dans la premiére approche, 1l sagit donc de Iésions extracellulaires de la maladie
d'Alzheimer. Ces plagues correspondent a l'accumulation d’'un peptide anormal et
neurotoxique de 42 acides aminés, le peptide béta-amyloide .Ce peptide, provient d'un
mauvais clivage de la protéine APP (Amyloid Protein Precursor). Ceci participerait a l'entrée



massive de calcium dans le neurone et activerait la microglie (réaction inflammatoire), ce qui
entraine la mort du neurone par nécrose ou par apoptose. Donc il est préalable de prévenir la
formation de ce peptide ou au mois diminuer sa génération ou déposition. De ce fait il est
demandé de bloguer ou inhiber I’ APP qui est responsable de la formation des AB peptides
[23].

La lus grande partie des recherches scientifiques réalisées sur le traitement de la
maladie d’ Alzheimer(MA) a été guidée par un constat : I’ existence d’une relation dans cette
maladie, entre le déficit des neurotransmissions cholinergiques et les différents symptomes, en
particulier cognitifs. Les recherches en donc eu pour but d’ augmenter |’ activité cholinergique
centrale. [16] ce qui définie la deuxieme approche dans le traitement de la maladie
d’ Alzheimer.

Les plus étudiés, les inhibiteurs des cholinestérases, sont les seuls & avoir obtenu
jusgu’ a présent une application clinique [16].

Le précurseur des inhibiteurs de I’ acétylcholinestérase est la PHY SOSTIGMINE, elle
a montré chez des patients une amélioration de la mémoire et des fonctions cognitives [17].
Cependant I’ intérét de cette molécule est limité par sademi-vie trés courte [18].

En 1986, Summer et al. [19] ont rapporté des résultats intéressants sur la TACRINE,
autre inhibiteur de I’ acétylcholinestérase qui présentait I’ avantage d’une demi-vie de durée
supérieure a celle de la PHY SOSTIGMINE. C'est le premier médicament dont I’ utilisation a
€té autorisée dans la MA par la FDA aux USA (en 1993) et par la France (AMM en Mai
1994) [20].

En novembre 1996, le DONEPEZIL, un inhibiteur sélectif de I’ acétylcholinestérase a
été autorisé par la FDA et en septembre 1997, il a regu son AMM en France [21]. Le
troisieme médicament de la classe arrivé sur le marché est la RIVASTIGMINE. Il aregu son
AMM en 1998 en France et dans de nombreux pays européens [22]. La TACRINE, le
DONEPEZIL et la RIVASTIGMINE, tous inhibiteurs des cholinestérases, sont actuellement
les seuls médicaments disponibles dans le traitement symptomatique des formes |égéres a
modérées de la maladie d’ Al zheimer.

Notre travail consiste a tester quelques nouvelles molécules de type Chalcone sur
I” acétylcholinestérase. 1l s'agit de calculer la grandeur thermodynamique de I’ enthalpie libre



du complexe formé a partir de la protéine héte et un ligand. A partir des résultats obtenus
nous étudierons les principales interactions lors de laformation des complexes.
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Chapitre |

Aspect chimique : protéineet ligand



|- Structure des proténes :

Les molécules constituant les étres vivants peuvent étre classées en quatre grandes
familles: les lipides, les carbohydrates, les acides nucléiques et les protéines. D’un point de
vue chimique, une protéine est un hétéro-polymere linéaire, c'est-a-dire qu’elle est le résultat
de I’enchainement linéaire de monomeéres : les acides aminés ou résidus. La structure d’une

protéine peut étre décrite a plusieurs niveaux de structure[1].

-1 - Structureprimaire:

La structure primaire correspond a la séquence proprement dite de la protéine, c'est-a-
dire a I’enchainement des acides aminés par la liaison peptidiques [1]. On dénombre pas
moins de 20 acides aminés qui ne différent les uns des autres que par leur chaine latérale
(groupement R) portée par le Ca (voir annexe). On parle de peptide lorsgue le nombre de
résidus formant la molécule est inférieur a 50 et de protéine au-dela de 50 résidus.

| -2- Structure secondaire:

La structure secondaire d’une protéine correspond aux repliements qu’ adoptent les
portions partielles de la séquence protéique, caractérisées par les angles diedres®,®,p de

leurs résidus (Figure02) et par la présence de certaines liai sons hydrogene.[ 2]

Dans les protéines, les acides aminés sont reliés entre eux par une liaison peptidique
O=C-N-H caractérisée par 2 formes imposant ainsi a |I’angle de torsion de la liaison C-N
(angle diedre ) deux valeurs particuliéres (Figure03)

0° : liaison peptidique cis: son taux d’ occurrence est trés faible. C'est avec la proline que
I’on ale plus de chance d’ observer une liaison peptidique cis : jusqu’a 10% de I’ ensemble des
prolines (Fischer et al.1994).

180° : liaison peptidique trans: c'est la forme la plus stable correspondant a la forme

quasiment exclusivement observeés dans | es protéines.



Figure 113 : Linisons peptidiques frany (0= 180°) et ciy (o= 0°).

Puisgue la grande majorité des liai sons peptidiques sont en conformation trans (©=180°) , il
est donc possible de décrire la structure d’ une protéine a partir de ces deux angles diedreso et
y. L’angle diedre @ correspond a I’angle de torsion de la liaison N-G, et vy, al’angle de la
torsion de laliaison G,—C (Figure02).

[-3- Structuretertiaire:

La structure tertiaire des protéines correspond au repliement et a |I’assemblage des
différents éléments de structures secondaire. Cette structure correspond en fait a la structure
tridimensionnel le (structure3D) de la protéine (Figure04). Ce sont des interactions non liantes
de types électrostatiques et de Van Der Waals, ainsi que les ponts salins, les liaisons
hydrogénes et |es ponts disulfures qui permettent de stabiliser ce type de structure [3].



Figured4 : structure tertiaire de la porine (code PDB 1E54)

| -4- Structure quaternaire :

La structure quaternaire d’une protéine résulte de I’association de plusieurs chaines
polypeptidiques ou sous-unités [1-2]. Ces sous unités peuvent étre identiques comme c'est le
cas de I’hémoglobine (Figure05) ou bien radicalement différentes comme dans le cas de la

protéine du virus du tabac.



Figur €05 : Structure quaternaire de I hémoglobine humaine (code PDB : 1a3N)

Constituée de 4 sous-unités identiques représentées en différente couleurs.

[1- ROlebiologique des protéines[4]:

Les protéines ont un grand et large réle dans I’ organi sme des étres vivants, on peut

citer comme exemples:

- lacatalyse enzymatique car la protéine peut augmenter la vitesse d’ une catalyse
d'un facteur de 10°.

- Letransport membranaire, ou dans |’ organisme de |’ étre vivant.

- Laprotection immunitaire (anticorps).

- Lesupport mécanique (collagene).

- Lemouvement (les protéines musculaire comme I’ actine et la myosine).

- Lacréation et latransmission de I’ influx nerveux (systéme nerveux).

- Lecontrdle de lacroissance et ladifférentiation cellulaire (information
génétique, hormones...).



Dans la majorité des roles biologiques cités, la protéine joue le role de récepteur, et dans la

conception des médicaments, elle est e site multi potentiel par rapport au mode de fixation de
différents confoméres d’ une drogue.

[11- Leligand:

Un ligand est une molécule chimique, qui pourrait étre composée d'un ou de plusieurs
fragments (groupements)[5-6]. Il peut étre :

1- Unsubstrat : Molécule qui se fixe au site actif de |a protéine ou de |’ enzyme pour
subir une action : (décarboxylation, hydrolyse, déshydrogénation...).

2- Coenzyme: Molécule qui compléte I’ action de certai nes enzymes.

3- Activateur : Composé chimique qui entraine un changement de conformation du
site actif de I’ enzyme pour augmenter son affinité pour le substrat.

4- |Inhibiteur : Contrairement al’ activateur, cetype de ligand modifie la structure

électronique du site actif en diminuant I’ affinité de I’ enzyme pour son substrat.

V- Proténes et interactionsintermoléculaires[1-2]:

Les mol écules organiques sont capables de s'auto associer |es unes aux autres grace a
plusieurs types de liaisons faibles, dont les forces électrostatiques, les forces de van der
Waals, les liaisons hydrogene et les liaisons hydrophobes. Les associations sont dues aux
propriétés chimiques, €lectroniques, et géométriques des molécules. A I’inverse des liaisons
covalentes, les liaisons faibles permettent une grande flexibilité et plasticité des

macromol écul es (protéine, enzymes, complexes protéine-ligand ou protéine- protéine).

Les interactions qui stabilisent les structures tridimensionnelles des macromolécules
sont :

- Electrogtatiques lorsgu’ elles concernent les interactions de type dipdle / dipdle
permanant d’ une part et les ponts salins d’ autre part.
Ces derniers, correspondent aux interactions entre région chargées déterminées
par les lois de I'électrostatique. A pH physiologique, les résidus chargés
positivement sont les lysines, les arginines, certaines histidines et I’ extrémité N-
terminal e de la chaine polypeptidique. Les résidus chargés négativement sont les
aspartates, glutamates et I’ extrémité C-terminale.



Detype VDW lorsgu’ elles concernent des nuages électroniques de deux atomes
adjacents conduisant a la présence d’ une force attractive pour des distances de
3-4 A° (ces forces comprennent une composante attractive a longue porté [force
de dispersion de London] et une composante répulsive a trés courte porté).

Cependant, de par leur grand nombre, ces interactions jouent un role important

dans la stabilisation des complexes et favorisent leur compacité.

De type hydrogéne lorsgu’elle résulte de maniére électrogtatique entre un
atome d’hydrogene(H), lié par covalence a un atome électronégatif (O, N, S)
(donneur) et un deuxiéme atome électronégatif possédant une paire d’ électrons
non partagée (accepteur). Les liaisons hydrogene sont plus fortes que les liaisons
de van der Waals ; leurs énergies sont estimeées entre 3 et 9 kcal/mol. Les acides
aminés polaires peuvent ainsi former des liaisons hydrogéne entre eux ou avec
des molécules d’ eaux.

De type hydrophobes et de solvatationslorsque les molécules non polaires
tendent a se rapprocher afin de limiter les contactes avec |’ eau, et a créer entre
elles des liaisons dites interactions non covalentes. Les acides aminés
hydrophobes ont des chaines latérales non chargées et non polaire; il s agit de
I’alanine, la valine, la leucine, I'isoleucine, la proline, la phénylalanine, le
tryptophane et la méthionine. De méme que les interactions de van der Waals,
les effets hydrophobes sont responsables de la densité a I’ interface dans les

assemblages macromoléculaires.

V-Fonctions des proténes:;

réaction [7].

La catalyse enzymatique est un facteur des roles majeurs joués par les protéines dans les
cellules. En effet les réactions favorables d' un point de vue thermodynamique ont lieu au sein
des cellules mais ne se réalisent pas spontanément (ou alors a une vitesse trés faible) en raison

de I’existence d'une barriere énergétique difficile a franchir, ou a augmenter la vitesse de

Une enzyme ne catalyse en générale qu’une seule réaction, parce qu'elle n'est pas

capable de se lier efficacement qu’a un seul substrat. Cette spécificité résulte du fait : lorsque



deux molécules se rencontrent, leur association se stabilise grace a plusieurs liaisons faibles
(liaisons hydrogene, liaison ionique, forces de Van Der Waals, et dans une moindre mesure,
interaction hydrophobe; ces liaisons sont environ 100 fois plus faibles qu'une liaison

covalente).

Cela ne peut se produire que si les deux surfaces moléculaires sont complémentaires
(Figure06-B). Dans le cas contraire, les deux molécules ne restent pas associées et aucune

réaction ne peut avoir lieu (Figure06-A).

Figure 06 : Importance de la complémentarité des surfaces dans les mécanismes de
reconnaissance moléculaire. (A) La complémentarité est faible: le nombre de liaisons non
covalentes ne suffit pas pour stabiliser I'association entre les deux molécules. (B) Le grand

nombre de liaisons faibles permet de stabiliser |'association entre deux molécules
complémentaires

VI- Lesenzymes:




VI-1- Définition :

Une enzyme est une proténe de masse moléculaire élevé, thermolabile, biocatalyseur
des réactions métaboliques, elle est produite par un organisme vivant et capable d’agir en
dehors de cet organisme [8]. Les enzymes sont caractérisés par |’ identification des molécules
sur lesquelles elles agissent [9)].

VI-2- Spécificité del’association protéine-ligand ; le site actif :

Toutes les protéines se replient dans une conformation dite native ou elles acquiérent
leur activité biologique et leur pouvoir catalyseur dans le cas des enzymes [10]. C'est dans
cette conformation qu’ elle adopte une région spécifique dite site actif. Il est constitué d’un
petit nombre d’acides aminés qui participent directement a I’ activité catalytique. Ces acides
aminés sont caractérisés par une chaine latérale dont & la fois la nature chimique (groupement
ionisable ou polarisable) et la structure (encombrement stérique) sont particuliéres. |1 faut
noter que la stéréochimie résultant de cet agencement unique des acides aminés du site actif
est la cause de la stéréospécificité de la reconnai ssance entre les acides aminés et le (ou les)
ligand(s) [10].

Les acides aminés rencontrés habituellement au sein des sites actifs sont : Histidine, Sérine,
Cystéine, Lysine.

VI1-3- Inhibition enzymatique :

Toute molécule qui modifie la vitesse de réaction enzymatique est appelé effecteur.
Les effecteurs qui augmentent |’ activité enzymatique sont des activateurs, et ceux qui la
diminuent sont des inhibiteurs. Certaine molécul es peuvent selon des conditions, se comporter
comme un activateur ou un inhibiteur [11]. L’ inhibition de I’ activité enzymatique est un mode
de régulation primordial des voies métaboliques dans la cellule, d’ autant que les inhibiteurs
naturels peuvent prendre de multiples formes : antibiotiques, toxines, drogues, poison...

Il existe trois types d’inhibition: inhibition compétitive, non compétitive et inhibition
incompétitive.

Celle qui nous intéresse dans note éude est I’ inhibition compétitive.

VI-3-1-_Inhibition compétitive (fixation exclusive) : [12]




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

L e mécanisme réactionnel est le suivant ;

VI-3-2- Intérét del’ inhibition compétitive :

Cette question est tres complexe, car elle touche au probléme général de |a spécifité
des protéines. Mais ces répercussions sont énormes en toxicologie, dans la conception des
médicaments, dans la fabrication des pesticides et d'une foule d’ ingrédients utiles qu’il serait

trop long de citer. Un tel inhibiteur peut agir de plusieurs fagons:

1- 1l présente une analogie avec |l e substrat par saforme, la nature de la disposition de ces
fonctions polaires dans I’ espace 8]

2- |l présente fortuitement un certain nombre de critéres qui lui permettent de s encastrer
dans le site en contractant |le méme type d’ association que le substrat naturel malgré
des fonctions chi miques éventuellement différentes.

3- L’inhibiteur montre une analogie avec un état de transition [8].

VII- Contributions majeures dans les interactions proténe-

ligand :




L’ attachement sélectif d’ une molécule (ligand) de poids moléculaire bas a une protéine
spécifiée (cible) est effectué par la reconnaissance structurale et énergétique des deux entités

(protéine et ligand).

L’ affinité peut &re mesurée expérimentalement par la constanteK :

AG=-RT In K; =ZAH-TAS.

Les constantes expérimentales déterminées sont de 10° & 10" M de grandeur,
correspondantes a I’ énergie libre de Gibbs d’ attachement. Actuellement, il y a plusieurs bases
de données expérimentales 3D de complexes protéine-ligand et leurs affinités
correspondantes. Ces bases indiquent clairement qu'il y a plusieurs caractéres basiquement

trouveés dans ces complexes:

1- Il y aun grand niveau de complémentarité stérique entre la protéine et le ligand, qui peut
étretraduit comme le paradigme clé-serrure.

2- 1l y ausuellement une grande compl émentarité de propriétés de surface entre la protéine
et le ligand. La partie ou la contribution lipophilique des ligands est trop fréguemment
trouvée en contact avec celle de la protéine. Les groupes polaires sont usuellement
appariés avec des groupes polaires de la protéine afin de former des ponts hydrogéne ou
des interactions ioniques.

3- Lesligands s attachent usuellement dans une conformation énergétiquement favorable.

D’une maniére géné&ale les interactions protéine-ligand sont trés importantes pour
I” attachement du ligand au sein de la protéine. Les interactions les plus importantes sont

figurées dans lafigure 07.

Les bases de données existantes indiquent qu'il y a toujours une compensation
substantielle entre les contributions de I’ enthalpie et de |’ entropie [11-13]. Elles montrent
aussi que I’attachement peut ére «enthlpy-driven» (ex, Streptavidine-biotine, AG=-
76.5KJmol, AH=-134KJmol) ou bien «entropy-driven » (ex, Streptavidine-HABA, AG=-
22.0KJmol, AS=7.1KJmol) [14].



protein ligand

=0 - H=N
' hydrogen bonds

‘x\ ___r'

O—H - 0=
P e
= e
O - H-N
H ionic interactions
0 H
=% N—
o) HH
G, e 5 Figure : 07
8tk o et
~F =/ hydrophabic interachions Les interactions non-covalentes
CH, HC- typiques, trouvéesdansles
complexes protéine-ligand.
- |
l I —-e- '_#.;\II.H._ cation-m interaction
e '5'I metal complexation

Il a été montré par comparaison des affinités de paires de ligands, qui différent d’un
seul pont hydrogene, que la contribution d’un seul pont al’ affinité peut quelque fois étre trés
petite ou bien adverse al’ interaction [15]. Les ponts hydrogéne chargés sont plus forts que les
ponts neutres et ceci est trouve dans | es grandes pénalités de solvatation.

Les interactions lipophilique sont essentiellement | es contactes des parties apolaires de
la protéine et du ligand. Le point de vu le plus acceptable généralement est que ces
interactions sont principalement dues aux déplacements et libération des molécules d’ eaux
ordonnées, et pour cela le mécanisme est dirigé par la contribution d’entropie « entropy-

driven » [16-17]. Le gain d’ entropie résulte quand |es molécules d’ eaux ne sont pas €l oignees.

Il a é&é montré dans plusieurs cas que I'affinité d’interaction (d attachement) est

proportionnelle a la surface lipophilique plongé dans le solvant avec un rang de 80-200 J(mol
A°?) [18-19].

Plusieurs complexe protéine-ligand sont caractérisés par la présence d’interactions
lipophiliques et polaires. La conformation du ligand est déterminée par I'importance relative
de ces contributions.
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Chapitre 11

Structure de I’ acétylcholinestérase et cesinhibiteurs

|- Structure del’ acétylcholinestérase :




|-1- Présentation :

Le principal role biologique de |'acétylcholinestérase (ACh E EC 3.1.1.7) est la
régulation de la transmission de I’'influx nerveux en assurant |’hydrolyse rapide de

I” acétylcholine au niveau des synapses cholinergiques centrales et périphériques [1]

Le monomere de cette enzyme possede une forme ellipsoidal e, avec une dimension de
45 x 60 x 65 A°. Les sous unités contiennent 11 feuilletP standards entourés de 15a-hélices,

de mémeil est remarqué la présence de 3 courts standard feuilletsp qui ne sont pas reliés par
des ponts hydrogene au niveau du coeur de I’enzyme [2] comme il est représenté dans la

figure O1.

Figure 01 : Représentation schématique en ribbon de la structure 3-D du monomére de
T.Californica AChE

|-2- Ledteactif etlatriade catalytique:




Les acides aminés Glu 327, His440 et la Ser200 sont les composants principaux de la
triade catalytique de cette enzyme. Cette triade est localisée a la base d’ une gorge étroite de
20 A° de profondeur [3]. Cette gorge est alignée de 14 résidus aromatiques.

Deux acides aminés de nature anionique sont d une trés grande importance, Asp72 et
Glu199. Asp72 est localisé en bas et au bord de la gorge alors que Glul99 est situé
exactement ala base de cette cavité. Ce dernier est un site anionique qui est le plus proche du
groupement triméthylamonium du substrat (ACh).

Les résidus aromatiques jouent un rdle trés remarquable dans la stabilisation du
complexe. La partie choline est stabilisée par les acides Try84 et Phe330 dans le site
d'interaction de I’ammonium quaternaire du substrat. Ces deux acides aminés forment les
principaux acides du site anionique. (Voir figure 02).

-PHE_330

Fiqure 02 : Try84 et Phe330, résidus d’interaction avec le nitrogéne quaternaire du substrat

dans son état deliaison.

L’ oxygéne du groupement carbonyle du substrat est stabilisé via des liaisons hydrogéne avec
la fonction amide de chacun des résidus Gly118, Gly119 et Ala201.



[-3- Lesite anionique périphérique:

Trp279 et Tyr70 sont introduits comme des résidus du site anionique périphérique
(PAS: peripheric anionic site). Il est remarqué que deux séries d’ acides aminés (270-278 et
251-266 dans TCAChE) contribuent eux aussi au site anionique périphérique, ces résidus se
localisent au bord de la cavité (gorge).

De ce fait les ligands associés au site périphérique, permettent d’ empécher I’ acces du
substrat dans la gorge (via un empéchement physique). Ceci dit, la fonction catalytique de
I’ enzyme peut étre régulée de fagon allostérique par la liaison d’un ligand au niveau de ce site
(PAS) [4].

Il - L’acylation du substrat :

Comme il est mentionné avant, la tache de cette enzyme est | hydrolyse du substrat
I” acétylcholine. Cette hydrolyse s effectue selon deux processus, |’ acylation d’une part (voir
figure 03) et ladé -acylation d autre part.

Commeil est montré dans la figure 04 la Ser200 et 1a His440 sont impliqués directement dans
laréaction avec le substrat.

L’ acyle-enzyme formé est produit par la transformation (transfére) du proton de la
Ser200 vers la partie imidazole de la His440. Ainsi la Ser200 dé-protoné attague le substrat ;
C’ est laphase ou processus d’ acylation.

acylation

OH
AChE +““N+’“‘v’o\[( — ‘;Nf’\/ + CHyCO-AChE
/" :

-
= -

Figure 03 : phase d’' acylation de |’enzyme

Ensuite I’ acyle-enzyme formé est hydrolysé par les molécules d’ eaux qui se trouvent
au niveau de lacavité et ce processus de dé-acylation remet I’ enzyme a son état original.



Au niveau de la premiére phase, les interactions cations prennent place entre le
nitrogéne positivement chargé du substrat et I’ acide aminé Try84.
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Figure 04 : liaisons hydrogéne et interaction cationst entre le substrat et les différents
acides aminés.

[11- Lesinhibiteursdel’ acétylcholinestérase (AChEIS) :

Les inhibiteurs de I’acétylcholinestérase peuvent étre lassés selon leurs mode
d' action, on site les inhibiteurs pseudo-irréversibles, irréversibles, analogue d'état de
transition et lesinhibiteurs réversibles.



[11-1- I nhibiteurs pseudo-irréversibles :

Cette classe d'inhibiteurs incluse les composés ayant un groupement fonctionnel
carbamate. Ils sont carbamylatés par la triade catalytique de I’ AChE. La vitesse d’ hydrolyse
de ces complexes avec la Ser200 est plus lente que celle du complexe ACh-AChE. Le premier
inhibiteur de cette classe qui a été étudié pour le traitement de la maladie d’ Alzheimer (AD)
€té la physostigmine, mais du faite que cet inhibiteur possede une courte duré de demi vie, il a
€té rejeté. Afin de prouver son potentiel plusieurs analogues ont été éudiés. La Rivastigmine
qui est un dérivé de la Miotine est un autre inhibiteur pseudo-irréversible possédant le
groupement carbamate (figure05) est moins potentiel que la physostigmine mais inhibe aussi
laBChE. Ce dernier se caractérise par une longue durée de demi-vie in vivo et par sa bonne
protection neurale, ce qui lui a permis d' ére accepté dans le traitement de la maladie
d Alzheimer [5]
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Figure 05 : structures chimiques des inhibiteurs pseudo-irréversibles de I’ AChE.

[11-2- Inhibiteursirréversibles:

L es organophosphates sont inclus dans ce groupe. Un des représentatifs de ce groupe
est le metrifonate (figure06). Quoique son efficacité soit acceptable, son application comme
médicament a été retirée due aux problemes causés tels que affaiblissement musculaire et

probléme de respiration chez une restreinte proportion de patients.



o FH
Ol cl
p

pRs

Figure 06 : structure chimique de la metrifonate
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[11-3- Inhibiteurs analoques al’ é&at de transition :

Les Trifluorométhylcétones sont des inhibiteurs effectifs de ce groupe, possédant des
interactions réversibles avec la Ser200 du site actif de I’ enzyme, formant un hémicétal
tétraédrique comme état de transition [6]. En effet, parmi ces inhibiteurs, le m-(N, N, N-
triméthylamino) trifluoroacétophenone est un inhibiteur potentiel (Figure07), mais sa nature
ionique empéche sa capacité d’ affranchir la barriére de sang au niveau du cerveau [blood
brain barrier (BBB)], cependant des dérivés plus lipophiliques et non-ioniques de ce ligand
peuvent mieux fonctionner. L’ un de ces inhibiteurs est le zifrosilone (MDL-73745) (figure
07) qui réagit comme inhibiteur de cette famille.

FigureQ7 : Structure chimique de m-(N,N,N- trimethylamino)trifluoroacétophenone
(agauche) et zifrosilone (MDL-73745) (adroite)

[11-4- Lesinhibiteursréversibles:

Au contraire des trois classes d’ inhibiteurs décrites avant, les inhibiteurs réversibles

interagissent avec le site actif de I’ enzyme et inhibent I’ activité du substrat I’ ACh.

Dans ce groupe on distingue |es aminoacridines, N-benzy|pipéridines et les al caloides.



[11-4-1- Les aminoacridines:

Le plus potentiel de ce groupe est la Tacrine (Cognex), qui a été le premier inhibiteur
approuveé par laFDA en 1993. Il aété le composé lead pour la synthése d’ autres dérivés,
comme le Valnacrine et le Suronacrine (figure08) qui ont montré une toxicité réduite [7].

\

R'=R:=R’=H, tacrine
R'=0H, R*=R’=H, velnacrine (HP-029)
R'=0H, R*=H, R *=benzyl, suronacrine (HP-128)

Figure 08 : Structures chimiques de la Tacrine, Vanacrine et Suronacrine

[11-4-2- LesN-Benzylpiperidines :

Donepezil (E2020) est le prototype de cette classe structurale qui a été le second
meédicament approuvé par la FDA dans le but de traiter la maladie d’ Alzheimer dans un stade
avancé. |l est potentiel, une demis vie assez longue et il est sélectif pour I’ AChE que laBChE.

TAK-147 (Figure09) est un autre dérivé de cette famille, qui posséde un potentiel
inferieur a celui du Donepezil et il est toujours sous testes cliniques. D’ autres dérives ont été
introduites, ou la partie indanone du Donepezil a é&é remplacée par des systémes
hétérocycliques [8], tels que les N-benzylpiperidine benzisoxazoles. L’ un de ces derniers est

le Morpholino substitué.
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Figure 09 : Structures chimiques du donepezil, TAK-147 et N-
benzy| pi peridinemorpholinobenzi soxazole.

[11-4-3- Lesalcaloides :

Galanthamine (Reminyl) est un alcaloide avec amine tertiaire, a é&té approuvé dans
plusieurs pays pour le traitement de la maladie d’ Alzheimer [9]. Plusieurs dérivés ont été
synthétisés et étudiés et ont montré un potentiel plus fort que celui de la galanthamine, comme
P11012 et P11149 (Figure 10) [10]

HH- H‘.‘;:l
e
= ,L’"““‘/

T

OH
F=CH;. galanthamine
K= CiCH,, P12
= C0b i l-addamantlvi. YL 140

Figure 10 : Structure chimiques de la galanthamine, P11012 et P11149.

(-)-Huperzine A (Figure 11) est un autre alcaloide, isolé a partir d’une herbe médicinale
chinoiseHuperzia serrata, et qui est un trés bon inhibiteur potentiel avec un degré de toxicité
trés bas. 1l a été pris comme composé lead dans |e design de plusieurs dériveés.
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Figurell : structure chimique du (-)-huperzine A
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Chapitre |V

Le docking moléculaire



|-  Définition:

Les interactions entre molécules sont a la base des mécanismes biologiques. Les
détails de ces interactions, au niveau moléculaire sont donc d'un trés grand intérét et peuvent
étre étudiés par cristallographie aux rayons X ou résonnance magnétique nucléaire (RMN).

Le docking moléculaire in silico a pour but de prédire la structure d'un complexe
moléculaire a partir des molécules isolées[1], ce qui est considérablement plus facile a mettre
en cauvre, moins cher et plus rapide que I'utilisation des méthodes expérimentales
mentionnées ci-dessus. Les logiciels de docking sont donc des outils trés utilisés en chimie,
biologie, pharmacie et en médecine car la plus part des principes actifs sont des petites
molécules (ligands) qui interagissent avec une cible biologique d’intérét thérapeutique,
généralement protéique (récepteur).

Comprendre comment un ligand s attache ou interagit avec une cible protéique afin de
Iinhiber ou I’activer est d'une importance capitale dans la recherche et I'industrie
pharmaceutique. C’est dans ce chapitre que nous allons présenter et illustrer I’ état de I'art du
Docking mol éculaire.

[I- Etatdel art du Docking Moléculaire:

I1-1- Quda matérid faut-il pour le docking moléculaire ?

La premiére question est de savoir ou se trouvent les structures chimiques des cibles
viseées a traiter ? Afin de répondre a cette question, il est nécessaire d'aller directement a la

Bank PDB [2] (http://www.pdb.org) et déterminer ou sont déposées les structures de ces

cibles. A présent, la PDB contient plusieurs de milliers de structures protéiques obtenues soit
par cristallographie aux 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.

La deuxiéme question est de savoir ou se trouve la structure du (ou des) ligand(s) utilisé(s)

lors du docking moléculaire ?

Il 'y a deux grandes sources de structures chimiques des ligands. La premiere
représente les programmes informatiques de modélisation moléculaire, ou les différentes
structures sont générées par optimisation de géométrie. Ces structures sont gouvernées par les
lois de la chimie quantique. Ces structures peuvent étre aussi obtenues par des langages
comme SMILES [3] (Simplified Molecular Input line Entry System). Nous citons comme


http://www.pdb.org

exemple les programmes qui génerent des SMILES: (a) chemDraw Ultra™
(http://www.cambridgesoft.cony) (b) KnowlTALL chemWindow ™ (http://www.bio-
rad.com/) (¢) ISISDraw™  (http:/www.mdli.com/) (d) ACD/ChemSketch™
(http://www.acdlabs.com/) .... ec.

La seconde source de structures de ligands est parfois d’ aspect commercial, ou on trouve des

bases de données de structures chimiques rel atées a des critéres générés par des programmes
informatiques comme |’ assignement de I’ état correct de protonation, les charges partielles, les
formes tautomeriques ....etc. Nous trouvons des Banks comme :

- The Availble Chemical director™

(http://www.mdl.com/product/experiment/availble chem dir

- TheiResearch™ library (ttp://www.chemnavigator.com/one/products/iRL .asp)

- The national Cancer Institute Database [] (http://129.43.27.140/ncidb2/downl oad.html)

- Theligand.Info database [4] (http://blaster.docking.org/Zinc/)

Cette derniere base de données a un acces gratuit ou on peut télécharger différentes
structures de ligands. Elle représente une grande importance aux scientifiques qui
Sintéressent au docking et au criblage virtuel du fait que les structures trouvées au sein de
cette Bank sont assignées a des propriétés physico-chimiques telles que le poids mol éculaire,
logP, nombre de liaisons rotatables, nombre d’ atome donneurs hydrogéne, nombre d’ atomes
accepteurs d’hydrogene, nombre des centres chirals, nombre de doubles liaisons chirales
(isomérie Z/E), charges nettes, nombre de fragmentsrigides,... .€tc.

| 1-2- Comment fonctionne un programme de docking moléculaire ?

Un programme de docking moléculaire a pour but de prédire correctement le mode
d'interaction entre deux entités chimique, et de reconnaitre parmi ceux —Ci lequel est le

meilleur. De ce fait, tout programme de docking se repose sur deux composantes principal es

majeures : d’une part un algorithme de recherche ou encore heuristique d’ échantillonnagequi
soit capable de rechercher et générer toute les conformations possibles et donc générant les
modes d’ interaction possibles.

Et d’autre part une fonction objective dite fonction de score capable d’identifier parmi

tous les modes générés, |e mode correspondant ala vraie interaction.


http://www.cambridgesoft.com
http://www.bio
http://www.mdli.com/
http://www.acdlabs.com/
http://www.mdl.com/product/experiment/availble_chem_dir
http://www.chemnavigator.com/one/products/iRL.asp
http://129.43.27.140/ncidb2/download.html
http://blaster.docking.org/Zinc/

Cependant, chaque programme de docking différe par rapport aux autres par la maniére de

recherche de I’ espace conformationnel et la fonction de score qui le guide.

En analysant la structure 3D des complexes protéine-ligand plusieurs degrés de flexibilité
peuvent étre considérés. La premiére approche indique que les deux entités sont des corps
rigides, et donc il n’y aaucun degré de liberté sur les liaisons. Ceci est la base de I’ algorithme
le plus simple de recherche conformationnelle, et de ce fait il est la base des premiers
programmes de docking moléculaire [5]

Actuellement cette approche est utilisée dans | e docking protéine-protéine. L’ approche
la plus récente dans le traitement de la flexibilité, considere la cible protéique comme corps
rigide tandis que le ligand est flexible. En effet elle représente |’ approche la plus utilisée dans
la plupart des logiciels ou programmes de docking. Néanmoins, celle-ci reste approximative,
du fait que le récepteur ne doit pas étre considéré comme corps rigide (au moins la flexibilité
du site d’ interaction doit étre prise en compte).

[11- Algorithmes de recherche conformationndle ou heuristique
d’ échantillonnage :

L’ habilité de prédire une large et diverse base de conformations ou « poses » est un
pré-requis pour gque le docking soit utile [6]. Les algorithmes de recherche ou les heuristiques
sont d’une grande nécessité au regard de lataille de I’ espace de recherche [7]. Ils peuvent étre
classés en trois grandes catégories distinctes : celles des approches dérivées d’ échantillonnage
systématiques ou directes, celles des techniques de dynamiques moléculaire et celles des
méthodes stochastiques ou hasardeuses.

Dans la recherche systématique, le principe général est de couper le ligand en
fragments rigides et flexibles. Entre les points ou des rotations sont possibles, une ou
plusieurs ancres sont définies. Dans un premier lieu, un [8] [9] [10]ou plusieurs [11] [12]
fragments qui doivent étre rigides sont placés au sein du site et donc mis en interaction avec
la cible, puis le ligand est reconstruit en placant les fragments flexibles d’une maniére
successive tout en exploitant les angles de torsion.

Les méthodes basées sur les techniques de simulations par mécanique mol éculaire ou
dynamique moléculaire sont séduisantes, mais elles sont colteuses du point de vue
computationnel et leur capacité a franchir des barriéres d' énergie libre élevées est tres limitée
[13]. Néanmoins, la recherche peut étre améliorée en abaissant ces barriéres, via une



réduction des composantes répulsives des interactions él ectrostatique et de van der Waals [14]
[15].

Les méthodes stochastique ou hasardeuses sont des méthodes d’optimisation trés
générales et sans fondement physique mais ont |I’avantage de pouvoir explorer |’ espace de
recherche en ignorant les barrieres d’ énergie.

Concernant la recherche stochastique, nous pouvons citer : La méhode Monté Carlo (MC),
algorithme génétique (AG).

Ces méthodes essaient d échantillonner |’espace conformationnel en performant un
changement hasardeux au niveau du ligand, suivi d’une acceptation ou annulation (rejet) de
la conformation qui en résulte en utilisant une fonction de probabilité prédéfinie.

Si le ligand (c'est-a-dire la conformation obtenue) est accepté, il sera utilisé comme point de
départ pour un nouveau changement hasardeux.

1)- La méhode de Monté Carlo :

Dans la méthode Monté Carlo, le ligand est placé au sein du site d' interaction d'une
maniére aléatoire, ou |’ interaction sera évaluée par une fonction objective (fonction de score),
on pourrait dire que cette conformation est scorée. Une nouvelle conformation est générée
selon des changements aléatoires au niveau des liaisons rotatables du ligand et sa position
spatiale (translation et rotation). Aprés chaque changement, le ligand est minimisé et son
énergie est calculée (scoré) [16]. Alors, si la nouvelle configuration (nouvelle solution) est
meilleurs que la précédente, elle sera immeédiatement acceptée. En d’autres termes, si cette
derniére solution n’ est pas un nouveau minimum, une fonction dite fonction ou distribution de

Boltzmann de type exp(-AEi/KT) qui est une fonction probabilistique, est appliquée.

Donc si cette conformation succede au test de probabilité par la fonction de Boltzmann, elle
sera acceptée (conservée par le programme), sinon rejetée ; ¢’ est ce qu’ on appelle le critére de
Métropolis[17].

Le critére ou algorithme de Métropolis sert a déterminer si la nouvelle configuration
est acceptée ou non. Celui-ci peut étre exprimé ainsi : a partir d’ une configuration i, on tire au
hasard une autre configuration j. Cette derniere configuration est acceptée avec une
probabilité B= exp(-AEi/KT) , qui est la probabilité que le systéme puisse aler d'un état
d équilibre i vers un autre j. La différence d’'énergie entre les deux configurations (écart
énergétique) est calculée. Alorssi cette derniere configuration j posséde une énergie inférieure



a celle de la configuration i de départ, elle sera acceptée. Dans le cas contraire, un nombre
entre O et 1 est tiré, si ce nombre est inférieur & B, la nouvelle configuration est directement
acceptée, sinon la configuration de départ est gardée.

La méthode de Monté Carlo ne trouve pas un minimum d’énergie mais échantillonne

un ensembl e d’ éats moléculaires avec des états énergétiques croissant avec latempérature.

2)-_Algorithmes évolutionnaires :

Les algorithmes évolutionnaires sont des méthodes d’ opti misation génériques et itératives.
Elles se reposent sur un processus adaptatif similaire a celui de I’ évolution naturelle. Ces
méthodes sont capables de gérer plusieurs solutions simultanément, regroupées dans une
population. Voir Figure ci dessus

I Parents
Selection des
solutions les
migux adaptées
Nutgtion
Population Recompinaison
.
L
Remplacement des
moins bonnes solutions (
L Enfants

Figure: représentation schématique du cycle évolutionnaire d’ un algorithme évolutionnaire

Alors, cette population est exposée a une pression de sélection, implémentée dans une
fonction objective (fonction de score) qui elle-méme décrit le probléme a optimiser, ou
plusieurs degrés de liberté interviennent, qui leurs tour permettent de définir une solution
appel é « génome ».

La sélection des solutions les plus performantes d’ apres la fonction de score est appelée
« parents » est contrebalancée par la génération de nouvelles solutions « enfants», ceci est
pour maintenir une diversité de population. Les enfants, donc sont générés par modification
du génome parental par des opérateurs classes, classés suivant le nombre de parents sur

lesquels ils s appliquent. Une fois les enfants créés, ils prennent la place des plus mauvaises



solutions de la population. Et donc le processus itératif commence, cette derniére population
(nouvelle population) est de nouveau exposée a la pression de sélection implémentée par la
fonction de score. L’évolution continue par une nouvelle itération ou bien génération. Au
cours du processus itératif les solutions les mieux adaptées s'émergent, jusqu’a convergence
de la population ou aprés un nombre déterminé de génération. Dans le docking moléculaire,
I”algorithme évolutionnaire cherche a décrire les interactions entre le ligand et la cible
protéique ou les degrés de liberté (ddl) correspondent aux positions, orientations et
conformation du ligand et du récepteur [18] [19].

V- Fonctions de score ou fonctions objectives :

Une fois les conformations du ligand générées sont acceptées selon les différentes
approches, leurs affinités pour le récepteur doivent étre évaluées [20] [21]. C'est ce qu’'on
appelle fonctions de score ou fonctions objectives, car elles évaluent les résultats de la
recherche et attribuent la meilleure énergie (meilleur score) a la conformation du ligand la
plus correcte (d' aprés la recherche). Pour cela, le réle de la fonction de score est critique dans
tout protocole de docking. Néanmoins, I’ utilisation d’ une fonction de score trés précise n’est
pas possible cause du cout computationnel. En conséquence, quelques simplifications et
approximations sont posées afin de réduire la complexité du probléme et atteindre au moins
une balance entre vitesse de calcul et exactitude du résultat. Une fonction de score doit étre
efficace et sélective, elle doit diriger la recherche en fournissant un gradient d énergie, et
identifier e mode d’ interaction correcte parmi un ensemble de leurres.

Les fonctions de score utilisées peuvent étre classées en quatre catégories :
A- Celles qui sont basées sur les champs de forces.
B- Fonctions de score empirigues.
C- Celles qui sont basées sur les données (knowledge-based).
D-Celles qui sont basées sur des consensus.

Les fonctions de score qui peuvent étre rapidement évaluées a étre appliquées dans le
docking moléculaire ou bien dans le criblage virtuel (Virtual screening), peuvent étre



uniquement des mesures tres grossieres de |’ énergie libre des complexes formés. Toutes les
méthodes ont un critére commun, le fait que I'énergie est décomposée en une somme de
termes décrivant les différentes contributions d’ énergies. Dans un sens physique, ce n’est pas
permis, puisgue |’ énergie libre est une fonction d'état tandis que les termes énergétiques
formant la sommation ne le sont pas [22]. De plus, |es modes additifs simples, ne peuvent pas
décrire des effets de coopérations subtiles [23].

Néanmoins il est utile d’interpréter les interactions protéine-ligand en une maniére additive
[24] [25], et estimer que |’ énergie libre est valable avec un cout computationnel |éger.

A- Fonction de score se basant sur les champs deforce :

Le champ de force est une fonction mathématique qui exprime I’ énergie d’un systeme
par la somme de divers termes issus de la mécanique moléculaire. L’ utilisation de champ de
force dans le calcul de I'énergie libre d’ un systéme comme fonction de score est le résultat
des travaux du Prof. Irwin Kuntz a |’ université de Californie a Sant Francisco aux USA[26],
qui a été suivi par d’ autres comme le groupe de recherche de Shoichet [28] et celui de Abagyn
[28].

Ce type de fonction de score est similaire aux fonctions de score empiriques du fait
qu’elles estiment I’ énergie libre d’ interaction d’un complexe récepteur-ligand par addition de
plusieurs contributions individuel les des différents types d’interactions. La fonction de score
« champ de force » utilise des fonctions d’ énergie dérivées de la mécanique moléculaire [30],
et en général, quantifie cette somme en deux termes, |’ énergie d’ interactions entre le récepteur
et le ligand (interactions intermol éculaires) et I’ énergie interne du ligand.

La premiére composante qui représente I’ énergie intermoléculaire, est elle-méme le
résultat d’une sommation de plusieurs termes énergétiques : terme de van der Waals (décrit
par un potentiel de Lennard-Jones), un terme électrostatique (décrit par une formulation
coulombienne avec une fonction diélectrique dépendante de la distance qui réduit les
contributions des interactions charge - charge) [31] [32]. D’un autre coté, les fonctions qui
décrivent I’énergie interne du ligand sont usuellement similaires aux termes décrivant les

interactions intermoléculaires [elles contiennent des termes de VDW et é ectrostatique].

Ces fonctions de score sont généralement sensibles aux petites variations de
coordonnées atomiques, ce qui limite leur champ d' application [33]. Cet inconvénient peut
étre résolu en adoucissant le potentiel de VDW, ou la contribution de la composante répulsive



sera limitée afin d'autoriser quelques clashs stériques sans trop pénaliser le mode
d’ interaction correspondant.

Les fonctions de score qui se basent sur les champs de force sont par exemple: D-
score [34] (basée sur le champ de force Tripos), Goldscore [35] [36]. De méme les plus
rigoureux comme AMBER [37] [38], CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular
Mechanics) [39] [40], GROMOS (GROningen MOlecular Simulation System) [41] et OPLS
(Optimized Potentials for Liquids simulation) [42] peuvent eux aussi étre utilisés quoiqu’ils

représentent un cout computationnel énorme.

B- Fonctions de score empirigques :

L’ idée fondamental e des fonctions de score empiriques est que I’ énergie d’interaction
d un complexe récepteur ligand peut étre interprétée comme une sommation d’interactions
chimiques localisées [43]. En d autres termes, I’énergie d’interaction est partitionnée en
plusieurs composantes de reconnaissance. Ces méthodes essaient d'estimer |’énergie
d'interaction en réunissant d’une maniére intuitive les termes que I’expérience a définie
comme fondamentaux. Les fonctions de score empiriques contiennent usuellement des termes
décrivant les interactions ioniques, interactions hydrophobiques, les ponts ou liaisons
hydrogéne et les interactions engendrées par |e changement d’ entropie (pénalité d entropie).

Ceci dit, ces fonctions de score somment ces différents termes en les pondérant a des termes
décrivant les différents types d' interactions mol écul aires [44] [45].

C- Fonctions de score basées sur des données ou fonctions
statistigues :

Ces fonctions de score qui représentent des potentiels d’interaction, dérivent des
données statistiques qui ont éé obtenues par analyse expérimentale des fréquences
d’interactions entre atomes au sein d’ un complexe protéine - ligand.

Ces fonctions statistiques sont dérivees selon deux principes fondamentaux. Dans un
premier lieu, un complexe protéine - ligand est supposé étre dans son état d équilibre, donc
stabl e thermodynamiquement ce qui lui confére un minimum global d’ énergie (Enthalpie libre
du complexe). Deuxiémement, la distribution des molécules a I’ état microscopique suie et
obéit la distribution de Boltzmann. Donc ¢a nous mene a dire qu'il y a une corrélation entre



I’ état thermodynamique du complexe qui forme un systeme et la probabilité de trouver ce
complexe dans un état microscopique donné. Alors, si ces fréguences sont converties en
enthalpie libre (énergie) gréce a une distribution de Boltzmann, les potentiels sont donc
nommeés potentiel s de force moyenne (Potential of Mean Force : PMF).

Ce dernier a été utilisé dans I’ étude par simulation, des repliements des protéines; et par la
suite dans I’ éude des interactions protéine - ligand [46] [47].

Il'y a deux aspects importants pour la construction du PMF, d'abord, il faut définir
I”état de référence. Celui-ci correspond a |’ état ou il n'y a pas d’interactions entre les deux
entités chimiques (protéine et ligand). Il n’est pas toujours facile de définir cet état de
référence, car laplus part des complexes protéine - ligands ne se trouvent pas dans des états
non liés, ce qui impose des approximations a ce niveau. Dans ce cas cet état, est donné a partir
d une valeur spécifique empirique ou d'un potentiel calculé a partir de toutes les données
disponibles et avec une correction appropriée. Enfin, |e deuxieme point important est la fagon
dont sont collectées les statistiques d’interactions. Elles sont dépendantes des distances et
donc doivent permettre de bien dissocier |’ état entre deux atomes ou |’ interaction existe et ou
elle n’ existe pas.

Afin de prendre en compte les distances d'interaction entre deux atomes, deux
approches sont mises au point. La premiére, qui peut ére considérée comme grossiere,
consiste a prendre une distance limite entre deux atomes, et considérer qu’il y ainteraction en
dessous de cette distance, et non pas au-dela. La deuxiéme approche consiste a évaluer le
potentiel d'interaction de maniére continue le long de la distance interatomique, cette
approche est plus fine que la précédente.

Ces fonctions statistiques, dépendent de leurs groupes d’ apprentissage (expérience),
elles ne peuvent pas modéliser que les interactions qui existent dans leurs bases de données
expérimentales. Par conséquent, avec ce type de fonctions, modélisent les interactions qui ne
dévient pas trop de leur modeéle.

L’ un des potentiels les plus simples st le PLP (Piecewise Linear Potential) [48]. Il est
basé sur quatre types d'atomes et prend en compte les interactions stériques et les ponts
hydrogénes.

SMoG96 (Small Molecular Groth) est un potential qui est utilisé pour la conception de

novo de ligand [69]. Les distances interatomiques sont prises en compte en dessous de 5 A°.



De méme |’ état de référence est définie comme étant un complexe entre les deux entités
chimiques n’interagissent pas (au hasard ou il n'y a pas d’ interaction)

D- Fonctions de score consensus :

Les fonctions de score consensus [50] [51], combinent les informations obtenues a
partir des différents score, afin de compenser les erreurs des fonctions de score individuelles.
Plusieurs études ont montré que ces fonctions performent le calcul des énergies libres des
complexes et ainsi les interactions protéine - ligand mieux que les fonctions individuelles [52]
[53] [51]. Un exemple de fonction de score consensus est X-CSCORE [54] qui combine un
PMF [55] [56] [57], e ChemScore [58].
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Chapitre VI

Résultats et discussion



Notre démarche consiste d' abord de confirmer les résultats déja connus dans la
littérature par la technique de Docking moléculaire. Nous alons en premier lieu reconstruire
deux complexes de |’ acétylcholinestérase : le 1IEASqui est formé entre I’ enzyme et |e substrat
naturel I’ acétylcholine (ACh), et le 1ACJcelui qui inclue la TACRINE (symbolisée par THA)
comme ligand au sein de la protéine. Ensuite nous allons appliquer cette technique sur des

mol écul es Chal cone.

Comme il est mentionné dans le chapitre |11, plusieurs inhibiteurs sont connus dans le
traitement de la maladie d’Alzheimer. La TACRINE est un inhibiteur compétitif  de
I” acétylcholinestérase vis-avis son substrat naturel. Nous avons choisi cet inhibiteur comme
référence acause de sataille comparable acelle desligands que nous utiliserons.

Afin de représenter et visualiser les acides aminés les plus importants du site actif,

nous avons attribué a chacun d’ eux les coul eurs suivantes :

Ser200 (rouge), His440 (bleu), (vert), (jaune), (violet) et le
(orange).

NB : nous avons omis quel ques résidus dans quel ques figures pour la clarté des images.

1- Interaction : Acétylcholine-Acétylcholinestérase ;

Le premier ligand étudié est I’ Acétylcholine, substrat naturel de lacible (voir figure 01).

Q CH,
/\® \\\\\\\
0
(@) / \ CH 3
HsC CHj
ACh

Figure 01



Apres simulation et plusieurs itérations de cal culs, nous avons obtenu un complexe d’ énergie
de: -5,76963 Kcal /mol. Cette énergie seraaussi utilisée comme énergie de référence avec les
autres ligands.

Figure02 : interaction AChE-ACh

Dans cette figure nous avons montré que le ligand pénetre bien dans le site actif de la
protéine en formant deux liaisons hydrogéne représentées en rouge. L e tableau suivant résume
ces deux liaisons hydrogéne :

N° H-Bond Résidus Atome du ligand Distance Group du ligand
impliqués
2 Ser200 @) 2,552123A° C-O-CH2
His440 O 2,936648A° C-O-CH2

Aucune interaction hydrophobique n’ a été observée lors de lasimulation. Il est tres
remarquabl e que le nitrogéne quaternaire du substrat chargé positivement, est toujours
stabilisé via des interactionsIT — charge avec la et , ceci confirme les
interaction AChE- substrat trouvées dans la littérature (voir chapitre I11).



2- Interaction TACRINE-Acétylcholinestérase :

Le deuxiéme ligand étudié est la TACRINE (voir figure a)

NH,

=
X

N

TACRINE

Figurea: représentation de la TACRINE, inhibiteur de TcCAChE.

En réalisant une simulation de docking avec le code Arguslab, ce dernier nous a
permis d avoir un complexe formé par les deux entités TACRINE et AChE, stable par
rapport au complexe obtenu avec le substrat. L’énergie d interaction est de : -11,50 Kcal /mol
avec une déviation de la structure cristalline -mentionnée par le RMSD (Root Mean Squar
Deviation)- de: 3,897652A°.

Par la suite nous avons analysé toutes les conformations possibles engendrées par le
code Arguslab tout en calculant & chaque fois la déviation. Il est & souligner que la 15™
conformation représente la meilleure solution en terme de RMSD (RMSD =0,830488A°)
avec une énergie correspondante de -9,09 Kcal/ mol. Ce qui est toujours supérieure a

I'énergie trouvée dans e premier complexe.

Pour former le complexe TACRINE- AChE, le ligand a formé une liaison hydrogéne et
plusieurs interactions hydrophobiques.

Laseule liaison hydrogene formée est d' une distance de 2,852453A° entre NH, du ligand et
O durésidu Tyr334. (Voir figure b)



Figureb : représentation dela liaison hydrogene tr ouvée dans le complexe de la
TACRINE.

Dans le tableau suivant nous avons résumé les paires d atomes interagissant dans les
différentes interactions :

Atome du ligand Atomedelacible Distance A° Type d'interaction
C C Tyr334 2,135 Hydrophobique
C C Leu333 2,486 Hydrophobique
C C Trp432 2,494 Hydrophobique
C O His440 2,336 Hydrophobique
C C Met 436 2,179 Hydrophobique
C C Met 436 2,240 Hydrophobique




Lafigure suivante visualise ces interactions:

Figurec: représentation desinteractions hydrophobiques trouvées dans le complexe de
laTACRINE.

Il est primordial deremarquer et noter que le complexe est stabilisé aussi viades interactions
hydrophobiques de type n-n entre le ligand et les cycles benzéniques des acides aminés
, et Trp432.

Si nous comparons ces résultats par ceux de I’ ACh, nous remarquonstresbien qu'il y aune
augmentation dans le nombre d’ interactions, ce qui confére une stabilité de plusdans le

deuxieme complexe.



3- Interaction de 1,3-biphényl-2-propen-1-on et sesdérivés- AChE :

L es mol écules chal cones ou encore dites 1,3-diaryl-2-propen-1-one sont des composeés
a,B-cétones insaturées naturelles ou synthétiques, appartenant a la famille des falvonoides.
Ces mol écul es possedent un large spectre d’ activité biologique qui leur donne une i mportance
dans I’'industrie pharmaceutique. Elles possedent des propriétés: antibactériennes,
antiulcéreuses, antivirales, anticancéreuses, et autres [1]. Les molécules ont été synthétisées
dans notre laboratoire de chimie des matériaux-option électrochimie — université de
Constantine, sous ladirection de Mme L. Bencharif.

Lafigure suivante représente |’ aspect des différentes molécules utilisées dans notre éude :

'R1=R2=H
@A\A@ :R1=R2 =MeO
&
R A N :R1=Me R2= MeO
'R1=H, R2=NO,

m O O W >

:R1=H, R2=MeO

Fig : représentation du squelette mol écul aire des différentes mol écul es étudi ées.

L’ activité et la nature des interactions avec |’ acétyl cholinestérase sont étudiées selon la
démarche suivante :



1- Optimisation de géométrie:

Elle a été d’ abord réalisée dans le cadre du champ de forces UFF [2], puisaffinée par la
méthode semi - empirique AM1[3]. Les valeurs obtenues sont portées sur le tableau :

Molécule E (ua) AH°¢ (Kcal /mol) u (D)
Chalcone A -88,3628 - 32,7373 2,8150
Chalcone B -123,3189 -31,4595 4,2624
Chalcone C -111,5792 -13,5606 2,2078
Chalcone D -118,0940 -37,4005 5,9651
Chalcone E -105,8418 0,0449 4,03047

2- Simulation du docking moléculaire:

Dans cette étape nous avons retenu les paramétres de la simulation par défauts. Aprés
quelques tests, les dimensions de I’ espace de simulation ou s effectue le placement du ligand
ont é&é fixées & 25 *25 *25 A°. Cette dimension est nécessaire pour tenir compte de
I”ensemble des atomes du site actif.

Le nombre de conformations possibles et favorables pour chague molécule Chalcone
variede 41 a78 (78 pour A, 61 pour B, 60 pour C, 41 pour D et 57 pour E). De chague
famille de solutions, la meilleure configuration choisie est celle qui présente la plus basse
énergie.

Afin de représenter et visuaiser les acides aminés les plus importants du site actif,

nous avons attribué a chacun d’' eux les couleurs suivantes :

Ser200 (rouge), His440 (bleu), (vert), (jaune), (violet) et le
(orange).

NB : nous avons omis quel ques résidus de quel ques figures pour la clarté des images.

Etude des interactions avec I’ AChE :

Lesdifférentesvaleursdu * Scoring ‘ obtenues sont résumés sur |e tableau suivant :



Les cing molécules Chalcone présentent un

caractére inhibiteur vis-a-vis a I’ acétylcholinestérase.

Leurs énergies d’ interaction sont inférieures a celles du
substrat (Ach) et laTACRINE.

En comparant les différentes conformations obtenues
pour les trois molécules C, E et B dans lesguelles le

cycle A est substitué par le groupement méthoxy, celui-ci

Molécule Score_arguslab
Kcal /mal
Chalcone A -12,2259
Chalcone B -11,2782
Chalcone C -12,2722
Chalcone D -11,8331
Chalcone E -11,9623

est orienté vers la triade

catalytique du site actif pour les molécules B et C, en créant des liaisons hydrogéne avedHis

440 et Tyr130 respectivement, comme schématiser sur les figures Ol et 02. Dans le cas de la

molécule E ce groupement a adopté une orientation contraire a la précédente ou il a formé

deux liaisons hydrogéne avec Arg289 et Phe288 (voir figure 03).

il

Figure 01 : Représentation des liai sons hydrogene formées par 1a molécule B.



Figure 02 : Représentation des liai sons hydrogene formées par la molécule C.

En gjoutant un deuxiéme méthoxy au cycle A de lamolécule B, celui-ci favorise |’ apparition
d’ une deuxiéme liaison hydrogene avec la Phe288. Ces résultats sont obtenus aussi dans le cas

du ligand E. Ainsi nous pouvons souligner le réle du méthoxy qui favorise la formation des

liai sons hydrogene.

Figure 03 : Représentation des liai sons hydrogene formées par le méthoxy dans la

molécule E.



Les longueurs des différentes liai sons hydrogene obtenues pour les trois molécules B, C et E

sont résumées sur |e tableau suivant :

Mol écule N° d'H-Bonds Résidus Groupement Distance A°
impliqué du ligand

NH,-Phe288 O-CH3 2,806

B 2
NH,-His440 O-CH3 2,976
O=C-Tyr130 O-CH3 2,892

C 2
O=C 2,283
NHZATG289 | o cH3 2768

E 2
NH,-Phe288 O-CH3 2,381

En comparant les forces des différentes liaisons hydrogene, nous devions nous
attendre & un caractére inhibiteur plus prononcé pour le ligand E que pour les deux autres.
Nos calculs indiquent au contraire que le ligand C est plus favorable que B et E. Ainsi les
interactions hydrogéne ne sont pas seules responsables dans I’ inhibition de I' AChE. Ler6le
des interactions hydrophobiques est aussi important dans I’explication du mécanisme
d’inhibition de I’ AChE.

Les acides aminés et Phe331 sont responsables des diverses interactions
hydrophobiques dans les molécules C et E comme traduit sur les tableaux Ol et 02. Le

méthoxy du cycle B (de lamolécule B) a provoqué un encombrement stérique responsable de



I” absence des interactions hydrophobiques sur ce cycle. Seule I'interaction du méthoxy du
cycle A avec le carbone aromatique de I'His440 a été observée a une distance de 2,331 A°,

schématisée sur la figure 04.

A

Figure 04 : Représentation de |’ interaction hydrophobique observée lorsde

I’interaction de la molécule B avec I’ AChE.

Concernant le complexe formé par lamolécule C et I’ enzyme, |’ acide aminé>he330 a
pu former cing interactions hydrophobiques ou la plus part d’ entre elles sont localisées sur la
moitié de la molécule du coté du cycle B. La plus courte distance observée est de 2,133A°. De
méme |'acide aminé Phe331 a éé a I'origine de |'apparition de deux interactions
hydrophobiques avec des distances de 1,844 A° et 2,158 A°. Il est clair que le fragment [

o
/\)j\ ] de la molécule C est responsable en premier lieu de la formation de ces
interactions particulierement sur I’atome d’ oxygene et sur le carbone a de la double liaison

du ligand comme représenté sur la figure 05.



Lamolécule E présente une conformation dans le complexe qui défavorise I'intensité

des interactions hydrophobiques constatées dans |e cas du ligand C (voir figure 06).

Figur e05 : Représentation des interactions hydrophobiques trouvées lors de

I”interaction de la molécule C et I’ AChE.

Atomeduligand | Atomedelacible Distance A° Type d'interaction
H C Phe331 1,844 Hydrophobique
H C Phe331 2,1584 Hydrophobique
H C Phe330 2,1334 Hydrophobique
C C Phe330 2,4346 Hydrophobique
C C Phe330 2,4578 Hydrophobique
O C Phe330 2,3931 Hydrophobique
O C Phe330 2,1583 Hydrophobique

Tableau 01 : Représentation des interactions hydrophobiques trouvées avec la molécule C et
I’ AChE.



Figur €06 : Représentation des interactions hydrophobiques trouvées lors de

I’interaction de la molécule E et I' AChE.

Atome du ligand Atomedelacible Distance A° Type d'interaction
H C Phe290 1,999 Hydrophobique
C O Phe331 2,404 Hydrophobique
C C Phe331 2,498 Hydrophobique
@) 2,205 Electrostatique

Tableau 02 : Représentation des interactions hydrophobiques trouvées avec la
molécule E et I’ AChE

Les techniques que nous possédons actuellement ne nous permettent pas de confirmer la

nature et le role des interactions de type w — w entre la Trp84 et le ligand C. Ceci fait |’ objet

de la perspective de ce travail.

Concernant I’interaction de la molécule A avec |I’enzyme, il n’a été observé aucune
liaison hydrogene. Seules les interactions de type hydrophobiques ont été observées. Ce qui
est remarquable, est que ce ligand adopte la méme orientation que celle du ligand E ou le
cycle B de la Chalcone se dirige vers la triade catal ytique en formant qu’ une seule interaction

hydrophobique avec I’ oxygéne de I'His440 (O=C-His440) (voir figure 07).




La stabilité du complexe formé a partir de la Chalcone simple A est I’AChE est
gouvernée uniquement par des interactions hydrophobiques avec les acides aminés :
et His440 comme représentées sur |e tableau suivant :

Atome du ligand Atomedelacible Distance A° Type d'interaction
C 2,377907 Hydrophobique
C=0 His440 2,259974 Hydrophobique

C C Trp84 2,463979 Hydrophobique
C C Trp84 2,435032 Hydrophobique
C C Trp84 2,426394 Hydrophobique
C C Trp84 2,291371 Hydrophobique
C C Trp84 2,123272 Hydrophobique
C C Trp84 1,970558 Hydrophobique
C 2,050239 Hydrophobique
C 2,365304 Hydrophobique
C 2,105773 Hydrophobique
C 2,301713 Hydrophobique

Tableau récapitul atif des différentes interactions générées par le code Arguslab dans le cas
de lamolécule A.



Figure 07 : Représentation des interactions hydrophobiques trouvées lors de

I”interaction de lamolécule A avec I’enzyme.

Trois liaisons hydrogéne sont observées dans le cas de la molécule D (figure 08), qui adopte
laméme orientation spatiale que lamolécule C. il s agit des liaisons detype:

C=0------- H, N-Trp84 oud = 2,651 A°
N-O-------- HO-Tyr130 oud =2,059 A°

N-O ------- H, N-Gly117 ot d = 2,556 A°

Figure 08 : Représentation des liai sons hydrogene formées par la molécule D.



Des interactions hydrophobiques ont éé observées lors de I’ interaction de la molécule D avec
le site actif de I’enzyme. Une interaction entre un oxygéne du groupement nitro de D et un
carbone de I’ acide aminé Tyr 130 a une distance de 2,261A°, et deux autre entre deux atome
d hydrogene du cycle B delamolécule est I’ acide aminé Phe330 (voire figure 09).

Figure 09 : Représentation des interactions hydrophobiques trouvées lors de

I”interaction de la molécule D avec |I'enzyme.

Il a été bien montré que le ligand C représente le meilleur inhibiteur parmi les cing
molécules, cependant |’ activité biologique ne représente g une seule éape parmi plusieurs
autres afin d élucider cette activité biologique. C'est dans le paragraphe suivant que nous

allons entamer les propriétés pharmacocinétiques des cing mol écul es.

4- Prédiction des propriétés pharmacocinétiques :




Méme si |’ optimisation de I’ activité biologique d’'un ligand avec une cible protéique
est importante pour la confection de nouveaux traitements, elle demeure cependant qu’ une
€tape parmi plusieurs autres, comme I’ADME-Tox, QSAR, SAS etc..... Cette démarche est
basée essentiellement sur les cing régles de Lipinski [4]. Ces critéres sont admis comme

conditions général es pour une bonne biodisponibilité.
CritéresdeLipinski :

- Masse moléculaire (MM) inférieur a500 g/ mol.

- Nombre de donneurs de ponts H (ND) inférieur a5.

- Nombre d’ accepteurs de ponts H (NA) inférieur a 10.

- Surface polaire accessible (PSA) inférieur 2140 A%,

- Lipophilie (LogP) inférieure a5 (avec un optimum entre 0 et 3).

Ces indices ont été calculés dans le cadre du code ‘Molinspiration’ [5] et leurs valeurs sont
représentés sur le tableau qui suit. La surface polaire accessible et le coefficient de partition
logP ont été déterminés a partir des contributions de fragments[6].

Composé MM LogP PSA NA ND
< 500 <5 <140A%* | <10 <5
A 208,26 3,811 17,071 1 0
B 268,312 3,925 35,539 3 0
C 252,313 4316 26,305 2 0
D 253,257 3,77 30,56 4 0
E 238,286 3,868 26,305 2 0

Nous constatons que les limites de Lipinski sont respectées avec absence de donneurs.

Les propriétés d’ absorption sont attendues pour nos composes méme si la gamme de valeurs

optimales (entre 0,0 et 3,0) est dépassée.

Le composé C représente le meilleur inhibiteur avec un coefficient de partage det,316. Des
travaux sont en cours pour confirmer la corrélation entre I’ activité biologique et la valeur de
LogP.



BIBLIOGRAPHGIE

[1] Kumar, S. K.; Hager, E.. Pettit, C.; Gurulingappa, H.; Davidson N. E.; Khan, S. R.J.
Med.Chem. 2003, 46, 2813.



[2] A. K. RAPPE, C. J. CASEWIT, K. S. COLWELL, W.A. GODDARD Il et W. M. SKIFF,
Journal of the American Chemical Society , 114, 100024-10035 (1992): "UFF, afull Periodic
Table Force Field for Molecular Mechanics and Molecular Dynamics Simulations”.

[3] Dewar, M. J. S, Zoebisch, E. G., Healy, E. F. and Stewart J. J. P., Journal of the American
Chemical Society, 107, 3902, (1985)

[4] http://fr.wikipedia.org/wiki/LogP

[5] http://www.molinspiration.com/

[6] Dey, F.; Caflisch, A. Fragment-Based de Novo Ligand Design by Multiobjective

Evolutionary Optimization


http://fr.wikipedia.org/wiki/LogP
http://www.molinspiration.com/

- odlal)

Interaction protéine-ligand 4lasll LS jall Gaxe (5 50 B8 (o 33 g sall Ll A )2 )
Al 3o (Ao 3,08 Ll 558 sia el o 330 2a 58 AV asall e Lasll 5 4 ylaill el Glase 8 saas BT yiny
Jlaall laa & Lpaal @ild Gla slas 322 Ve el (e g 5ill laa

Ol Gl ¢ S it W 3] (B s sall CBle Ll ca Bl d i)y e a Wt Wl ja )
Licd Jaadl laa (38a5 S1 5 Chalcones <l sSILAl Alile (e LS jall (axy sAcétylcholinestérase

il Gall el S ARGUSLAB idlas sl geali sl Jlanialy

le iU baie HIEY) S sl 5o (e Lina s Lggle Joaniall Culaiaal) Caliad 5 jal) Z8U 45 jlie 5 sy
By A8l 53 ddea (5585 (e S B 5 (o SLE S e J g8 S )all laa  meilleur inhibiteur
lede Jeantiadll QL g (e A8 o) Jiad 5 A san 5-12.2722 Kcal / mol s sl

. Phe3305Trp84, owiwV! Guaeall (o s gpad JS0 Jelali GlS jall oo Calisa O 38 WS

blgy selusdy i danh 50 8 (el el DA e dh mldl 5 Leale Juanitiall dp Hll C)leLal)

JInteractions hydrophobiques et liaisons hydrogéne 4 5 )ua

- Glalhaall

ol A8Uall ¢ ) il cpd oS JiiwW) el gSLAL ¢ oy 5391 Jadia cprotéine-ligand <3le i pa Hl zals 5
Jelall



Résumé :

L’ étude des interactions protéine — ligand et le Docking moléculaire repr ésentent
des techniques per formantes dans la modélisation de I'activité biologique. Le Docking
moléculaire «in silico » vise a prédire la structure d’un complexe a partir de molécules

isol ées.

Dans ce contexte, Arguslab a été utilise afin d’évaluer I’activité biologique
(inhibition) de I'acétylcholinestérase (AChE), cible potentielle dans le traitement de la
maladie d'Alzheimer, par cing molécules Chalcone. L’évaluation de |'énergie
d’'interaction de ces molécules, a permis de dégager I'effet inhibiteur de la
4,4'methylméthoxychalcone. La valeur de son énergie d’interaction est de -12,2722 K cal
/ mol. Nous avons montr € que ces molécules interagissent au niveau du site anionique de
I’AChE. Les interactions qui gouvernent la stabilité des différents complexes sont de
type hydrophobiques et liaisons hydrogénes. Ces interactions sont prononcées avec la
Trp84 et la Phe330.

Labiodisponibilité de ces molécules Chalcone a éé vérifiée tout en calculant leurs

propriétés pharmacocinétiques a partir desréglesde Lipinski.

Motsclés:

Interaction protéine-ligand; Docking moléculaire; Energie d’interaction ;
Activité biologique; Acétylcholinestérase; Chalcone, Site anionique; Interaction

hydrophobique ; Liaison hydrogene ; Biodisponibilité.



Abstract :

Protein-ligand interactions and Molecular Docking represent powerful technics
in the modelisation of the biological activity. The aim of molecular Docking «in silico »
isto predict thecomplexe structur based on own isolated molecules.

In this context, Arguslab was used in order to evaluat the biological activity
(inhibition) of acetylcholinesterase (AChE), wich represent a potential target in the
treatment of Alzheimer Disease (AD), by five Chalcon molecules. The evaluation of
interaction’s energies of these five molecules, showed that 4,4'methylméthoxychalcone
exhibited the best inhibition effect with an energy of -12,2722 Kcal / mol. It is showen
alsow that all these moleculesinteract in the anionique site of AChE activ site.

All complexes wer e gouverned by hydrophobic interactions and hydrogen bonds. The
main interactions wer observed with Trp84 and Phe330.

The biodisponibility of these molecules were checked by calculating their
phar macokinetic propertiesby Lipinski’srules.

Key words:

Protein-ligand interactions ; Molecular docking ; energy of interaction ; biological
activity ; Acetylcholinesterase ; Chalcone; Anionic site; Hydrophaobic interactions;
hydrogen bonds ; biodisponibility.



