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Theme : Découverte de nouveaux inhibiteurs de la maladie d’ Alzheimer : criblage

virtuel, docking moléculaire et filtrage ADME-Tox

Résumé

La maladie d’Alzheimer est une pathologie neurodégénérative progressive caractérisée
par une perte de mémoire et déficits cognitifs liés a 1’age. C’est la sixiéme cause de déces et
occupe aujourd’hui une place de plus en plus grandissante au sein de notre société. Malgré les
avanceées scientifiques, les alternatives de traitement disponibles a ce jour restent restreintes et
principalement symptomatiques. Ce travail s’inscrit dans le contexte de la recherche de
nouveaux inhibiteurs de I’AChE, cible thérapeutique bien établie dans le traitement de la
maladie d’Alzheimer. Dans ce cadre, nous avons utilisé des méthodes de docking moléculaire
avec le logiciel Surflex-dock. Nous avons testé le docking d’un ensemble de 215 similaires,
choisies au sein de la chimiothéque Pubchem, sur le site actif de I’ACHE. A I’issue de ce
docking, trois composés : CID_100951166, CID_102004882 et CID_102004770 ont montré
les meilleures affinités, avec des scores respectives de 8,07 M?, 852 M1 et 8.53 M. Ces
résultats indiquent qu’ils pourraient constituer de nouveaux inhibiteurs potentiecllement plus

sélectifs et affins envers I’AChE.

Enfin, un profil pharmacophorique prometteur et des caractéristigues ADME-Tox
appréciables ont été identifiés, suggérant favorablement que ces composés pourraient agir en

tant que nouveaux inhibiteurs potentiellement plus efficaces vis-a-vis de I’AChE.

Cette étude démontre I’utilité du docking moléculaire comme outil de criblage virtuel
dans la découverte de nouvelles approches thérapeutiques pour lutter contre la maladie

d’Alzheimer, ouvrant la voie a des validations expérimentales ultérieures.

Mots clés : Alzheimer, AChE, Surflex-dock, Docking moléculaire, ADME-Tox.



Title: Discovery of new inhibitors for Alzheimer’s disease: virtual screening,

molecular docking, and ADME-Tox filtering
Abstract

Alzheimer's disease is a progressive neurodegenerative disorder characterized by memory
loss and age-related cognitive deficits. It is the sixth leading cause of death and has an increasing
impact on our society. Despite scientific advancements, the currently available treatment
options remain limited and are mainly symptomatic. This work focuses on the search for new
AChE inhibitors, a well-established therapeutic target in the treatment of Alzheimer's disease.
In this context, we employed molecular docking methods using Surflex-dock software. We
tested the docking of a set of 215 similar compounds, selected from the Pubchem library, on
the active site of AChE. As a result, three compounds CID_100951166, CID_ 102004882, and
CID_102004770 showed the best affinities, with respective scores of 8.07 M, 8.52 M, and
8.53 M. These findings indicate that these compounds may serve as potentially more selective
and high-affinity inhibitors for AChE.

Additionally, a promising pharmacophore profile and favorable ADME-Tox
characteristics were identified, suggesting that these compounds could act as potentially more

effective inhibitors against AChE.

This study highlights the utility of molecular docking as a virtual screening tool in the
discovery of new therapeutic approaches for combating Alzheimer's disease, paving the way

for further experimental validation.

Keywords: Alzheimer's disease, AChE, Surflex-dock, Molecular Docking, ADME-Tox.
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INTRODUCTION

La mise au point d’un nouveau médicament est un processus long et cotliteux, nécessitant
en moyenne 12 a 14 ans de recherche, pour un codt estimé entre 800 millions et 1 milliard de
dollars [01]. En effet, les chercheurs ainsi que les entreprises du secteur pharmaceutique
s'efforcent de diminuer tant la durée que les dépenses liées a I'élaboration des médicaments.
Cela conduit au développement de nouvelles méthodes pour surmonter ces obstacles,
notamment la simulation informatique. Les méthodes de modélisation moléculaire, telles que
le criblage par docking moléculaire, est un outil exemplaire. Il s’agit d’une approche, faisant
partie de la modélisation moléculaire, permettant la simulation des interactions protéine-ligand
le plus souvent. Le docking moléculaire est devenu de plus en plus utile lors des premiéres
phases de découvrir de nouveaux médicaments en raison de I'immense croissance des structures
3D de rayons X et de RMN et de leurs résolutions améliorées rapportées dans la banque de

données des protéines [02, 03].

En outre, le criblage virtuel est un mécanisme extrémement utile dans I'élaboration de
nouveaux médicaments. Cette méthode offre la possibilité de modéliser les interactions entre
des composés chimiques et des cibles biologiques, sans avoir a procéder directement a des tests
en laboratoire. De plus, elle permet de gagner du temps et de réduire les frais de recherche,
d'améliorer la sélection des molécules ayant un potentiel, d'aider a diminuer le recours aux
animaux pour les tests précliniques et d'encourager une meilleure compréhension des

mécanismes d'action des médicaments [02, 03].

La maladie d’ Alzheimer (MA) est devenue un probléme majeur de santé publique. C’est
une pathologie neurodégénérative progressive qui affecte principalement la mémoire, le
langage, le raisonnement et le comportement. Elle touche majoritairement les personnes agées
et constitue la forme la plus courante de démence. Elle est causée par I'accumulation anormale
de proteines (béta-amyloide et tau) dans le cerveau, entrainant la mort progressive des cellules
nerveuses. A ce jour, il n’existe pas de traitement curatif, mais des thérapies peuvent aider a
ralentir I’évolution des symptdmes. La prise en charge repose sur un accompagnement médical,

psychologique et social. Cette pathologie augmente avec 1’avancée dans 1’age [04, 05].

De nombreuses recherches ont démontré que la maladie d’Alzheimer affecte
principalement les voies cholinergiques, entrainant une réduction significative des taux de
neurotransmetteurs dans le cerveau. Le déficit en acétylcholine peut atteindre jusqu’a 90 % aux

stades avancés de la maladie, touchant des régions clés telles que le néocortex, I’hippocampe,
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le noyau basal de Meynert, le striatum et le thalamus. Pour pallier ce manque, les médecins ont
recours aux inhibiteurs de I’acétylcholinestérase, des substances qui empéchent la dégradation
de I’acétylcholine dans la fente synaptique. Bien que ces traitements aient montré une certaine
efficacité dans Dl’atténuation des symptomes de la maladie, aucun d’entre eux ne permet

actuellement de la guérir ni d’en stopper la progression [06, 07].

La mise au point d’un traitement curatif constitue donc un enjeu majeur. Certains
médicaments existent déja pour en ralentir 1I’évolution, mais leur efficacité reste encore limitée.
De plus, ces inhibiteurs sont associés a un certain nombre d’effets indésirables tels que 1’hépato
toxicité et les troubles gastro-intestinaux [08]. Par conséquent, la conception d’un traitement

efficace contre la maladie d’ Alzheimer demeure un défi toujours d’actualité.

Dans le cadre de ce travail, nous avons utilisé le logiciel Surflex-dock pour mener une
¢tude de criblage virtuel visant a explorer les mécanismes d’inhibition de 1’acétylcholinestérase
(AChE), dans I’objectif de contribuer au développement de nouveaux inhibiteurs de cette

enzyme.
Le manuscrit de ce travail a été structuré en deux grandes parties :

e Une partie théorique composée de trois chapitres. Le premier chapitre présente des
généralités sur la maladie d’Alzheimer. Le deuxiéme chapitre de ce manuscrit met
I’accent sur ’enzyme cible, acétylcholinestérase ainsi que ses inhibiteurs. Le troisiéme
chapitre est consacré au criblage virtuel, qui constitue un outil de plus en plus privilégié
pour l'identification in silico de nouveaux inhibiteurs de cibles d'intérét thérapeutique.

e Une partie expérimentale commenceée par le chapitre intitulé matériel et méthodes. Le
cinquiéme chapitre est consacré a ’analyse et ’interprétation des résultats obtenus.

Enfin, ce travail est terminé par une conclusion et perspectives.
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CHAPITRE | : GENERALITE SUR LA MALADIE D’ALZHEIMER

l. Introduction

A la fin du XIX¢éme siecle, I’état de démence du sujet agé était considéré par la grande
majorité des psychiatres comme habituel et 1i¢ a I’usure normale du temps. Ce sont les travaux
de I’école de Munich, autour de Kraepelin, un des deux psychiatres allemands a croire a 1’intérét
de 1’étude histologique du cerveau dans les maladies mentales, qui ont conduit a mieux
comprendre ces maladies. Plusieurs médecins rejoignent alors le groupe de Munich dont Alois

Alzheimer qui s’était initié¢ a 1’étude microscopique du cerveau aux c6tés de Franz Nissl [09].

Il fallait attendre le dernier tiers du XXeme siecle pour voir les connaissances sur cette
maladie évoluer sensiblement. La description de la maladie d’Alzheimer (MA) est un peu
différente de sa description initiale. Elle est caractérisée par une démence dégénérative
contrairement aux autres causes de démences, vasculaires, toxiques ou carentielles. Elle ne peut
plus étre considérée comme une maladie du sujet jeune car de multiples études ont montré de
nombreux tableaux cliniques de démence chez le sujet agé s’accompagnaient des deux types de
1ésions cérébrales (plaques séniles et dégénérescence neurofibrillaire). En fait, c’est surtout une
maladie des personnes agées qui peut aussi, mais plus rarement survenir a un age plus jeune
[09].

Les données épidémiologiques de la derniére décennie, ont mis en évidence une fort
augmentation de I'incidence de la MA [10]. Selon les prévisions de I’organisation mondiale de
la santé (OMS), le nombre de malades devrait presque doubler tous les 20 ans pour atteindre
65,7 millions d’ici 2030 et 115,4 millions d’ici 2050 rivalisant avec la prévalence actuelle de
I’obésité et du diabete avec des proportions plus élevées dans les pays développés que dans les
pays non développés [11]. Au niveau national, les chiffres ne cessent d'augmenter. D'apres une
étude menée au niveau du centre hospitalo-universitaire (CHU) Franz fanon de Blida, la
prévalence de la maladie d’Alzheimer chez les patients 4gés de 65 ans et plus est estimée a
200000 cas en 2017 [12]. En revanche, on compte prés de 100 000 cas de patients atteints de la
MA, en 2004, pour la méme tranche d'age [13].
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Définition de la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) représente la plus commune des démences séniles, c’est
une maladie progressive, chronique, neurodégenérative et irréversible. Elle se caractérise par
une détérioration progressive de la mémoire et des facultés cognitives conduisant a des
répercussions sur les activités de la vie quotidienne et des troubles comportementaux [14]. Cette
affection survient tardivement dans la vie, a I'exception de rares cas d'apparition précoce dus a

la présence de mutations génétiques familiales [05].

La MA tient son nom du médecin Alois Alzheimer qui en a fait la découverte en 1907.
Alois Alzheimer décrit pour la premiere fois les marqueurs principaux de la maladie que sont
une atrophie cérébrale associée a la présence de plaques amyloides (PA) dans les couches
corticales supérieures et la présence d’enchevétrements neurofibrillaires (ENF). De nos jours,
ces marqueurs servent toujours de base au diagnostic de la MA mais sont complétés par de
nouveaux marqueurs tels que la présence de la protéine amyloide B1-42, espece majoritaire des
PA, de la protéine Tau phosphorylée (p-Tau) composante des ENF ainsi que la neuro-

inflammation, la perte synaptique et la perte neuronale (ou neuro dégénérescence) [15].
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Figure I.1. Mécanisme de la maladie d’ Alzheimer [16].
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La maladie d’Alzheimer a un lien étroit avec les neurotransmetteurs tels que
I'acétylcholine et la carence de ce neurotransmetteur provoque la MA [04]. Deux types
d'enzymes sont responsables de la cause de développement de la MA, 1’acétylcholinestérase et
la butyryl-cholinestérase hydrolysant I'acétylcholine. L'acétylcholinestérase est présentée dans
les muscles, le cerveau et les neurones cholinergiques tandis que la butyryl-cholinestérase est

présentée dans l'intestin, les poumons, le foie, les reins et le sérum [04].

Les symptomes de la maladie d’Alzheimer

Des chercheurs ont découvert plusieurs symptomes de la maladie d’Alzheimer, parmi

lesquels [17, 18] :

e Altération de lamémoire a court terme (événements, des heures ou des jours précédents,
etc.) ;

e Difficulté a exécuter les taches familieres (fermer les portes a clé, prendre des
médicaments... etc.) ;

e Nouveaux problémes d’expression orale ou écrite (trouver les mots, discours moins
compréhensible... etc.) ;

e Difficulté a suivre une conversation, un cheminement de penseée ;

e Perte graduelle du sens de I’orientation dans 1’espace et dans le temps ;

e Troubles des gestes ou apraxie (a écrire, a utiliser des objets courants... Etc.) ;

o Difficulté a saisir les notions abstraites et a suivre un raisonnement ;

e Difficulté a reconnaitre les objets, les visages des proches ;

e Atteinte progressive de la mémoire a long terme (perte des souvenirs d’enfance et de
I’age adulte) ;

e Changements d’humeur ou de comportement et de personnalité.

Les phases de la maladie d’Alzheimer
Il existe une grande variabilité interindividuelle concernant la progression des troubles
liés a la MA. Certaines personnes declinent plus rapidement que d’autres, ou inversement,
certains facteurs favorisent le ralentissement des déclins. Il est néanmoins possible de dégager
un profil général de I’évolution de la maladie d’Alzheimer que 1’on peut découper en quatre

stades en fonction du MMSE [18].
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MMSE (mini mental state examinassions) ou test de folstein est un test d'évaluation des
fonctions cognitives et de la capacité mnésique d'une personne. Ce test est employé a visée
d'orientation diagnostique devant une suspicion de démence. Il est notamment employé dans le

cadre d'un dépistage de la démence de type Alzheimer [19].

IV.1 Le stade préclinique (phase asymptomatique)

Cette phase peut s’étendre de 15 a 25 ans durant lesquels les Iésions cérébrales
apparaissent silencieusement. Progressivement, quelques symptémes plus ou moins décelables
émergent comme des oublis plus fréquents, egarement des objets, le manque du mot, les

difficultés de pensées abstraites, I’humeur changeante, le manque d’intérét [18, 20].

IV.2 Le stade léger

Cette phase peut varier de 2 a 4 ans (MMSE > 20). Lorsque les Iésions cérébrales ont
atteint le seuil symptomatique, les manifestations cliniques de la démence apparaissent,
traduisant I’insuffisance des mécanismes compensatoires. Ainsi, les troubles de la mémoire a
court terme et de la mémoire épisodique revétent une plus grande importance. La personne
exprime des difficultés a retenir des informations nouvelles, a suivre des conversations, a faire
de nouveaux apprentissages. Les troubles de 1’attention et de la concentration, les troubles de
I’orientation et le manque du mot s’aggravent. Des manifestations comportementales
apparaissent également : I’anxiété, le stress, la dépression, le désintérét, qui résultent

notamment de la prise de conscience des déclins [18, 20].

IV.3 Le stade modéré

A ce stade (MMSE compris entre 10 et 20, peut durer de 2 a 6 ans), les déclins cognitifs
ont un retentissement sur 1’autonomie de la personne. L’ensemble des symptomes décris au
stade 1éger s’aggrave. Les pertes de la mémoire s’accentuent, la mémoire des faits récents est
tres altérée et la mémoire des faits anciens commence également a étre perturbée. Les troubles
de I’orientation temporelle et spatiale s’aggravent. Les changements de la personnalité et du

comportement sont marqués [18, 20].

IV.4 Le stade sévere

Le stade severe (MMSE < 10, peut durer de 2 a 4 ans) est marqué par une détérioration
grave de tous les symptomes décrits précédemment. La mémoire des faits anciens jusqu’alors
relativement préservée est altérée. La personne ne reconnait plus ses proches ni les soignants,
elle ne répond plus aux stimulations extérieures. La communication est quasi nulle. La

dépendance est totale [18, 20].
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Facteurs de risques conduisant a la maladie d’Alzheimer

Une multitude de facteurs ont été ¢étudiés pour tenter d’expliquer I’apparition de la

maladie d’Alzheimer :

V.1 L’age

C’est le facteur de risque non modifiable le plus important. Le nombre de nouveaux cas
de malades Alzheimer augmente de facon exponentielle avec I’avancée dans 1’age apres 65 ans.
Une étude ameéricaine portant chez les personnes trés agées a récemment montré que le taux
d’incidence de la démence augmente de 12,7% par an chez les personnes agées entre 90 et 94
ans, de 21,2% par an chez les personnes agées entre 95 et 99 ans, pour atteindre 40,7% par an

chez les ageés de plus de 100 ans [18].

V.2  Les antécédents familiaux et la génétique

Un faible pourcentage (5 a 7 %) des personnes atteintes de la maladie d’ Alzheimer ont la
forme familiale de cette maladie (FFMA) « forme précoce de la maladie d’Alzheimer ». A un
moment donné de I’histoire familiale, certains génes ont subi une mutation et ont développé les
caractéristiques anormales qui causent la FFMA. Ces genes héréditaires ont une grande
influence : si I’'un des parents a la FFMA, chacun des enfants aura une probabilité de 50%
d’hériter de la maladie. Si les deux parents ont la FFMA, tous leurs enfants développeront la

maladie d’Alzheimer a 1’age adulte [05].

V.3 Le sexe

Deux fois plus de femmes que d’hommes ont la MA. Certains pensent que ceci est
attribuable en grande partie aux changements hormonaux qui surviennent a la ménopause,
particulierement la diminution de I’cestrogéne, une hormone importante. Auparavant, on
prescrivait souvent de 1’cestrogene pour soulager les symptomes de la ménopause et réduire le

risque de développer la ma [05].

V.4  Des facteurs de risque vasculaires

La santé cardiovasculaire joue un r6le important dans la santé cérébrale. Les maladies
cardiaques, I’hypertension artérielle et I’hypercholestérolémie pourraient accroitre le risque de
développer la maladie d’Alzheimer. Ceci s’explique par les dommages des vaisseaux sanguins

du cerveau réduisant ainsi le débit sanguin [18].
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V.5 Lesyndrome de down

Les personnes atteintes par ce syndrome seraient plus a risque de développer la maladie
d’Alzheimer. En effet, ’anomalie génétique responsable de ce syndrome causerait aussi

I’accumulation des plaques amyloides dans le cerveau conduisant ainsi a la ma [21].

V.6  Lediabéte

Le diabéte type 2 serait aussi un facteur de risque de la ma. Ceci serait lié aux dommages
cellulaires au niveau du cerveau causes par le niveau de sucre élevé dans le sang. Au cours du
diabete type 2 il existe une insulino-résistance. En d’autres termes, 1’insuline sécrétée par
I’organisme n’est plus efficace et ne peut plus faire convertir le glucose en énergie dans les

cellules afin de baisser la glycémie [21].

V.7 Les lésions a la téte

Les lésions a la téte, notamment les commotions a répétition, sont considérées par la
plupart des cliniciens comme des facteurs de risque de développement ultérieur de la maladie
d’Alzheimer [05].

VI. Facteurs protecteurs

A coté des facteurs de risque, des facteurs susceptibles de protéger ou retarder ’apparition
des symptdmes de la maladie d’ Alzheimer ont été identifiés [21-23]. Les scientifiques pensent
que le régime alimentaire équilibré et riche en vitamines et en oligoéléments, la pratique d’une
activité physique régulicre, I’engagement social de la personne dans son milieu, les activités

mentales stimulantes pourraient aider a réduire le risque de la démence d’ Alzheimer [23].

VII. Physiopathologie de 1a maladie d’ Alzheimer
La maladie d’ Alzheimer résulte d’une lente dégénérescence des neurones ; elle débute au
niveau de I’hippocampe (structure cérébrale essentielle pour la mémoire) puis s’étend au reste

du cerveau.

Le cerveau présente deux types de Iésions provoquant une accumulation de protéines qui

deviennent toxiques [25] :

e Des dépots amyloides (ou plaques séniles) : dépdts de peptide béta amyloide sous forme

de plaques.
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e Une dégénerescence neuro fibrillaire : accumulation intra neuronale de fibrilles formées

d’une protéine taux anormalement phosphorylée.

VIII. Diagnostic de la maladie d’Alzheimer

Méme si I’on ne sait pas guérir la maladie d’Alzheimer, on peut ralentir sa progression.
I1 est donc essentiel de pouvoir poser rapidement un diagnostic afin de mettre en ceuvre la prise
en charge de la maladie. Le diagnostic de la maladie d’Alzheimer nécessité un bilan complet
des capacités cognitives de la personne. Il n’existe donc pas de test rapide. Généralement, le
diagnostic de la MA est comparable au diagnostic des autres démences.

« Examen formel de I'état mental ;

« Anamneése et examen clinique ;

« Examens complémentaires ;

* Neuro-imagerie.

Cependant, malgré des caractéristiques cliniques et spécifiques d'imagerie et de
laboratoire, le diagnostic définitif de la maladie d’Alzheimer ne peut étre confirmé que par
I'évaluation histologique du tissu cérébral [26].

Des recommandations sur le diagnostic de la démence, dont la maladie d’ Alzheimer, sont
disponibles aupres du « national institute for heath and care excellence ». Le bilan comprend
une anamnese et un examen neurologique standard. Les criteres cliniques permettent de poser
le diagnostic avec une précision de 85% et permettent de différencier la maladie d’Alzheimer
d'autres variétés de démence, telles que la démence vasculaire et la démence avec corps de
Loewy [26].

Les criteres diagnostiques traditionnels de la ma comprennent tous les éléments suivants:

e Une démence cliniquement établie et documentée par une évaluation cognitive
codifiée ;

e Un déficit de > 2 aires cognitives ;

e Un début progressif (c'est-a-dire, sur des mois a des années plutdt que sur des jours a
des semaines) et une aggravation progressive des fonctions mémorielles et autres
fonctions cognitives ;

e Une absence de trouble de la vigilance ;

e Une apparition aprés I'age de 40 ans, le plus souvent apres 65 ans ;

e Une absence d'anomalie générale ou cérebrale (tumeur, accident vasculaire cerébral)

susceptible de rendre compte du déclin progressif de la mémoire et de la cognition.

10
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Des examens biologiques (hormone stimulant la thyroide, taux de vitamine b12) et une
neuro-imagerie (IRM) sont effectués pour rechercher d'autres causes traitables de démence et
de troubles qui peuvent aggraver les symptomes. Si les signes cliniques suggerent un autre

trouble sous-jacent (VIH, syphilis), des tests pour ces troubles sont indiqués [27].
IX. Traitement de la maladie d’Alzheimer

A I’heure actuelle, il n’existe aucun traitement capable de guérir la maladie d’ Alzheimer
ou de ralentir son évolution dans le cerveau. Cependant, certains médicaments spécialisés ont
été développés pour ralentir sa progression, atténuer les symptémes de la maladie et ainsi

améliorer la qualité de vie des patients.

IX.1 Prise en charge médicamenteuse

o Améliorent modestement les fonctions cognitives et la mémoire chez certains patients.
Quatre médicaments sont disponibles. Il est admis que le donepézil (aricepmc), la
rivastigmine (exelonmc) et la galanthamine (reminylmc) ont une efficacité comparable,
mais la tacrine est rarement utilisée du fait de son hépato toxicité [21]. Ces médicaments
inhibent la dégradation de 1’acétylcholine et s’opposent au déficit cholinergique associé
a la détérioration cognitive [05].

. Un antagoniste des récepteurs du n-méthyl-d-aspartate (NMDA) qui est la mémantine,
semble améliorer la capacité cognitive et fonctionnelle du patient qui présente une
maladie d’ Alzheimer modérée a sévere, peut étre utilisée en association avec un inhibiteur
du cholinestérase [28].

o L'aducanumab est un anticorps monoclonal IGG1 humain anti-amyloide spécifique des
oligoméres béta-amyloides impliqués dans la physiopathologie de la maladie
d’Alzheimer [28].

11
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Tableau | .1. Représenté récapitulatif des médicaments de la MA [29].

DCI/ Présentations et Posologies A retenir
Spécialités dosages usuelles
ANTICHOLINESTERASIQUES
Cp5mg *Administration le soir, au coucher
Donepezil Cp 10 mg 5mg/j pendant 1 pour limiter I’incidence des
Aricept® Cp orodisperible 5 mois  puis, s vertiges.
mg besoin, 10 mg/ *Forme orodispersible adaptée aux
Cp orodispersible personnes présentant des troubles
10 mg de la  déglutition ou du
comportement compliquant la prise
du traitement.
*La forme LP peut étre prescrite en
Cp4mg premiere intention
Cp8mg *Switch direct entre les deux
Cp 12 mg 8 mg/j pendant 4 | formes derniére  prise du
Galantamine | Gélule LP 8 mg semaines puis 16 | comprimé le soir, et premiere prise
Reminyl® | GéluleLP 16 mg |mg/j ou, si | degélule le lendemain matin.
Gélule LP 24 mg | besoin, 24 mg/j | *Prise avec de la nourriture au petit
Soluté buvable 4 déjeuner et si besoin au diner
mg/ml *Ne pas écraser, ne pas macher la
gélule
*Assurer un apport liquidien
adéquat pendant le traitement
*Conservation du soluté : 3 mois
apres ouverture du flacon. Se
mélange a une boisson.
*Administration des formes orales
Gélule 1,5 mg, 3 | Progression par | pendant les repas
Rivastigmine | mg, 45mg, 6 mg | paliers de 2 | *Avaler la gélule entiere
Exélon® semaines 1,5

12
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Soluté  buvable
mg/ml
Dispositifs

transdermiques
4,6 mg/24 h et 9,5
mg/24h

mg 2/j, puis 3
mg 2/ puis 4,5
mg 2/j pour
atteindre 6 mg
2/j  (gélule et
soluté) ; ou par
paliers de 4
semaines 4,6
mg/24h pui 9,5
mg/24h (patchs

*Soluté buvable et gélule sont
interchangeables directement a la
dose identique
*Conservation de soluté : 1 mois
apres ouverture du flacon. Ne pas le
placer au réfrigérateur. Peut-étre
avalé directement a partir de la
seringue

*Appliquer le patch sur la peau
seche, propre et saine, sans pilosité
(haut ou bas du dos, haut du bras ou
de la poitrine), a un endroit ou il ne
risque pas d’étre décollé par un
vétement serré. Ne pas découper le
patch et le changer tous les jours.
Bien enlever I’ancien.
*Interruption du traitement pendant
quelques jours : reprendre au début

de I’escalade posologique.

ANTAGONISTE NM

DA

Mémantine
Ebixa®

Cp 10 mg
Cp 20 mg

Soluté buvable 5
mg/pression (soit
0,5ml)

Progression par
paliers
hebdomadaires
de 5 mg, jusqu’a

0 mg/j

10 mg/j i
insuffisance
rénale sévere

1prise par jour

*Prise a laméme heure chaque jour,
indépendamment des repas
*Insuffisance rénale modérée
posologie de 10 mg/j puis, si
tolérance satisfaisante apres 1
semaine, 20 mg/j

Insuffisance  rénale  sévére
posologie de 10 mg/j

*Le taux d’¢élimination de Ila
mémantine peut étre réduit d’un
facteur 7 2 9 en cas de modifications

radicales du régime alimentaire

13
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*Veiller a amorcer correctement la
pompe doseuse pour obtenir une
quantité exacte de meédicament
*Conservation du soluté : 3 mois
apres ouverture du flacon. A

recueillir dans un verre d’eau.

IX.2 Prise en charge non médicamenteuse

Il'y a aussi la prise en charge par les traitements non médicamenteux. Donc on a plusieurs
interventions non pharmacologiques sont envisageables. Elles sont, tant en ambulatoire qu’en
institution, un élément important de la prise en charge thérapeutique. Cependant, du fait de

difficultés méthodologiques, aucune de ces interventions n’a apporté la preuve de son efficacité

[30].

o Interventions portant sur la qualité de vie : est conditionnée par un confort physique
et psychique, ainsi qu’un environnement adapté [30].

o Prise en charge psychologique et psychiatrique : 1’objectif est de leur permettre de
faire face aux souffrances psychoaffectives, modifications des rapports affectifs,
difficultés de communication, gestion des troubles du comportement, €puisement
familial, décision difficile de placement,...etc [30].

o Prise en charge orthophonique : est recommandée, particulierement dans les maladies
avec atteinte du langage au premier plan (démence sémantique, aphasie primaire
progressive). La prise en charge orthophonique concerne également les troubles de la
déglutition [30].

. Interventions portant sur D’activité motrice : I’exercice physique (notamment la
marche) pourrait avoir un effet positif non seulement sur les capacités physiques et la
prévention du risque de chutes [30].

o Interventions portant sur la cognition : est une méthode de rééducation
neuropsychologique visant a compenser un processus cognitif déficient. Elle peut étre
proposée aux stades légers de la maladie d’ Alzheimer et jusqu’aux stades modérés dans

certains troubles dégénératifs focaux [30].
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Introduction

L’acétylcholine (ACh) est le premier neurotransmetteur qui a été découvert, au début du
XXe siécle. Le neurone présynaptique le produit a partir de la choline et de I'acétylcoenzyme
A, gréce a l'intervention de la choline acétyltransférase. Par la suite, a I’aide du transporteur
vésiculaire, I’ACh se retrouve dans des vésicules synaptiques. Lorsqu'un potentiel d'action se
produit, les vésicules synaptiques fusionnent avec la membrane cellulaire et I'acétylcholine est
sécretee dans la fente synaptique, il agit ainsi sur les récepteurs cholinergiques. Ensuite, il est
rapidement hydrolysé par I'enzyme acétylcholinestérase (AChE) en choline et en acide
acétique, avec la choline qui est immédiatement récupérée par ses transporteurs présynaptiques
[35].

L'acétylcholine occupe une place essentielle dans le systéme nerveux central et
périphérique. Les neurones cholinergiques jouent un réle dans une multitude de fonctions, des
mouvements fondamentaux (muscles squelettiques, lisses ou cardiaques) aux activités
cognitives supérieures comme la conscience, la mémoire et I'acquisition de connaissances [38].

Les cholinestérases sont des hydrolases de sérine qui catalyse I'hydrolyse du
neurotransmetteur ACh pour donner la choline et I'acide acétique [31]. C’est une réaction
nécessaire pour permettre a un neurone cholinergique de revenir a son état de repos apres son
activation. Cette famille d’enzymes comporte deux grandes classes :

e Pseudo-cholinestérase

Aussi connu comme le cholinestérase plasmatique, butyryl-cholinestérase (BuChE), ou
acylcholine acylhydrolase. C'est une a glycoprotéine synthétisée dans le foie. Elle est retrouvée
dans le systéme nerveux central et périphérique, et dans la plupart des tissus [32].

e Acétylcholinestérase

Se retrouve dans de nombreux types de tissus citons les nerfs, les muscles, les tissus

centraux et périphériques, les fibres motrices et sensorielles, et cholinergique et enfin les fibres

cholinergiques [32].
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Figure 11.1. Représentation schématique de la synthése, de la libération et I'hydrolyse de

I'acétylcholine [39].

Nous allons présenter dans ce qui suit I’acétylcholinestérase (AChE), enzyme exprimée
dans le systeme nerveux et sanguin des eucaryotes supeérieurs et impliquée dans divers
problémes majeurs de santé publique (maladie d’Alzheimer, myasthénie, intoxication aux

insecticides).

1.  Définition de I’acétylcholinestérase
L’acétylcholinestérase (AChE) est une protéine exprimée dans le systéme nerveux et
sanguin des eucaryotes supérieur [33]. L'AChE (EC 3.1.1.7) est une enzyme cholinergique
présente principalement au niveau des jonctions neuromusculaires post-synaptiques, en
particulier dans les muscles et les nerfs. Elle hydrolyse immédiatement I'acétylcholine en acide
acétique et en choline. Le role principal de cette enzyme est de mettre fin a la transmission
neuronale et a la signalisation entre la synapse pour empécher la dispersion de I'ACh et
I'activation des récepteurs proches [34].
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Figure 11.2. Réaction d’hydrolyse de I’acétylcholine [34].

Cette substance chimique, présente chez les vertébrés, joue un réle de neuromédiateur
permettant la transmission de I'influx nerveux d'un neurone a l'autre en passant par les synapses
et a partir des neurones vers les cellules musculaires, ce qui conduit ces derniéres a se contracter.
L'effet de I'acétylcholine disparait lors de I'nydrolyse produite par I'acétylcholinestérase [36].

Le role de I’AChE requiert une grande efficacité. L’ensemble des événements que
constitue la transmission de I’influx nerveux au sein d’une synapse dure a peine quelques
millisecondes. Ainsi, I'AChE doit conclure cette série d'événements suffisamment rapidement
pour rétablir les conditions nécessaires a la transmission d'un nouvel influx nerveux. De ce fait,
I'AChE est une enzyme d'une rapidité exceptionnelle : selon I'espéce, elle peut hydrolyser son
substrat entre 1000 et 20000 fois par seconde. Cela fait d’elle une des enzymes les plus rapides
de la nature. Avec une efficacité catalytique estimée a environ 1.5 x 108 M1.s%, la diffusion
des substrats et des produits, vers et a partir de son site actif, constitue pratiquement 1’étape
limitante de la réaction catalytique. La durée de vie du complexe enzyme/substrat est alors

insignifiante par rapport au temps moyen requis pour la rencontre des deux entités [37, 40, 59].
I1l.  Structure de ’acétylcholinestérase humaine

L’AChE a été identifiée pour la premicre fois en 1867 a partir du poison torpille (torpédo
californica). Quelques années plus tard, la structure primaire de I’AChE humaine a aussi été
caractérisee. La cristallographie aux rayons X nous réveéle des informations préecieuses sur sa

structure tridimensionnelle [41].

L’AChE est une enzyme d’environ 75 KDa. Est une protéase a sérine, regroupant 537
acides aminés. Cette enzyme doit étre sous forme dimerique pour agir en tant que protéase a
sérine. Un seul monomere d’AChE est composé de 11 feuillets B entourés de 15 hélices a. La
structure tridimensionnelle de I’AChE a permis de mettre en évidence que le site catalytique est

situé au fond d’une gorge aromatique hydrophobe de 20 A de profondeur avec un site
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périphérique situé a I’entrée de celle-ci [41, 42]. Ainsi que d’une courte portion de feuillet 3, a
I’extrémité N-terminale, qui n’est engagée dans aucune interaction avec le reste de la structure.
De méme, il est remarqué la présence de trois courts feuillets B qui ne sont pas reliés par des
ponts hydrogéne au niveau du cceur de I’enzyme. Les cystéines C-terminales (Cys537) de
chacun des deux monoméres établissent entre elles un pont disulfure inter-chaines qui

stabilisera, covalemment, cette interface de dimérisation [41, 43, 44].

Figure 11.3. Structure tridimensionnelle de I'acétylcholinestérase humaine (code pdb : 4mOQe).
Le site actif et la triade catalytique

Les connaissances structurales de I’AChE humaine ont permis de comprendre son
mécanisme catalytique a 1’échelle moléculaire. En effet, ’examen détaillé de sa structure
cristallographique révéle I’existence d’une gorge profonde (20 A de profondeur) et étroite (5 A
de diameétre) au niveau de laquelle s’effectue 1’hydrolyse de I’ACh. Deux sites adjacents
d’interactions caractérisant cette gorge sont illustrés dans la figure 11.4 ; le site périphérique
(PAS) a I’entrée, et le site catalytique (CAS) au fond, ou se trouve la machinerie catalytique
[45, 46].
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Figure 11.4. Structure tridimensionnelle de I’AChE humaine (code pdb : 4ey7). La forme de
la gorge est esquissée par une ligne noir pointillée. L'entrée de la gorge est indiquée par une

fleche. La triade catalytique est colorée en rouge [46].

IV.1 Le site périphérique de ’AChE (PAS)

Le PAS notamment constitué des résidus Tyr72, Tyr124 et Trp286, se situe a I’entrée de
cette gorge. Il permet d’y contrdler I’accés en fixant des ligands cationiques par des interactions
de type m-cation. Ce site est considéré comme cible potentielle car son inhibition entraine un
blocage de I’entrée du substrat dans le site actif ce qui diminue significativement 1’activité de

I’AChE [45, 47].

IV.2 Lesite catalytique de ’AChE (CAS)

Le site catalytique de I’AChE est situ¢ au fond d’une gorge profonde et étroite. On
distingue deux sous-sites : le site anionique et le site estérasique [34, 46].
e Site anionique : en face du site estérasique, au fond de la gorge. En effet, I’ ACh portant
Une charge positive, il avait été postulé que le site actif de I’AChE puisse étre constitué

par un amas de residus acides (chargés négativement au Ph physiologique) qui aurait eu

la charge de stabiliser le substrat durant la catalyse. Ce site constitue des résidus Trp86

et Tyr337, permet la fixation de la partie choline de I’ache par des interactions de type
n-cation. Une autre étude révele qu’environ 50% de 1’énergie d’interaction entre
I’enzyme et son substrat est directement imputable au sous site anionique. Les résidus

Trp86 et Tyr337 sont les deux plus importants contributeurs a cette énergie [45, 46].
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e Le site estérasique : correspond au locus au niveau duquel la portion acétyle de la
molécule d’ACh se fixe. L’ACh est alors clivée, libérant ainsi la choline et
I’intermédiaire « enzyme-acylé ». Ensuite, a lieu le désacétylation (est un processus
chimique ou enzymatique par lequel un groupe acétyle est retiré d’une molécule), qui
régéneére ’enzyme libre et ’acétate. La triade catalytique est composée des residus
Ser200, Glu327 et His440, cette triade est localisée a la base d’une gorge étroite de 20
A de profondeur. Cette gorge est alignée de 14 résidus aromatiques. C’est au niveau de
la sérine catalytique (Ser200) que se fixe la portion carbonyle de la molécule d’ACh.
De son coté, 1’His440 se comporte comme un catalyseur acido-basique pour la
formation et la décomposition de I’intermédiaire « acétyl-enzyme ». Grace a son noyau
imidazole, elle établit deux liaisons hydrogenes avec la Ser200 et le Glu327 qui jouent,
dans cette triade catalytique, le role de donneur et d’accepteur final de proton,

respectivement [46-48].

/ \CHa

CHsa
(COO )
AS

Figure 11.5. Schéma représentatif du site actif d’AChE [34].

V. Meécanisme catalytique
L’AChE (acétylcholine acétyle hydrolase) est une carboxylestérase de type B [49, 50].
Le mécanisme d’action de 1’acétylcholine-estérase est proche de celui de la chymotrypsine (une
enzyme digestive fabriquée au niveau du pancréas et qui donne son nom a une des grandes

catégories de protéinases a sérine présentes chez I’homme) [41, 50].

Les sérines hydrolases sont considérées comme des enzymes relativement rapides et
efficaces, on y trouvera en effet toujours une poche responsable de la stabilisation de
I’intermédiaire tétraédrique, appelée « trou oxydation », et une autre en charge de la spécificité

de substrat, et nommée « poche acyle », dans le cas de ’AChE [41]. Toutes les enzymes de
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cette famille présentent une triade catalytique, impliquant une serine, une histidine et un acide
aspartique ou glutamique qui, quant a lui, sera toujours trouve dans une poche inaccessible au

solvant.

Le mécanisme catalytique des sérines hydrolases (figure 11.6), conservé, est le suivant
[33, 41, 51, 52] :

e Formation du complexe Michaelis, Le substrat (acétylcholine) se lie a I'enzyme,
formant un complexe intermédiaire.

e Unrésidu a sérine nucléophile réagit avec 1’acétylcholine, qui posséde un groupement
ester formant ainsi un complexe intermédiaire « acetyl-enzyme » ;

e Par la suite il va y’avoir clivage de I’ACh pour libérer la choline en premier lieu ;

e Il reste alors le complexe acétyl-enzyme qui sera hydrolysé (attaque nucléophile d’une
molécule d’eau sur la sérine acylé) dans une derniére étape pour donner ’acide
acétique ;

e Les produits de cette réaction sont retransformés vers la terminaison pré-synaptique

pour ensuite reformer I’acétylcholine qui servira a transmettre d’autres signaux.
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Figure I1. 6. Mécanisme simplifié de I'nydrolyse de I'acétylcholine par le site catalytique de

I’acétylcholinestérase humaine [53].

VI. Les inhibiteurs de ’acétylcholinestérase

Les inhibiteurs de lI'acétylcholinestérase sont des substances anti-cholinesterasiques qui
dégradent 1’acétylcholine dans la fente synaptique et inactivent réversiblement ou

irréversiblement l'enzyme. Ils ont été développés afin de réduire cette dégradation
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physiologique et renforcer ainsi la transmission synaptique cholinergique. Leur classement est
en fonction de leur intensité, et de leur durée d’action. On distingue : les inhibiteurs de I’AChE
ou les anti-cholinestérases empéchent l'enzyme cholinestérase de decomposer I'ACh,
augmentant a la fois le niveau et la durée de I'action des neurotransmetteurs. Selon le mode
d'action, les inhibiteurs de I’AChE peuvent étre divisés en deux groupes : irréversibles et

réversibles [55].

V1.1 Inhibiteurs irréversibles

Les composés organophosphorés sont des molécules inhibant irréversiblement 1’ AChE.
La metrifonate faisant partie de ce groupe présente une activité inhibitrice modérée vis-a-vis
I’enzyme. A cause des effets secondaires engendrés par cette molécule (affaiblissement
musculaire, problémes respiratoires...etc.), elle a été retirée du marché. De ce fait, les

inhibiteurs irréversibles ne sont pas utilisés en thérapies a cause de leurs effets toxiques [55].

V1.2 Les inhibiteurs réversibles

Ce sont des molécules capables d’inhiber I’ AChE en faisant intervenir des liaisons faibles.
Les inhibiteurs réversibles, ou qui inhibent 1’enzyme d’une fagon transitoire, tant que leur
concentration est suffisante, sont utilisés en thérapie, et la plupart d’entre eux sont connus

depuis longtemps [56, 54]. Dans ce groupe on distingue :

VI1.2.1 Latacrine

Est une molécule employée dans le traitement des troubles de la mémoire chez les
malades souffrant de la maladie d’Alzheimer et a permis, pour la premicre fois, d'obtenir un
certain degré d'amélioration. Premier inhibiteur de I’AChE, mis a disposition, la tacrine est
distribuée depuis 1993 aux Etats-Unis et depuis 1994 en France sous le nom de Cognex. Ce
médicament peut entrainer des effets indésirables liés a l'excés d'acétylcholine : nausées,
vomissements, diarrhées, crampes abdominales, sécrétion excessive de salive. Il semble en

outre que la prise de doses tres importantes de tacrine soit toxique pour les cellules du foie [56].
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Figure 11.7. Structure de la Tacrine [62].
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V1.2.2 Donépézil

Approuvé par la FDA en 1996, le Donépézil, présent sous la forme de chlorhydrate de
donépézil, est le deuxieéme inhibiteur de I’AChE mis sur le marché sous le nom d’Aricept. Le
donépézil, traitement courant contre les phases précoces de la maladie d’Alzheimer, est aussi
bénéfique dans ses formes plus séveres [57, 33]. Des recherches cliniques ont démontré que le
donépeézil améliore aussi la capacité cognitive chez les patients souffrant de symptdmes séveres
de la MA. Des effets secondaires tels que : nausées, vomissements, diarrhée, perte d'appétit,
douleurs abdominales ont été observés, toutefois ils sont moins répandus comparé a la tacrine.

On note également une intensification du tonus vagal cardiaque qui entraine une bradycardie

[34].
)
Hy CO
Y
Hy CO
Figure 11.8. Structure de la Donépézil [62].

V1.2.3 Galanthamine

La galanthamine (Reminyl) est un alcaloide avec une amine tertiaire, a été approuve dans
plusieurs pays pour le traitement de la maladie d’Alzheimer [58]. Les effets indésirables de la
galantamine ressemblent a ceux des autres inhibiteurs de I'AChE, notamment en ce qui concerne

les symptdmes gastro-intestinaux [34, 61].
L
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Figure 11.9. Structure de la Galanthamine [63].

V1.2.4 Huperzine

C’est un autre alcaloide inhibant I’AChE. Isolée a partir d’une herbe médicinale chinoise
Huperzia Serrata, cette molécule posséde un tres bon effet inhibiteur avec un degre de toxicité
trés bas [60].
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Figure 11.10. Structure de la Hupersine [64].

V1.2.5 Rivastigmine
La rivastigmine est un inhibiteur irréversible de I’AChE. Commercialisé sous le nom de
Exelon, cette molécule agit aussi bien sur I’AChE ou la BuChE en formant un complexe lié par

une liaison covalente entrainant une inactivation transitoire des enzymes [56].

La rivastigmine favorise I'amélioration des capacités cognitives, la participation aux
taches quotidiennes et les problemes de comportement chez les patients souffrant de MA l1égére
a modéree. Parmi les effets secondaires, on note des nausées, des vomissements, une diarrhée,

une anorexie, des céphalées, une syncope, des douleurs abdominales et des vertiges [34].

HC N
CHa

Figure 11.11. Structure de la Rivastigmine [65].

V1.2.6 Les monoterpénes
Les terpénes sont des hydrocarbures résultant de la combinaison de plusieurs unités

d’isoprénes C5HS, et ont pour formule de base des multiples de celle-ci, c'est a dire (C5H8) n.

De nouveaux travaux montrent Deffet inhibiteur de mono terpéne sur
I’acétylcholinestérase. Cette approche peut étre utilisée dans I’invention de nouveaux

médicaments d’origine naturelle, pour le traitement de la maladie d’Alzheimer [56].
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Figure 11.12. Structure d’unité d'isopréne et les monoterpénes [66].

VIl. Implication de ’AChE dans la maladie d’Alzheimer

La cause la plus fréquente de démence sénile est probablement, de nos jours, la maladie
d’Alzheimer se manifeste, entre autres, par la détérioration des cellules nerveuses libérant une
substance appelée acétylcholine, dont le réle est de transmettre les messages entre les cellules
du cerveau. Le déficit en acétylcholine chez les malades est aggravé par I'action d'une enzyme,

I'acétylcholinestérase (AChE), qui décompose rapidement I'acétylcholine [67, 68].

L’inhibition réversible et partielle de I’AChE et/ou de la BuChE va entrainer une
augmentation de la concentration en ACh dans les synapses du systeme nerveux central et,
conséquemment, une amélioration de la fonction cholinergique. Bien que plusieurs autres
approches thérapeutiques aient €té testées dans 1’espoir de résorber le déficit cholinergique et
les troubles cognitifs associés a la MA, 1’inhibition cholinestérasique reste, a ce jour, la seule
stratégie de traitement qui se voit montrée vraiment valable. A ce jour, les trois molécules les
plus couramment utilisées dans le traitement de la MA sont donc des inhibiteurs
cholinestérasiques : le « Donézépil » la « Galanthamine » et la « Rivastigmine » [41].

Pour ces diverses raisons, la recherche sur d’éventuels nouveaux traitements pour la MA
se focalise actuellement sur la production d’inhibiteurs spécifiques, soit de la BuChE, soit de
I’AChE. Dans le cas de I’AChE, une attention toute particuliére est désormais portée aux
doubles inhibiteurs, pouvant se lier a la fois au site actif et au site périphérique : éviter la
formation des plaques amyloides reviendrait en effet a ralentir la prise de la MA et de la

neurodégénérescence qui lui est associée [41, 68].
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La recherche de nouveaux médicaments

La recherche traditionnelle pour le développement des nouveaux médicaments nécessite
un environnement de recherche spéciale. Au lieu de passer des jours, des mois, ou méme des
années dans un laboratoire a tester certaines molécules dans le but de savoir si elles ont un effet
thérapeutique bénéfique ou pas, en plus de ca c’est colteux, la recherche et la synthése de
nouveaux composes chimiques et biochimiques sont aujourd’hui souvent associées a une étude
par modélisation moléculaire [69]. La conception de médicaments assistée par ordinateur vise
a améliorer le développement et l'efficacité des médicaments en utilisant des outils
informatiques modems, rapides et économiques par rapport aux méthodes conventionnelles. Le
développement de médicaments qui se lie a des objectifs spécifiques a été reconnu par
I'industrie pharmaceutique comme une base importante qui lui fournit le retour sur
investissement nécessaire pour investir dans la recherche et développement, conduisant a un
cycle de découvertes et de développement. D'une maniere générale, la conception de
médicaments par modélisation moléculaire se fait selon deux approches : la conception de
médicaments basée sur la structure de la cible et la conception de médicaments basée sur un
ligand. L'approche de conception de médicaments assistée par ordinateur a été appliquée a
divers médicaments efficaces, dont certains sont utilisés sur le marché [70].

Identification Identification s -
Etude clinique
des HITS desifaps  Ctudepréclinique 4
N\
mT)II}é[t]:TI]es molléac(:JIes \ 10 candidats 1 candidat Commercialisation
e i médicaments médicament (AMM)
/ /
2-3 ans 1-2 ans 10-12 ans 1-2ans

Figure I11. 1. Etapes du processus de recherche et développement des médicaments [71].
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I1. La place de I'ordinateur dans le processus de conception de médicaments

La conception de médicaments assistée par ordinateur emploie la chimie
computationnelle pour la découverte, I'amélioration et I'étude de meédicaments et molécules
biologiquement actives. En effet, I'outil informatique aide la conception de médicaments a des
étapes spécifiques du processus :

» Dans l'identification des composeés potentiellement thérapeutiques, en utilisant le criblage
virtuel aussi bien dans la conception basée sur la structure de la cible que sur les propriétés
des ligands ;

» Dans le processus d'optimisation de I'affinité et de la sélectivité des molécules potentielles
vers les tétes de série « lead» ;

» Dans le processus d'optimisation de la téte de série par rapport aux propriétés
pharmacologiques recherchées tout en maintenant une bonne affinité de cette molécule.
Toutes ces étapes d'intervention de I'outil informatique peuvent étre représentées dans le

schéma récapitulatif suivant [72].

Figure I11. 2. Processus itératif de la conception de médicaments et domaines potentiels
d'intervention de I'approche in silico [72].
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I11.  Criblage virtuel in silico

I11.1 Définition
Le criblage virtuel, également appelé criblage in silico, est une méthode utilisée en chimie
pharmaceutique et en biologie structurale pour identifier des composés potentiellement actifs
contre une cible biologique [73].
Le criblage regroupe un ensemble de techniques computationnelles ayant pour objectif
I’exploration des bases de composés a la recherche des molécules d’intérét thérapeutique ce qui
est d’une importance croissante dans la conception des médicaments, principalement basée sur

les progrés en informatique et en bio-informatique [74].

111.2 L’intérét du criblage virtuel

L'intérét fondamental du criblage virtuel est d'aboutir a une liste tres réduite de molécules
présentant I'activité souhaitée. Seules, ces molécules seront testées expérimentalement. Une
telle optimisation doit permettre de raccourcir le temps entre la définition d'un besoin
thérapeutique et la délivrance du médicament correspondant au patient, en gagnant du temps et
d'argent [75].

Avec l'explosion de la disponibilité des données biologiques et des avancées
technologiques, le criblage virtuel s'est imposé comme un moyen efficace d'accélérer le
processus de découverte de médicaments [76]. 1l répond au besoin pressant de réduire les codts
et les délais associés a la recherche de nouveaux médicaments [77].

Les objectifs principaux incluent l'identification rapide de candidats médicamenteux
potentiels et la réduction des échecs en phase préclinique [78]. Les avantages comprennent la
rapidité, I'économie de co(ts, et la possibilité de cibler des interactions moléculaires spécifiques
[79].

111.3. Les outils du criblage virtuel
111.3.1. Cible enzymatique

Les structures tridimensionnelles de notre cible protéique sont disponibles et accessibles
gratuitement dans la banque de donnée PDB. Il s'agit d'une collection mondiale de données sur
la structure tridimensionnelle de macromolécules biologiques : protéine essentiellement et
acides nucléiques. Ces structures sont essentiellement déterminées par cristallographie aux

rayons X ou par spectroscopie RMN [80].
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111.3.2. Ligand

Une molécule qui se lie de maniére réversible a une macromolécule ciblée, protéine ou
acide nucléique, jouant en général un réle fonctionnel : stabilisation structurale, catalyse,
modulation d'une activité enzymatique, transmission d'un signal. Ce terme, tres utilisé pour
I'étude de protéines, désigne les molécules qui interagissent avec la protéine de maniére non-
covalente et spécifique et qui jouent un réle dans ses fonctions. La liaison d'un ligand a une
protéine réceptrice modifie souvent la conformation de cette derniére, c'est-a-dire sa structure
en 3D. L'énergie associée aux interactions intermoléculaires formeées entre la protéine et son
ligand permet de promouvoir ce changement de conformation, appelé ajustement induit. Cette
modification structurale peut ainsi moduler éventuellement son état fonctionnel et son activité
[81].

A T'heure actuelle, il existe deux moyens pour obtenir la structure chimique d'un ligand
donné : le premier moyen est souvent d'aspect commercial, est constituée de bases de données
de structures chimiques appelées chimiotheques ou espaces chimique. Le second moyen
consiste a utiliser des ligands issus de la littérature qu'on peut dessiner, optimiser et enregistrer
dans différents formats grace a des logiciels de construction moléculaire tels que Chemdraw,
Arguslab, Titan ou Sybyl [79].

Un ligand peut étre [82] :

e Un substrat : molécule qui se fixe au site actif de la protéine ou de 1’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 1’activateur, ce type de ligand modifie la structure
¢lectronique du site actif ; diminuant ’affinité de I’enzyme pour son substrat.

111.3.3. Programmes de docking

Au cours des deux derniéres décennies, une grande variété de plus de 60 programmes de
docking différents a été proposée (DOCK, Autodock, Flexx, Surflex, ICM, Glide, Ligandfit,
Mcdock, et plein d'autres). Bien que ces programmes reposent le plus souvent sur des
algorithmes speécifiques [83-84]. Leur protocole est composé de deux étapes essentielles
Docking / Scoring [85].
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I11.4. Stratégies du criblage virtuel

On regroupe les méthodes de criblage in silico en deux grandes familles

111.4.1. Criblage virtuel « ligand-based»

Les méthodes de criblage « ligand-based» reposent sur la connaissance préalable de
ligands ayant une activité sur la cible thérapeutique. Il sera ainsi possible d'utiliser ces ligands
comme une premiere base de « Hits » afin d'identifier d'autres composes similaires, présentant
des caracteristiques d'activité communs aux ligands connus de la cible. Différents types de
descripteurs moléculaires pourront étre calculés pour quantifier la similitude entre composés.
Suivant le nombre de ligands connus de la cible thérapeutique, plusieurs méthodes peuvent étre
employées : la recherche de similarité, le criblage de pharmacophores ou les approches QSAR
(Quantitative Structure-Activity Relationship ou modele de relations gquantitatives structure-
activité) [86, 87].

111.4.2. Criblage virtuel « structure-based »

Le criblage virtuel « structure-based » est considéré comme un équivalent in silico d'un
test expérimental étudiant la liaison ligand-cible biomoléculaire. Cependant, ce criblage dépend
essentiellement de la disponibilité de la structure 3D de la cible biologique qui est obtenue, soit
par méthodes expérimentales (RX et RMN) dans des bases de données (tel que PDB), soit par
des méthodes de prédiction de la structure 3D par homologie de séquence. Différentes
approches peuvent étre employées pour réaliser ce criblage : la construction de modéles
pharmacophoriques 3D, I'établissement de modéles 3D-QSAR et les méthodes de docking

moléculaire qui sont les plus populaires [88].
IV. Le docking moléculaire

IV.1 Généralité sur le docking moléculaire

Le docking moléculaire (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire) est une approche in
silico a pour but de prédire et a simuler la position la plus favorable d’un ligand au sein d’un
récepteur protéique [89, 88].

Le docking moléculaire est une méthode informatique utilisée pour prédire la structure
tridimensionnelle des complexes moléculaires, par la simulation de I’interaction entre une
molécule cible, souvent une protéine, et un ligand, comme un medicament potentiel. En
identifiant la position la plus favorable du ligand dans le site actif de la protéine cible, c’est-a

dire la plus stable. Le docking aide a prédire les interactions moléculaires et a améliorer leur
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efficacité. En somme, il révele la disposition spatiale optimale des molécules lorsqu’elles se

lient pour former un complexe [90], comme illustre la figure I11. 3.

Active site

Figure I11. 3. Principe du docking moléculaire, illustration de I'interaction entre une molécule

(Ligand) et une protéine (Target) au niveau de son site actif (Rectangle) [90].

Aujourd’hui, il est trés largement utilisé [91] :

e L’étude de I’interaction d’un ligand avec sa cible : ’utilisateur cherche a caractériser les
interactions en jeu dans la liaison d’un ligand a son récepteur ;

e Larecherche de cibles (docking inverse) : I’utilisateur dispose d’un ligand et de plusieurs
récepteurs. Le but est d’identifier avec quel(s) récepteur(s) le ligand a le plus d’affinité
pour identifier sa/ses cible(s) la/les plus probable(s) ;

e L e criblage de ligands : I’utilisateur dispose d’un récepteur et cherche a connaitre quel
ligand, parmi une base de données, a le plus d’affinité pour celui-ci.

IVV.2 Principe de docking moléculaire

D’une maniére générale, une expérience d’amarrage moléculaire repose sur deux étapes
cruciales : la recherche conformationnelle et le classement des solutions. Ces deux étapes sont
également désignées sous les termes anglais de docking et de scoring [92, 93].

e La premiére (le docking) : est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le
site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations

(poses) possibles, en ne retenant que celle qui représente les modes d’interactions les plus

favorables [92-94].
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La deuxieme (le scoring) : est une étape de classement, qui consiste a évaluer I’affinité
entre le ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de
docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposees
[93-94].

Figure 111. 4. Principe général d’un programme de docking [94].

IVV.3 Types de docking moléculaire

Le docking moléculaire est une étape importante dans la compréhension des réactions

biologiques et dans la conception de médicaments. Initialement, les tentatives de docking

étaient basées sur le concept de "clé-serrure™, considérant le récepteur et le ligand comme des

structures rigides. Cette approche est considérée comme la catégorie la plus simple et rapide de

docking moléculaire [95]. Il existe trois types de docking moléculaire :

Docking rigide : consiste a fixer le ligand et le récepteur comme des structures rigides.
On teste toutes les positions et orientations possibles du ligand dans le site actif de la
protéine. Les positions incompatibles sont éliminées, puis on évalue et optimise les
meilleures. Seuls les mouvements du ligand (translation et rotation) sont explorés. Cette
méthode simple est souvent utilisée pour étudier I’interaction entre deux protéines [96,
97].

Docking flexible : considere que le ligand et le récepteur peuvent changer de forme. La
flexibilité du récepteur concerne surtout les chaines latérales du site actif, parfois aussi
des mouvements plus larges dans la protéine. Cette méthode est plus réaliste car elle
prend en compte 1’ajustement entre le ligand et le récepteur. Elle est trés utilisee car elle
permet de tester rapidement de nombreuses molécules. Cependant, elle reste
approximative et demande beaucoup de calculs a cause du grand nombre de

mouvements possibles [96, 98, 99].
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e Docking semi-flexible : le ligand est flexible et la protéine est rigide, 1I’échantillonnage
des degrés de libert¢ du ligand s’ajoute aux explorations translationnelle set
rotationnelles. Ce type de docking repose sur I’hypothése que la conformation du
récepteur utilisée est apte a reconnaitre le ligand. Il est "asymétrique"” et généralement
utilisé pour I’amarrage protéine-ligand. Les approches de docking semi-flexible ou

flexible sont plus généralement appliquées a la modé¢lisation d’interaction entre

protéines et ligand [100, 101].

Rigid docking

(Both receptor
+ Ligand a.nfi ligand are
rigid)

B\ A

Q Flexible-rigid
+ - docking(ligand is
L flexible and receptor

\ is rigid)

\k‘\ Flexible docking(both
. receptor and ligand
+ ga\n\ are flexible)

Figure 111. 5. Approches rigide et flexible [100].

V.4 Les interactions protéine-ligand

Les médicaments agissent en interagissant (de maniére covalente ou non covalente) avec
leur cible biologique dans lI'organisme. La majorité des médicaments approuveés sont de petites
molécules organiques (ligands) qui modifient les processus biochimiques en interagissant avec
les protéines. L'élucidation du mécanisme sous-jacent a la liaison de petites molécules
organiques aux protéines est donc d'une importance capitale 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 [102].
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IV.4.1. Liaison hydrogene

La liaison hudrogene est une liaison ou force intermoléculaire ou intramoléculaire faible
impliquant un atome d'hydrogéne lié & un atome électronégatif ou porteur d'une charge partielle
come 1’oxygeéne ’azote et le fluor. Sa force est de ’ordre de 12 a 30 kJ/mol. Ces liaisons
induites par I’apparition d’une charge partielle positive sur I’hydrogeéne, son nuage €lectronique
¢tant attiré par I’atome donneur. Cette charge positive est alors attirée par la charge partielle

négative portée par 1’accepteur [103].

Figure 111. 6. Liaison hydrogéne [103].

1V.4.2. Les interactions hydrophobes

Les acides aminés a radical hydrophobe et apolaire empéchent la formation de liaisons
hydrogene avec les molécules d'eau. Ils créent des zones hydrophobes dans la structure des

protéines, ou les molécules d'eau ne peuvent pas établir de liaisons avec les radicaux des acides

aminés [104].

H.,O

H,0  HO H,0 f" 1o H,0
H0  HO H,0 —  HO  HO H0
H,0 HO HO HO HO  HO

Figure I111.7. Interactions hydrophobes [104].
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1VV.4.3. Forces de Van der Waals

Les interactions de Van der Waals, extrémement faibles et agissant a courte distance,
résultent de l'interaction entre les nuages électroniques de deux atomes adjacents. Cette
interaction crée une force attractive & une distance de 4 A [105]. Malgré leur faible intensité
individuelle, ces interactions, nombreuses, jouent un role crucial dans la stabilisation de la
structure des protéines en favorisant leur compactage. Elles contribuent a la stabilisation du

systéme avec une énergie comprise entre 0.4 et 4 kj/mol [106].

molécule polaire molécule apolaire

5+ N & =N

\-——:/ Rapprochement ( J
o+ S— \ ; O+ S— )

Déformation du nuage électronique

Création d’un dipéle induit

Figure I11. 8. Interaction de Van Der Wall [107].

IV.4.4. Les interactions électrostatiques

Les interactions électrostatiques, qui agissent sur de longues distances entre les dip6les
chargés, sont responsables de la formation de liaisons salines. La distance typique d'une liaison
saline est de 3,7 24,5 A, et sa force est d'environ 8 Kcal/mol. La présence d'un solvant, tel que

I'eau, favorise ces interactions en raison de sa polarité et de sa petite taille [108].

8+
)
O e
8+
H 0/
8-

Figure I111.9. Interactions électrostatiques [108]
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Le programme de docking Surflex-dock
V.1  Définition

Le programme Surflex-dock se divise en deux sections. L'une est destinée a des recherches
de similarité moléculaire en trois dimensions, l'autre pour des études de docking. Ici, seule la
section sur le docking est traitée. Elle s'appuie sur la création d'une pseudo-molécule en tant
que cible pour le positionnement du ligand. On procede a l'installation de morceaux de
molécules dans le site actif, en veillant a les positionner de facon optimale et redondante, en se
basant sur des critéeres morphologiques. 1l convient de noter que cette pseudo-molécule peut
étre élaborée a partir du ligand présent dans le site actif, si elle dispose d'une structure, ou bien
a partir du récepteur sans aucun ligand. Son algorithme est appelé également « fragmentation
incrémentale » [109].

V.2 Algorithme de docking « construction incrémentale »

La méthode de reconstruction incrémentale est généralement constituée de 3 étapes :
- Sélection de fragments rigides ;
- Placement des fragments rigides dans le site actif ;
- Construction incrémentale.

Plusieurs programmes utilisent cette technique, y compris Surflex-dock. Le programme
débute en créant un « protomol », un ligand parfait qui remplirait enticrement I’espace du site
actif de la protéine. Dans ce contexte, trois sortes de fragments (CH4, C=0 et NH) sont insérées
dans le site actif, affinés afin de favoriser I'établissement d'interactions avec le site de liaison et
scorés. Uniquement les segments ayant obtenu les scores les plus élevés sont sélectionnés pour
la construction du protomol. Aprés la génération du protomol, les molécules sont fragmentées
pour ne garder que les liaisons aromatiques. Ensuite, pour chaque segment, un groupe de
conformations est produit. Finalement, lors de I'étape de construction incrémentale, chagque
fragment est mis en correspondance avec le protomol afin d'optimiser la similarité avec celui-
ci. Les fragments ayant obtenus un bon score, les « heads », sont optimisés localement pour
s’adapter au mieux dans le site actif. A partir de ceux-ci, les conformations du fragment suivant
« tails » sont alignées par rapport au protomol de sorte a étre liées au premier fragment « heads
». Cet alignement tient compte des contraintes imposées par le « head » et seules les
conformations respectant ces contraintes et démontrant une similarité avec le protomol sont
retenues. Le processus se poursuit jusqu'a la reconstitution intégrale de la molécule initiale.

Enfin, pour chaque pose identifiée, un score est attribué [110, 111] (figure 111.10).
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Figure 111.10. Schéma illustrant la méthode de reconstruction incrémentale [111].
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Le but principal de notre recherche est d'identifier de nouveaux inhibiteurs pour la
maladie d'Alzheimer, grace a la simulation informatique qui permettent d'estimer les affinités
(score de docking moléculaire), les types d'interactions ainsi que la localisation des petites

molécules dans le site actif de notre enzyme cible, I'acétylcholinestérase.

I.  Matériel

1.1 Ordinateur

Dans notre étude nous avons utilisé des programmes installés dans deux microordinateurs

présentant les caracteres suivants :

e Le premier ASUS ayant un processeur Intel (R) core, (TM) i3 5005UCPU@2.00ghz et
une mémoire vive de 4,00 Go, sous un systeme d’exploitation Windows 10
professionnel.

e Le deuxiéeme Lenovo ayant un processeur Intel (R) core, (TM) i3-6006U CPU et une
mémoire vive de 4.00Go, sous un systéme d’exploitation Windows 10 professionnel.

.2 Programmes utilisés

1.2.1 Le logiciel Surflex-dock (1. 3, 2005)

Surflex-dock (1.3.2005) est un algorithme d'amarrage moléculaire flexible entierement
automatique qui combine la fonction de notation du systéme d'amarrage Hammer head avec un
moteur de recherche qui s'appuie sur une méthode de similarité moléculaire basée sur la surface
comme moyen de générer rapidement des poses putatives appropriées pour les fragments
moléculaires. Ce logiciel est capable d’arrimer des ligands dans un environnement constitué
d’acide aminés avec une bonne précision [112, 113]. Dans cette étude, les parametres par défaut

de Surflex-dock ont été appliqués [114].

Le processus de docking moléculaire s'effectue en trois phases [114, 115] :

e Décision sur la méthode d'identification du site actif et création d'une pseudo-molécule
(protomol) qui sera utilisée comme cible pour divers ligands ;
e Docking moléculaire pour un ou plusieurs ligands ;

e La représentation des resultats (Final-0).
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Ef Invite de commandes

ty of Biopharmics LLC.
oten, Univ. Lille) for internal use only.

1 protein
mol protein log

ligand pro

sitemol protein protomol
reslist protein p

moll
moll
moll
moll
moll

mo g proportion outputarchive
molname outmolname

mol2 ive molnamelist outmolarchiwve

mo 1

_thresh
o_bl wmber of protomol)
efault
default )
C Fs per mol)

mputation)
to dock in dock_1list)

polishing in docking, default on)

Figure 1V. 1. Page d’accueil de logiciel Surflex-dock.

1.2.2 Open Babel (2.4.0. 2011)

Open Babel, un programme open source, est un ensemble a outils chimique destinée a
manipuler les divers langages des données chimiques. Ce programme est accessible sur les
systemes Windows, Unix et Mac OS. Ce projet, ouvert et collaboratif, donne a tous la possibilité
d'explorer, de transformer, d'analyser ou de conserver des données tirées de la modélisation
moléculaire, de la chimie, des matériaux solides, de la biochimie ou d'autres domaines
similaires. Open Babel supporte divers formats de fichiers tels que : pdb, mol, mol2, sdf, xyz,
pc, smi... et bien d'autres [116-117-118].
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F 1 OpenBabelGUI

File View Help
-~ INPUT FORMAT ---- ---- OUTPUT FORMAT ----
pdb - Protein Data Bank format ~| | Format Info CONVERT mal2 - Sybyl Mol2 format | | Format Info

[[Juse this format for allinput files (ignore file extensions)

C:\UsersYenovo'\Desktop\es chapitre 1 2 5\YASMNE\1_26\4MOFY

[ 4mof.pcb | ==
[ tnput below (ignore input file)

Qutput file

l:l to control logging and reporting |
I:l Start import 3t molecule # spedfied
l:l End import at molecule # spedfied

[ output below anly (no output file)

HEADER HYDROLASEHYDROLASE INHIBITOR  01-AUG-13 4MOF A | [ Allinput fies describe a single molecule

TITLE  STRUCTURE OF HUMAN ACETYLCHOLINESTERASE IN COMPLEX WITH TERRITREM B . - -
COMPND  MOL_ID: 1; [[] Continue with next object after error, if possible
COMPND 2 MOLECUILE: ACETYLCHOLINESTERASE; ["] Compress the output with azip

COMPND 3 CHAIN: A, B;

COMPND 4 FRAGMENT: UNP RESIDUES 33-574; [ Delete Hydrogens

COMPND 5 SYNONYM: ACHE; Add Hydragens
Egm:g gEﬁGlsNtIEEIRéE) vEs [ Add Hydrogens appropriate for pH
SOURCE MOL_ID: 1: ' [] convert dative bonds e.g. [N+]{[0-])=0 to N{=0)=0

SOURCE 2 ORGAMISM_SCIENTIFIC: HOMO SAPIENS; [] center Coordinates
SOURCE 3 ORGANISM_COMMON: HUMAN; [ 30in all input malecules into a single output molecule

SOURCE 4 ORGAMISM_TAXID: 9508; .
SOURCE 5 GENE: ACHE; ! Convert only molecules matching SMARTS:

SOURCE 6 EXPRESSION_SYSTEM: HOMO SAPTENS; \ ]
SOURCE 7 EXPRESSION_SYSTEM_TAXID: 9606; Convert only molecules NOT matching SMARTS:

SOURCE 8 EXPRESSION_SYSTEM_CELL_LINE: HEK 293H; ‘ |
SOURCE 8 EXPRESSION_SYSTEM_VECTOR_TYPE: PLASMID;

SOURCE 10 EXPRESSION_SYSTEM_PLASMID: PIT1FAST DEST -
KEYWDS  ACETYLCHOLINESTERASE, HYDROLASE, HYDROLASE-HYDROLASE INHIBITOR [ output singie bonds only
KEYWDS 2 COMPLEX, [[] Disable bonding entirely
EXPDTA  X-RAY DIFFRACTION

AUTHOR  1.CHEUNG,E.N.GARY K.SHIOME, T.L ROSENBERRY

REVDAT & O05-NOV-244MOF 1 REMARK

REVDAT 5 20-SEP-234MOF 1 HETSYN

REVDAT 4 28-JUL-204MOF 1 COMPND REMARK HETNAM HETSYN
REVDAT 42 1 LINK SITE ATOM

REVDAT 3 16-JUL-144MOF 1 JRAL

REVDAT 2 02-APR-124MOF 1  JRML

REVDAT 1 15-OCT-134MOF 0

Figure 1V. 2. Interface de programme Open Babel.

1.2.3 Biovia Discovery Studio Visualizer (25.1.0.24284)

Biovia Discovery Studio Visualizer est un logiciel gratuit de visualisation moléculaire et
de modélisation 3D de haute qualité. Il permet aux scientifiques de visualiser des structures
moléculaires complexes en 3D, ainsi que de réaliser des analyses et des simulations de
propriétés moléculaires. Ce logiciel est capable de lire et de traiter plusieurs formats de fichiers
de modéles moléculaires, y compris les fichiers .pdb (Protéine Data Bank), les fichiers .mol
(Molfile) et les fichiers de trajectoire générés par des simulations de dynamique moléculaire.
Discovery Studio Visualizer propose plusieurs fonctions telles que : la présentation des liaisons
chimiques (liaison hydrogene, interaction hydrophobe...etc), la mesure de distances,
I'annotation des acides aminés et ligand, créations de surfaces, choix de couleur (selon les
atomes, les structures...etc), la capacité de cacher et puis afficher a nouveau les différentes

molécules [119, 120].
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2 Discovery Studio Visualizer —

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts JTools Window Help
w Receptor-Ligand Interactions [JEIFTERGTGEEER BT R E AT P My Tools

Grew ~[B B H % | [Hospa R <)

=T .

View Interactions

2
EEE R 2S BIOVIA | Discovery Studio 2025
Step through ligands.
T o4 s
Display receptorigand interactions. -
N + . P Sy
Actions 4 Data Upgrade
My Recent Actions My Recent Files ‘Want more Discovery Studio?
* Open... * final-0.mol2 Unleash the povwer of the full Discovery Studio
* 4m0e.mol2 installation with protecols that perform:
My Recent Tool Panels v final-0.mol2
» Views Interactions * 4mOe.mal2 N
;}g?’v;\n;a the visibiity of the receptor and + Define and Edit Binding Site . :
. .
; * Conformer3D_COMPOUND_CID_14368. 0
* Conformer3D_COMPOUND_CID_12430. -
Show receptor-igand interactions on a 2D .
diagram. * CID_157820606.5 .
Show 2D Diagram » Conformer3D_COMPOUND_CID_12430. .
Define and Edit Binding Site » Conformer3D_COMPOUND_CID_24937. N
» final-0.mol2 .
» amoe.molz N

Figure 1V. 3. Interface de logiciel Biovia discovery studio visualizer.

1.2.4  ViewerLite (4.2, 2001)

ViewerLite est un outil de visualisation gratuit qui offre la possibilité d'afficher en 3D
d’une structure de molécule biologique. Il est capable de lire divers types de fichiers, comme
.pdb, .mol2, .sdf...etc [121]. Nous avons employé ce logiciel pour représenter en 3D les
structures des complexes protéine-inhibiteur, étant donné que Surflex-dock ne dispose pas de

fonction de visualisation.

% Viewerlite - 6ged

File Edit View Tools Window Help
DEeE & B wy

Tz o || =3 | = & 6qed:1
C:\Users\lenovo\Desktop\6QEl A
2 AminoAcidChain
#-A¢ VALTTT
- A¢ GLN112
#-A¢ THR113
#-A¢ ASP114
¢ PRO115
#-A¢ PRO116
#-A¢ SER117
A VALT1S
#-A¢ PRO119
- A ILE120
#-A¢ CYS121
#-A¢ ASP122
#-A¢ LEUT23
#-A¢ TYR124
#=-A¢ PRO125
#-A¢ ASN126
E-A¢ GLY127
#-A¢ VALI2S
#-A¢ PHE129
¢ PRO130
A LYS131
- A¢ GLY132
A¢ GLN133
- A¢ GLU134
- A¢ CYS135
w-A¢ GLU136
- A¢ TYR137
#-A¢ PRO138

R e s

Figure 1V. 4. Interface de logiciel ViewerLite.
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1.2.5 Excel Microsoft 2010

Excel fait partie de la collection de logiciels bureautiques d'Office proposée par
Microsoft. Il offre la possibilité de réaliser aisément des tableaux, des graphiques,...etc. Excel
possede les fonctionnalités suivantes [122] :

e De calcul numérique ;
e De représentation graphique ;
e Dranalyse de données ;

e De programmation, laquelle utilise les macros écrites dans un langage (Visual Basic).
1.3 Banques de donnée

1.3.1 Protéine Data Bank

La banque de données de protéines, également connue sous l'acronyme PDB, est une base
de données internationale regroupant des structures tridimensionnelles de macromolécules
biologiques, principalement des protéines et des acides nucléiques. Ces structures sont
essentiellement définies par la cristallographie a rayons X ou par la spectroscopie de RMN. Le
laboratoire national de Brookhaven a établi la PDB en 1971. On peut accéder a la séquence
correspondante, aux coordonnées atomiques, aux conditions expérimentales et aux

représentations 3D des enzymes et des divers ligands dans la PDB [123-124-125].

Figure IV. 5. Interface d’accueil de la PDB.
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1.3.2 PubChem

La banque PubChem represente la plus grande chimiotheque, renfermant plus de 80
millions de composeés chimiques. Le National Center for Biotechnology Information (NCBI) se
charge de sa gestion. Cette base de données accessible en toute liberté est rapidement mise au
point pour devenir une ressource informative essentielle sur les produits chimiques, qui
bénéficie aux communautés scientifiques dans divers domaines tels que la chimie
computationnelle, la biologie chimique, la chimie pharmaceutique et la recherche

pharmaceutique.

PubChem est principalement constitué de petites molécules, de lipides, de séquences
d'acides aminés et de glucides. Cette chimotheque nous a donné acces aux structures 3D des
molécules similaires a nos inhibiteurs d'intérét. Chaque élément de cette chimiotheque est
conservé en divers formats de fichiers standards, y compris SMILES, .mol2 et .sdf. La PubChem
offre plusieurs informations, telles que la référence de la molécule, les structures 2D et 3D, ainsi

que les propriétés physicochimiques de chaque composé [126-127-128].

-

Figure 1V.6. Interface d’accueil de PubChem
1.4 Les serveurs

1.4.1 DogSiteScorer

DoGSiteScorer est un outil automatique nouvellement développé combinant la prédiction
de poche, la caractérisation et I'estimation de la pharmacovigilance et est désormais disponible
gratuitement pour une utilisation académique [03]. Pour accéder a DogsSiteScorer et explorer

ses fonctionnalités, nous pouvons visiter le site officiel : https://proteins.plus/ .
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Dogsitescorer est une approche basée sur une grille qui utilise un filtre gaussien
différentiel pour détecter les poches de liaison potentielles. Un score de pharmacovigilance
compris entre 0 et 1 est indiqué. Un score éleveé indique qu'une poche est plus susceptible d'étre
pharmacovigilante. Saisissez le code PDB dans le champ de recherche du serveur Proteinsplus,
puis cliquez sur le bouton « OK ». Choisissez ensuite Dogsitescorer et cliquez sur le bouton «

Calculer » pour exécuter dogsitescorer avec les parametres par défaut [129].

de#NBI
H Universitat Hamburg e Ao bt ZENTRUM FUR BIOINFORMATIK

DER FORSCHUNG | DER LEHRE | DER BIDUNG

PDB-Code (PDB Database) or UniProt accession number (AlphaFold Database) or search term:

® Uplozd Protein (PDB format): [ Choose File | Nofile chosen
® UploadLigand  (SDF format): [‘Choose File | No file chosen

T [ |
Figure IV. 7. Interface de serveur DogSiteScorer.

1.4.2 PrankWeb

PrankWeb est un serveur en ligne récemment congu permettant de prédire et de visualiser
les sites de liaison protéine-ligand. Elle permet également de comparer I'emplacement des
poches prédites avec les zones hautement conservées, ainsi qu'avec les sites de liaison réels. Le
code PDB a été entré dans la zone de recherche du serveur PrankWeb, et ensuite l'option «
Soumettre » a été sélectionnée pour lancer PrankWeb avec les parametres par défaut pour les
résultats [131, 132].
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(openANK About Help Reportissue

PrankWeb: Ligand Binding Site Prediction

PrankWeb builds upon P2Rank a machine learning-based method for prediction of ligand binding sites from protein structure

Please select input method

© Experimental structure Custom structure AlphaFold structure

PDB Code
4MOE

8 Use original structure
B Use conservation

elixir
\ CZECH
REPUBLIC
PrankWeb is a part of services provided by ELIXIR — European research infrastructure for biological information.
See services provided by ELIX c

ch Republic Node.

Terms of use | Po
This website is free and open to all users, including commercial, and there is no login requirement.

© PrankWeb, Charles University 2017-2025

Figure 1V. 8. Interface de serveur PrankWeb.

.43 ADMETIlab 2.0

ADMETIlab 2.0 est une plateforme en ligne optimisée congue pour [I'‘évaluation
systématique des propriétés d'absorption, de distribution, de métabolisme, d'excrétion et de
toxicité (ADME-Tox) des composés chimiques. Elle offre des prédictions complétes pour
plusieurs parametres liés a ADMET-Tox, dont [133, 134] :

e 17 propriétés physico-chimiques ;
e 13 propriétés de chimie médicinale ;
e 23 propriétés ADME (absorption, distribution, métabolisme et excrétion) ;

e 27 critéres de toxicité 8 regles toxicophores couvrant 751 sous-structures.

Les utilisateurs peuvent choisir entre deux modes de calcul [133-135] :

e Evaluation de molécule unique : évaluez des composés individuels et spécifiques.

e Criblage par lots : évaluez plusieurs composés simultanément.

ADMET]Iab 2.0 repose sur des modeles robustes développés grace a un cadre d'attention
multitdches basé sur des graphes, formés a partir de données expérimentales de haute qualité.
Cette approche garantit des prédictions précises et fiables. L'interface utilisateur a été
entierement repensée pour offrir une expérience intuitive et conviviale, rendant I'évaluation des
propriétés ADME-Tox accessible aux chimistes médicinaux et aux chercheurs en

développement de médicaments.
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A Home @ services BResources B Explanation [l Publications B Contact
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+ Molecules composed of more than 128 atoms are not recommended

Figure 1V. 9. Interface graphique de I’ADMET]Iab 2.0.

or evaluation

1.44 ProTox 3.0

ProTox 3.0 est un serveur en ligne congu pour prédire les toxicités des petites molécules.
Ce serveur web gratuit et accessible sans inscription permet aux utilisateurs d'évaluer le profil

toxicologique de composés chimiques en se basant sur leur structure [136].

ProTox 3.0 integre des modeles de similaire moléculaire et d'apprentissage automatique
pour prédire 61 toxicités, types tel que la toxicité aigué, la toxicité organique, la toxicité
clinique, les événements initiateurs moléculaires, les voies d'effets indésirables, plusieurs autres

parameétres toxicologiques et les toxicités hors cible [137].

Pour utiliser ProTox 3.0, il suffit de fournir le nom du composé ou sa structure chimique
2D en format SMILES. Le serveur analysera ensuite le composé et fournira un rapport détaillé
incluant les prédictions de toxicité pour chaque parametre, accompagne d'un score de confiance,

ainsi qu'un radar et un réseau illustrant le profil toxicologique global du composé.

Protox 3.0 se présente comme une plateforme informatique compléte et librement
accessible pour la prédiction de la toxicité in silico destinée aux toxicologues, aux organismes

de réglementation, aux chimistes computationnels et aux chimistes médicinaux [136, 137].
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Welcome to ProTox 3.0, a virtual lab for the prediction of toxicities of small molecules.

The prediction of compound toxicities is an important part of the drug design development process. Computational toxicity estimations are not only faster than
the determination of toxic doses in animals, but can also help to reduce the amount of animal experiments. To read more about reducing animal testing, go to
Animal Ethics 3R.

ProTox 3.0 incorporates molecular similarity, fragment propensities, most frequent features and (fragment similarity based CLUSTER cross-validation)
machine-leamning, based a total of 61 models for the prediction of toxicity endpoints such as acute toxicity, organ toxicity, toxicological endpoints, molecular
initiating events, metabolism, adverse outcomes (Tox21) pathways and toxicity targets. To predict the toxicity of a compound, please click here. For a
description of the server, methods and tutorials, go to FAQ. To see statistics about our fraining set as well as the cross-validation results, please go to
Statistics and Model info. To learn more about the difierent models, look into Models

Should you have further questions, do not hesitate to contact us!
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Figure IV. 10. Interface de ProTox 3.0.

Méthodes

I1.1 Teste de fiabilité de programmes Surflex-dock

11.1.1 L’écart quadratique moyen ou RMSD

Le RMSD (Root Mean Square Deviation) entre deux poses est une mesure géométrique
de la distance entre les positions atomiques de la structure expérimentale et celles de la structure
prédite du complexe ligand/site de liaison. La fiabilité d’un programme de docking est évaluée
en termes de capacité a reproduire des complexes protéine-ligand déterminés
expérimentalement. La valeur de déviation quadratigue moyenne ou RMSD entre la
conformation et I’orientation du ligand déterminée par le programme de docking et sa pose dans
le complexe expérimental doit étre le plus petit possible. Selon les références bibliographiques,
si la valeur de RMSD est inférieure ou égale a 2 A, la prédiction du positionnement d’un ligand
au sein de sa cible est considérée fiable [138-139]. Pour juger I'efficacité d'un programme de
docking moléculaire, il est courant de mener cette évaluation sur une centaine de complexes
cristallisés protéine-ligand [140- 142].

Dans le cadre de notre recherche, nous avons effectué un test de fiabilité basé sur la
méthode RMSD sur 200 complexes protéine-ligand choisis de maniére arbitraire a partir de la
PDB. Les complexes sont obtenus en format PDB aprés leur insertion dans la PDB, avec
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I'attribution d'un code spécifique pour chaque complexe. Le logiciel Surflex-dock a calculé les

valeurs de RMSD en se basant sur la commande ci-dessous :

Surflex-dock rms final-0. Mol2 ligand. mol2

11.1.2 Analyse visuelle

Le test d’analyse visuelle est une phase additionnelle au test RMSD. C'est é¢galement une
étape incontournable pour évaluer la performance du logiciel Surflex-dock, car elle offre la
possibilité de visualiser les résultats par le biais de la valeur numériqgue RMSD. Elle offre un
apercu sur les résultats numériques du RMSD en visualisant la superposition de la pose
théorique et la pose expérimentale d’un ligand [141, 143].

1.2 Réalisation du docking moléculaire par Surflex-dock
11.2.1 Préparation d’enzyme

Pour réussir efficacement le criblage virtuel, une simplification préliminaire du fichier
original de I'enzyme est indispensable. Etant donné que le complexe 4MOE est homodimérique,
nous avons retiré la chaine B et conservé seulement la chaine A en utilisant le logiciel
ViewerLite. L’enzyme est complexée par l'inhibiteur 1YL, ainsi que par les composants ou
hétéroatomes utilisés lors de la cristallisation, tels que les ions nitrates, 2-acetamido-2-deoxy-
beta-D-glucopyranose et le 1,2-éthanediol ont également été retirés (figure 1V.11). Les deux
éléments (enzyme et inhibiteur) du complexe ont été séparés dans des fichiers différents.
Surflex-dock nécessite le format. Mol2 pour réaliser le docking moléculaire. C’est pour cette
raison que nous avons recouru au logiciel Open Babel pour la transformation de notre enzyme

et des divers inhibiteurs analysés en format .mol2.
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Figure IV. 11. Structure des ligands existants dans le complexe 4MOE de 1’enzyme AChE. (a)
Dihydrotanshinone I, (b) 2-acetamido-2-deoxy-beta-D-glucopyranose, (c) 1,2-éthanediol, (d)

ions nitrates.

11.2.2 Préparation de I’inhibiteur

Le format .sdf en 3D du ligand est directement obtenu de la PDB ou de la chimiotheque
PubChem ; par la suite, les ligands (inhibiteurs testés) variés sont transformés en format .mol2

pour étre compatibles avec le docking via Surflex-dock, grace au programme Open Babel.

11.2.3 Docking par Surflex-dock

Nous avons realisé les étapes du docking moléculaire par le logiciel Surflex-dock selon le
protocole suivant.

e 1° étape : génération du protomol

Durant le processus de docking moléculaire, nous avons employé une pseudo-molécule
en tant qu'objectif auquel le ligand se fixe dans le site actif de I'enzyme ciblée. Il emploie trois
types de fragments (CH4, C=0 et NH) qu'il positionne dans le site actif a divers emplacements
et évalue progressivement. Les fragments qui ont obtenu les meilleurs scores sont
immediatement réunis pour constituer un protomol qui englobe la totalité du site actif [02, 107].

Pour la création de protomol nous avons utilise la commande suivante :

Surflex-dock proto ligand.mol2 protéine.mol2 pl

62



CHAPITRE IV : MATERIEL ET METHODES

L 4

o
v

Avant de commencer les calculs de docking, il est recommandé d'observer d'abord le
protomol avec le ligand de référence initial afin de vérifier que son volume et son étendue sont
correctement adaptés au site actif de I'enzyme AChE (figure 1V.12).

Figure 1V. 12. Visualisation du Protomol.mol2 représenté par types d’atomes en mode «

Lines » dans le site actif de I’AChE avec I’inhibiteur 1 YL coloré en verte.

e 2eme étape : le docking moléculaire

Cette étape nécessite la disponibilité de la protéine format .mol2, le protomol.mol2 créé
lors dans I’étape précédente ainsi qu'aux ligands sous format .mol2. Le docking moléculaire par
Surflex-dock permet d’avoir dix meilleures conformations de chaque ligand dans le site actif
analysé, triées selon leur score (Final-0, Final-1...Final-9). Cette étape a été effectuée en

employant la commande suivante :

Surflex-dock dock ligand.mol2 pl-protomol.mol2 protéine.mol?2

Le résultat de docking par Surflex-dock donne par défaut, les dix meilleures « conformés
» en Mt au format .mol2. Chaque conformée posséde trois scores (figure 1V.13) :
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- Le premier « final-0 » indique I’affinité ;

- Lesecond convient au degré de pénétration impropre du ligand dans la protéine nommé

« crash score », plus ce score est proche de 0 plus I’interaction est favorable ;

- Le troisiéme appelé « polar score » correspond au niveau de contribution des

interactions polaires.
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Figure VI. 13. Résultat de docking moléculaire donné par Surflex-dock.

11.3 Etude des interactions des meilleurs inhibiteurs

Cette étape est essentielle pour observer et quantifier les interactions entre I'inhibiteur

testé et les résidus du site actif de notre cible enzymatique. Nous avons utilisés le programme

Discovery Studio Visualiser pour réaliser cette étude.
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Figure 1V. 14. Visualisation des interactions de I’ AChE par le programme Discovery Studio

Visualiser.

I11. Prédiction de la similarité médicamenteuse

L'application de la méthode de filtrage ADME-TOX est essentielle pour la réussite de
cette étude. Elle repose sur l'utilisation des serveurs ADMETLAB 2.0 et ProTox 3.0 afin de
prédire les propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques et la toxicité des meilleurs

inhibiteurs proposées.
1.1 Filtrage ADEM-Tox

Le profii ADME-Tox dune molécule regroupe les parametres influencant sa
biodisponibilité dans I'organisme, notamment son absorption, sa distribution, son métabolisme,

son excrétion et sa toxicite [144].

Les propriétés ADME-Tox déterminées comme défavorables par les méthodes
expérimentales ont été identifiées comme étant la cause majeure d’échec dans le processus de

développement des molécules a visee thérapeutique [145]. Les outils d'évaluation in silico
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ADME-Tox ont été élaborés pour servir de soutien aux chimistes médicinaux dans la création
et I'amélioration de nouveaux composés a partir de la structure 2D de la molécule. C'est
pourquoi I'évaluation ADME-Tox est désormais une phase indispensable a appliquer avant

d'aborder la phase expérimentale [146].

I11.2 Propriétés physico-chimiques

111.2.1 Régle de Lipinski

Dés 1997, Lipinski et d'autres chercheurs ont établi des regles simples permettant
d’identifier rapidement, a grande échelle, des molécules présentant un profil "drug-like", c’est-
a-dire plus susceptibles de posséder les caractéristiques de biodisponibilité requises pour le

développement d’un candidat médicament [144].

Chaque molécule médicamenteuse envisagee doit répondre a divers critéres
fondamentaux, tels que son colt de fabrication réduit et sa solubilité. De plus, elle doit
également correspondre a des normes relatives a ses caractéristiques pharmacologiques en
matiére d'absorption, de distribution, de métabolisme, d'excrétion et de toxicité. La regle de
Lipinski, également appelée régle des 5, est utilisée pour déterminer la biodisponibilité d'un
compose administré par voie orale en se basant sur la structure 2D de la molécule évaluee [38].

Dans notre étude, nous avons appliqués les critéres suivants :

e Poids moléculaire (PM) <500 Da ;
e Coefficients de partage Octanol-Eau (log P) <5 ;
e [e nombre d’accepteur d’hydrogene <10 ;

e [e nombre de donneur d’hydrogene H <5.

111.2.2 La regle de Veber

D'autres regles basées sur le méme principe ont également été proposeées, telles que celles
de Veber, qui visent a évaluer la biodisponibilité orale. Aujourd’hui, ces régles sont souvent
mal comprises et largement utilisées comme filtres pour sélectionner les molécules. Cela peut
les rendre trop restrictives, limitant ainsi I'exploration de I'espace chimique dans certains projets
et les rendant difficilement applicables aux nouvelles molécules récemment approuvées par

I’administration des aliments et des médicaments (FDA) [147].

Deux autres criteres introduits par Veber sont souvent employés en complément avec la

regle des 5. Les critéres de cette regle sont [148] :
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e La surface polaire de la molécule TPSA < 140 A2:

e Nombre de liaisons a libre rotation < 10.

111.2.3 La solubilité dans I’eau

Est une grandeur correspondant a la masse maximale de soluté pouvant étre dissout dans
un litre de solution. A une température donnée, l'unité de solubilité est généralement exprimée

en mg / L (milligrammes par litre) ou en ppm (parties par million) [149].

111.2.4 Accessibilité a la synthese

Apres avoir examiné un panel de substances pour en déterminer leur activité, I'une des
questions les plus importantes a répondre concerne ’accessibilité synthétique relative aux
composés les plus intéressants. Bien que I'accessibilité synthétique ne soit pas le seul facteur a
prendre en compte lors de la définition des priorités pour le suivi, elle constitue I'un des facteurs
les plus importants et décisifs dans le succés ou I'échec de nombreux efforts d'optimisation
[150]. La marge de scores pour ces criteres était de 1 a 10. Plus la valeur d'un composé est

élevée, plus sa synthese devient complexe [151].

111.3 Propriétés pharmacocinétiques

La pharmacocinétique étudie le devenir du médicament au sein de I’organisme. Elle
correspond a 1’analyse qualitative et quantitative des différentes étapes que sont 1’absorption,
la distribution, le métabolisme et 1’élimination d’un médicament, en fonction du temps [152,

153].

111.3.1 L>absorption

L'absorption d’un médicament désigne le processus par lequel la substance active, sous
forme inchangée, pénetre dans I’organisme jusqu’a atteindre la circulation systémique, apres
avoir franchi une barriére physiologique spécifique a la voie d’administration utilisée. Cette
barriere peut étre, par exemple, la muqueuse intestinale lors d’une administration orale,
I’épiderme pour une administration cutanée, ou encore 1’épithélium pulmonaire en cas
d’inhalation. A ce titre, 1’absorption gastro-intestinale constitue un modéle de référence pour
prédire, de manicre in silico, I’absorption des molécules candidatent au développement

pharmaceutique [143, 152, 153].
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111.3.2 Perméabilité de la barriere hémato-encéphalique (BHE)

La barriére hémato-encéphalique ou Blood Brain Barrier (BBB) représente un systeme
de protection particulierement performant qui limite 1’accés des substances circulantes au tissu
cérébral, offrant ainsi une défense efficace contre les agents périphériques. Toutefois, cette
méme barriére constitue un obstacle majeur dans le développement de médicaments ciblant le
systeme nerveux central. Sa présence, combinée a la complexité anatomique et fonctionnelle
du cerveau, contribue a la faible probabilité de succes et aux délais prolongés associés a la mise

au point de thérapies a visée cerébrale [154].
111.3.3 Inhibition des cytochromes P450

Les cytochromes P450 forment une famille de protéines transmembranaires ubiquistes,
caractérisées par une grande homogénéité au niveau de leur site actif ainsi que par un cycle
catalytigue commun. Ces enzymes jouent un role central dans le métabolisme des
xénobiotiques, notamment les médicaments. Leur inhibition peut avoir des conséquences
pharmacocinétiques importantes, rendant essentielle leur prise en compte lors des étapes de
conception et d’évaluation des candidats-médicaments [155]. La connaissance de 1’interaction
des molécules avec les cytochromes P450 (CYP) est également essentielle car cette
superfamille d'iso enzymes est I’un des €éléments cl¢ dans I'¢limination des médicaments par
biotransformation métabolique. Elles existent sous plusieurs iso-formes (CYP1A2, CYP2C19,
CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4) [143, 156].

I11.4 La toxicité

La toxicité est I'un des éléments les plus inquiétants pour les concepteurs de médicaments,
en particulier lorsqu'ils passent aux phases cliniques. Effectivement, l'apparition d'effets
indésirables graves a cette étape entraine habituellement 1’annulation immédiate du
développement de la substance en question. Il est donc crucial d'examiner le potentiel toxique
d'une substance des les premiéeres phases de developpement, en se basant notamment sur sa

structure chimique [157].

111.4.1 L’Inhibition de HERG

Le gene humain HERG (human ether-a-go-go-related gene), code pour la sous-unité

alpha d’un canal potassique voltage-dépendant. L’inhibition des courants HERG entraine une
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prolongation du potentiel d’action cardiaque, ce qui peut induire un effet anti arythmique

bénéfique, classé comme effet de classe 111 [158].

111.4.2 Mutagénicité — Test d’Ames

Le test d’ Ames est une méthode de laboratoire permettant d’évaluer le potentiel mutagene
d’une substance, autrement dit sa capacité a altérer ’ADN des organismes vivants. Un résultat
positif suggere que la molécule testée pourrait avoir un effet cancérogene potentiel. Ce test
repose sur 1’utilisation de souches de Salmonella typhimurium génétiqguement modifiées. Ces
souches présentent des mutations qui les empéchent de synthétiser un acide amine essentiel a
leur croissance : I’histidine. Lorsqu'on expose ces bactéries a la substance a tester, celle-ci peut
provoquer de nouvelles mutations capables de rétablir la fonction du gene initialement altéré.
La bactérie retrouve alors la capacité de produire de I’histidine, devenant ainsi prototrophe, ce
qui lui permet de se développer sur un milieu dépourvu de cet acide aminé. Ce phénomeéne

indique que la substance testée posséde un caractere mutagéene [143, 159,160].

111.4.3 Etude du pouvoir cancérogéne

La cancérogénicité désigne la capacité d'une substance a provoquer le cancer dans
I’organisme. En général, les tests de cancérogénicité nécessitent une période d'observation
prolongée, souvent d’environ deux ans. Actuellement, seules les méthodes d’évaluation in vivo
sont bien établies. Ces tests sont généralement réalisés sur des souris ou des rats, qui sont
exposés a une substance donnée, puis I’apparition éventuelle de cancers est observée comme
principal indicateur. Le programme ADMET Iab prédit les résultats de son modéle basé sur des
données issues du National Toxicology Program (NTP) et de la Food and Drug Administration
(FDA) des Etats-Unis, qui résultent d'études de cancérogénicité in vivo menées pendant deux

ans sur des rongeurs [143, 161].

111.4.4 Toxicité aigue

Les tests de toxicité aigiie permettent d’évaluer le degré auquel une molécule peut nuire
a un organisme vivant. Ces tests se font habituellement sur différents organismes aquatiques

tels que :

> Les algues (algae) : Ce test permet d’évaluer la toxicité chronique des eaux par inhibition

de la croissance de I'algue d'eau douce.
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> Les crustacés (Daphnia magna) : Les daphnies sont des petits crustacés vivant
principalement en eau douce (riviére, étang, lac), espéces utilisées comme modele

biologique en toxicologie [162].

> Le test de la toxicité aigle sur Minnow : Pimephales promelas est une espéce de poisson
utilisée pour I’évaluation de la toxicité aigiie ; les poissons sont petits et faciles a cultiver en
laboratoire grace a leur cycle de vie court et leur taux de fertilisation et d’éclosion élevés

[163].
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Dans un premier lieu, notre approche implique de vérifier la fiabilité du programme de
docking moléculaire Surflex-dock, utilisé dans cette recherche. Ensuite, nous tenons a
approfondir notre compréhension des processus d'interaction entre lI'acétylcholinestérase et les
inhibiteurs issus de la PDB. Dans une partie finale, en nous basant sur les conclusions
précédentes, nous avons tenté de développer de nouveaux inhibiteurs tirés de la chimiotheque

Pubchem, capables d'inhiber plus efficacement I’enzyme AChE.
I. Validation de la fiabilité du systéeme de docking Surflex-dock

Pour vérifier si le protocole que nous venons de développer est correct, ainsi de s’assurer
de nos calculs et nos résultats de docking moléculaire obtenus, nous avons consideré pertinent
d'évaluer dans un premier temps la performance du programme Surflex-dock via les deux tests

suivants :

e Ecart quadratique moyen ou RMSD (Root Mean Square Deviation).

e Une analyse visuelle.

.1 L’écart quadratique moyen ou le RMSD

La capacité d'un algorithme a localiser correctement le ligand par rapport a son récepteur
est généralement évaluée en utilisant I'écart quadratique moyen (RMSD) du modele élaboré par
le logiciel par rapport & la structure cristalline. On considére qu'une prédiction n'est pas adéquate
si la différence dépasse 2 angstroms [139, 143].

Le test RMSD a été réalisé sur une série de 200 complexes protéine-ligand tirés de facon
aléatoire de la PDB. Au cours de ce test, nous avons évalué la capacité de Surflex-dock a prédire
I’emplacement correct de chaque ligand au sein du site actif de la protéine. La prédiction est
acceptable si les valeurs de RMSD ne dépassent pas 2 A [139]. Nous avons téléchargé les
complexes au format .pdb, puis ils ont été convertis au format. Mol2 par le programme Open
Babel. Les codes PDB des complexes et de leurs ligands ainsi que les valeurs de leurs RMSD

obtenus avec Surflex-dock sont mentionnés dans le tableau V.1.
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Tableaux V.1. Valeurs de RMSD des 200 complexes protéine-ligand utilisés pour tester

la fiabilité de programme Surflex-dock

Code Inhibiteur ~ RMSD (A) Code Inhibiteur ~ RMSD (A)
4EY5 E20 1,35 3ZHX FM6 1,69
4EY6 GNT 0,05 3ZHZ FM7 0,92
4MOF 1YK 0,24 3ZHY FM6 0,94
5HF9 HI6 0,92 3Z10 FM8 0,77
6CQU HI6 1,37 1QOH FOM 1,17
6CQV HI6 1,29 2EGH FOM 1,09
6CQY HI6 1,25 10NP FOM 1,87
6NTG HI6 0,70 3RAS DCV 0,13
6052 EPW 0,99 1T1S CBQ 0,77
6QEG K4K 0,54 2Y1D 34F 1,56
6QEH HZQ 0,06 2Y1J FMS 0,89
3PKC Y08 0,69 2Y1F 34F 1,85
3PKD Y10 1,53 400E FOM 1,96
3PKA Y02 1,78 1G27 BB1 1,58
3FMQ FUG 1,74 2G2A BB2 0,69
3PKE Y10 0,82 3M6R BB2 1,83
1R58 A05 1,66 2AIA SB8 0,35
1R5G A0l 1,59 1BSQ MLN 1,86
1R5H A02 1,30 5WBE 63E 151
3FMR TN4 1,67 1PTH SAL 1,29
1YW7 A4l 1,37 3N8X NIM 0,73
1YW9 A84 0,80 1CQE FLP 1,23
1Yws8 AT75 1,46 1Q4G BFL 0,94
2ADU R20 0,74 5U6X P6A 1,83
2EA2 Fr7 0,08 4012 MXM 0,62
4FLI Y16 1,90 10Q5 CEL 0,89
4FLK Y10 1,51 8ETO IBP 0,82
4FLL YZ6 1,74 3LNO 52B 0,54
41KU SHX 1,72 3MQE 416 1,42
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4U69 Q07 0,76 3NYG D72 1,18
4UGE Q02 0,15 3Q7D NPX 1,24
4U70 Q04 0,17 5JvZ FLP 1,01
4HXX 1AY 1,05 60FY ACD 0,62
4U1B Q08 0,63 1PXX DIF 0,36
4U6Z Q07 0,38 30LT ACD 0,81
4U71 Q03 0,63 3TZI ACD 1,30
2G6P HM2 0,46 4F1G LNL 1,30
2NQ6 HM4 0,25 4FM5 DFO 1,56
2NQ7 HM5 1,98 5W58 FF8 1,09
41KS TFD 0,55 1CVE ACD 0,85
41KT TRV 1,75 3N8Z FLP 0,40
4U6W Q08 0,77 3N8W FLP 1,16
1Q0H FOM 1,17 1EQG IBP 0,75
1TIR IMB 0,73 3HS5 ACD 0,37
1T1S CBQ 0,77 3HS6 EPA 1,52
2JCV FOM 0,52 3QMO NS4 1,9

3A06 FOM 0,04 4M11 MXM 1,1

3WQQ IB3 1,13 40TJ IXP 1,35
2EGH FOM 1,09 40TY LUR 1,54
3G5K BB2 1,71 4RRW LUR 0,22
1G2A BB2 0,69 4RRZ LUR 0,59
2Al8 SB7 0,80 4RS0 IBP 1,65
1IXNZ FCD 0,06 6V3R Y8A 1,41
1Q96 Al8 0,22 3NT1 NPS 0,65
2Q92 B23 0,04 SF1A SAL 1,27
2Q93 B21 1,28 5IKR ID8 0,89
2Q9%4 A04 0,05 S5IKT TLF 0,64
1YVM T™MG 0,79 4QP7 11UV 1,96
2GG0 Uil 1,62 4Y6P R77 1,10
2GGB u17 1,59 2WTH P48 0,9

2GG9 uUl16 1,81 2AI17 SP7 0,74
2GG8 ui1s 1,93 2A8 SP7 0,81
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2EV0 CTO 0,80 1RLA4 BLS 1,68
3KED DAB 0,94 3EPH BES 1,90
2RIP 34Q 1,64 2GG3 U13 0,33
3CHR 4BS 1,80 3FHR P40 0,1
3KWF B1Q 1,06 3CCC 7AC 0,83
3B7U KEL 1,20 20W6 Y13 0,88
4MOE 1YL 0,96 11XI BB2 1,78
4EY7 E20 0,79 2JFF LK2 0,76
6CQW HI6 0,41 2VTD LKM 1,13
6NTM HI6 1,12 3G5K BB2 1,6
6NTN HI6 1,45 3HRT 139 191
604W E20 1,27 3MPL LSG 0,74
6QEF HZW 1,64 2JFH LK1 1,38
4U73 Q02 1,83 20KL BB2 1,37
2JCX FOM 1,78 20S3 BB2 1,35
2Y1D 34F 1,56 2GG8 115 1,39
2Y1F 34F 1,85 2GG9 116 1,82
1B6A TN4 1,57 2GGO0 111 1
2BB7 QMS 0,76 2GG2 112 0,1
3C43 315 1,66 2GG7 114 1,16
3B7R BIR 1,07 2Q93 B21 1,28
7D90 HOL 0,85 TA12 QVK 1,48
6WV1 HI6 1,48 3P3S LEV 0,42
6WUY HI6 0,90 31U9 TO7 0,89
7D9P HOR 1,50 5JBL 6J8 1,26
7E3H E20 1,49 3Yw8 TO3 0,68
3ROI COK 1,23 7TA16 HZE 2,08
3ANL SYC 0,90 6QEI HZE 2,10
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6WVO HI6 5.82 2Y1G FM5 5.33
6050 EBW 15.95 2Q95 AQ5 7.27
6QED HZK 7.88 3ANM SYD 7.02
3D4L 605 10.01 4A03 F98 5.76
2P98 YE7 5.96 400F FOM 5.33
6GA2 Al9 5.40 4AIC FOM 5.44
41U6 Fz1 8.92 1EQH FLP 6.52
41KR PVP 8.17 4RRX LUR 5.59
1Q0L FOM 5.27 2EW5 Y12 10.16
4AIC FOM 5.43 2GG5 u19 5.56

Les deux graphes suivants montrent les résultats obtenus lors de I'évaluation de
programme Surflex-dock pour sa capacité a reproduire les modes d'interaction expérimentaux

des composés vis-a-vis de leurs récepteurs, les résultats sont montrés en pourcent (%).

Surflex-dock

Graphe V.1. Résultats en % du test RMSD a deux intervalles.
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Surflex-dock

pourcentage (%)

0-0,5 0,5-1 1-1,5 1,5-2 >2

RMSD en angstrom

Graphe V.2. Résultat en % obtenu par Surflex-dock a divers intervalles de RMSD.

Les données du graphe V.1 indiquent que Surflex-dock est un logiciel de docking
moléculaire efficace. Effectivement, 180 complexes affichent un RMSD inférieur ou égal & 2A,
ce qui représente un taux de 90%. Et qu’uniquement 20 complexes affichent un RMSD

supérieur a 2 A, ce qui équivaut & une proportion de 10%.

La meilleure prédiction du positionnement du ligand de complexe cristallographique et
celles de ligand amarré par Surflex-dock est représentée par un RMSD égale 20,05 A. Par contre
le mauvais RMSD est représenté par une valeur de 15.95 A. D'aprés le graphe V. 2, la plupart

des meilleures valeurs RMSD se situent dans I’intervalle] 0,5 - 1A] environ 30%.

Notre calcule est conforme aux résultats de Chikhi A, (2007), ou le logiciel Surflex-dock
a été comparé a deux autres programmes (FlexX et Anguslab) en utilisant 126 complexes
protéine-ligand. 1l a démontré que 88,4% des valeurs de RMSD déterminées par Surflex-dock
sont inférieures ou égales & 2 A [164]. De plus, nos résultats sont en accord avec les travaux
obtenus par Boucherit et al. (2014), ou la fiabilité de programme Surflex-dock et le logiciel
GOLD a été étudié (étude comparative entre la performance de deux logiciels). GOLD reproduit
bien les données expérimentales, et a un degré moindre Surflex-dock. 79.16% des valeurs de
RMSD sont inférieures ou égale & 2 A pour le premier et 66 % pour le deuxiéme [114]. Aussi,

le méme logiciel est utilisé par Teniou S, (2012) ou la performance de programme Surflex-dock
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a été évalué. lls révelent un pourcentage de 85.8% des valeurs de RMSD inférieures ou égale a
2 A sur 134 complexes testés [107].

.2 Analyse visuelle

L'analyse visuelle soutient fermement les résultats du RMSD, démontrant a chaque fois
un alignement maximal entre la conformation optimale du ligand déterminée par Surflex-dock
et la géométrie de ce méme ligand obtenue par diffraction des rayons X. L’analyse visuelle est
réalisée par le programme Viewerlite.

Nous avons choisi trois résultats de docking de différents complexes AChE-inhibiteur.
Les codes de notre enzyme, les inhibiteurs testés ainsi que les valeurs de RMSD sont présentés
dans le tableau V. 2 ci-dessous.

Tableaux V.2. Valeurs de RMSD de trois complexes AChE-inhibiteur

Code d’enzyme Inhibiteur RMSD
6CQW HI6 0,41
4EY6 GNT 2.93
7XN1 THA 5.27

Les résultats du docking moléculaire de trois complexes de notre cible enzymatique
portés les codes : 6CQW, 4EY6 et 7XN1 sont montrés dans les figures V.1, V.2 et V.3
suivantes. La conformation des ligands générés par le docking moléculaire (vert) est comparéee

avec la pose expérimentale de méme ligand (rose).
Selon ces données, nous obtenons :

* Pour I’inhibiteur HI6, avec un RMSD de 0,41 A ; la superposition est impeccable. Elle
affiche une configuration spatiale qui peut étre superposée a celle obtenue par expérimentation
(figure V.1) ;

« Pour I’inhibiteur GNT, avec un RMSD de 2.93 A, la superposition est moins importante
que dans la premiere situation (figure V.2) ;

* Pour I’inhibiteur THA, affichant un RMSD de 5.27 A ; la superposition des deux
inhibiteurs n'est pas satisfaisante, c'est-a-dire que le ligand docké se trouve mal positionné

spatialement par rapport au ligand co-cristallisé (figure V.3).
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Figure V.2. Superposition du ligand GNT donné par PDB (coloré en rose) et du finale-0

calculé par Surflex-dock (coloré en vert) du complexe 4EY®.
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Conclusion

Le test RMSD et I'analyse visuelle nous permet de conclure, que le logiciel Surflex-dock
est fonctionné correctement et peut étre utilisé pour prédire ou modéliser le mode d'interaction
de différents inhibiteurs testés avec la cible acétylcholinestérase d'une part, et I'évaluation de

I'affinité de complexes protéine-ligand obtenus d'autre part.

Il1. Etude des interactions intervenant dans ’inhibition de I’AChE humaine

par divers inhibiteurs provenant de la PDB
Afin de découvrir de nouveaux inhibiteurs plus performants de I'enzyme
acetylcholinestérase, nous avons pris comme point de départ les inhibiteurs présents dans la
PDB. Nous avons utilisé la méthode du docking moléculaire avec le logiciel Surflex-dock pour

simuler la fagon dont ces inhibiteurs interagissent avec notre cible enzymatique.

1.1 Choix du complexe

Notre étude porte sur I'enzyme acétylcholinestérase, dont la structure est extraite de la
PDB. Nous avons choisi le code 4MOE, qui offre une résolution de 2 A, notre critére principal
de sélection. Un autre critére tout aussi crucial est la présence d'un inhibiteur dans le site actif
de notre cible enzymatique. Les caractéristiques de cette enzyme sont regroupées dans le

tableau V. 4 ci-dessous.

Tableaux V. 3. Caractéristiques du complexe 4MOE [165]

Molécule Acétylcholinestérase
Complexe AMOE
Classification Hydrolase
Organisme Homo sapiens
N de chaine 2 chaines AetB
Inhibiteur 1YL
Résolution 2A
Tyr72- Asp74- Glyl21- Glyl122- Tyrl24-
Résidus de site actif Trp286-His284- Leu289- GIn291- Glu292-

Ser293- Val294-Phe295- Arg296- Phe297-
Tyr337- Phe338- Tyr341-Gly342- His447.
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1.2 Identification de site actif
11.2.1 Notion de site actif
Le r6le des enzymes est associé a la présence d'un site spécifique dans leur structure connu

sous le nom de site actif. De maniere simplifiée, il prend la forme d'une cavité ou d'un sillon
dans lequel les substrats vont se fixer a travers plusieurs liaisons chimiques de faible intensité.
Une fois établis, les substrats vont intervenir et se convertir en produits. Il s’agit d’une zone
privilégi¢e de ’enzyme, située dans la zone hydrophobe de la protéine. Il est de petite taille
relativement au volume de la protéine. Le site actif se divise en deux sections [166, 167] :

e Le site de liaison/fixation/reconnaissance : il détecte la complémentarité de forme avec

un substrat particulier a I'enzyme.

e Le site catalytique : il facilite la réaction qui convertit le substrat en produit.

11.2.2 Identification du site de liaison du ligand
11.2.2.1 Serveur DoGSiteScorer
Le serveur DoGSiteScorer montre qu'il existe 11 sites de liaison potentiels (figure V.4).

Les résultats de ce serveur sont démontres dans le tableau V.5 au-dessous. Les poches avec un
score de pharmacobilité plus élevé sont considerées comme plus susceptibles d'étre
médicamentées. Une poche médicament able est généralement caractérisée par un volume de
poche important, une profondeur élevée ainsi qu'un rapport d'acides aminés apolaires élevé, ce
qui signifie que cette poche est considérée comme médicament able [168]. La premiére poche
(P_0) représentée en orange (figure V. 4) a été identifiée comme la principale sur la base des
données bibliographiques sur la structure de cette enzyme, qui ont été discutées au chapitre I1.
De plus, en raison de la présence d'un inhibiteur compétitif lié a la structure cristalline de
I'enzyme étudiée chargée a partir de la banque PDB. Elle est caractérisée par :

— Laplus grande poche (P_0), a un volume de 912,16 A3 ;

— Un rapport d'acides amineés apolaires de 0,36 ;

— Donneurs de liaisons hydrogene : 23 ;

— Accepteurs de liaisons hydrogéne : 78 ;

— Interactions hydrophobes : 61 ;

— Rapport d'hydrophobicité : 0,38.
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Tableaux V.4. Les poches de liaison pour le code 4MOE prédites par le Serveur
DoGSiteScorer
Volume A3

Nom

PO
P 1
P2
P3
P 4
P5
P 6
P7
P8
P9
P 10

912,16
796.1

434.07
422.73
299.95
271.67
246.26
211.82
178.57
168.42
151.2

Surface Az

1088,06
966.22
513.28
459.38
435.33
363.02
328.36
314.86
330.2
389.83
107.55

Score de drogue

0,83
0.76
0.62
0.66
0.55
0.38
0.52
0.43
0.33
0.32
0.51

Figure V.4. Les poches de liaison prédites par le serveur DoGSiteScorer (code 4MOE).
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11.2.2.2 PrankWeb

Le serveur PrankWeb [169, 132] montre qu'il existe un site de liaison potentiel (figure
V.5). Ce site aun score de poche égale a 1,24. Le site détecté (poche rouge) contient les résidus
suivants : Tyr72- Asp74- Gly121- Gly122- Tyr124-Trp286-His284- Leu289- GIn291- Glu292-
Ser293- Val294- Phe295- Arg296- Phe297- Tyr337- Phe338- Tyr341-Gly342- His447.

T T T I T T I T 1
400 &10 620 630 &40 650 60 670 5ED 630

SEQUENCE
BINDING
i 0B B i
b POCKETS

Figure V.5. Site de liaison prédit représenté en rouge a l'aide de serveur PrankWeb (1D
PDB : 4MOE).

11.3 Docking moléculaire des inhibiteurs provenant de la PDB

Le docking de 11 molécules issues de la base PDB, au format. Mol2 et portant des codes
distincts, est réalisé sur la structure 4MOE. Le tableau V. 5 ci-dessous présente les structures,
les noms ainsi que les résultats du docking de ces inhibiteurs réalisés avec le programme

Surflex-dock.
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Tableaux V.5. Les scores d’affinité de 11 inhibiteurs obtenus suite au docking moléculaire

avec Surflex-dock

Ligand | Affinité Nom chimique Structure
(M™)
1YL 4,49 Dihydrotanshinone |
[170] -
HUP 1.40 Huperzine A
[171]

GNT 1.50 | GALANTHAMINE
[171] RO G

E20 4.14 1-BENZYL-4-[(5,6-

[165] DIMETHOXY-1- B
INDANON-2-
YL)METHYL]PIPERIDIN
E

1YK 2.17 Territrem B

[172]
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4(AMINOCARBONYL)-1-

HI16 3.52 [{2-[(E)-
[173] (HYDROXYIMINO)METH
YL]PYRIDINIUM-1-
YL}METHOXY)METHYL
JPYRIDINIUM
4-(5-{4-
EBW 1.60 [DIMETHYL(PROP-2-
[173] ENYL)AMMONIO]PHEN
YL}-3-OXOPENTYL)-
N,N-DIMETHYL-N-PROP- _
2- '
ENYLBENZENAMINIUM
(2R)-2-[[4-fluoranyl-1-[(4-
HOL 4.65 fluorophenyl)methyl]piperid ’/©/
[174] in-4-yllmethyl]-5,6- )
dimethoxy-2,3-
dihydroinden-1-one
B o
(2S)-2-[[4-fluoranyl-1-[(3- |
H1R 3.76 | fluorophenyl)methyl]piperid ’/Ii.:l
[174] in-4-yllmethyl]-5,6- Q
dimethoxy-2,3- = £
dihydroinden-1-one . B
HOR 3.35 2S)-2-[[4-fluoranyl-1-[(2- -
[174] fluorophenyl)methyl]piperid B

in-4-yllmethyl]-5,6-
dimethoxy-2,3-
dihydroinden-1-one
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THA 3.97 TACRINE
[175]

Ce tableau indique que parmi les structures examinées, le composé 1YL
(Dihydrotanshinone 1), qui possede une affinité de 4,49 M, se distingue comme I'inhibiteur le
plus puissant de l'acétylcholinestérase humaine. Nous avons donc sélectionné ce composé en
tant qu'exemple afin d’analyser les diverses interactions établies entre I’AChE et cet inhibiteur.

En outre, il est indispensable d'examiner les résultats du docking moléculaire afin
d'apprécier les interactions entre les résidus d'acides aminés de I'enzyme et les atomes de
I'inhibiteur. Cette étude peut apporter des éclaircissements sur la maniére dont les molécules
interagissent et comment cela pourrait influencer I'activité de I'enzyme. Pour cette raison, nous
avons choisi l'inhibiteur le plus efficace (1YL) pour notre enzyme dans le but d'examiner les

interactions en 3D liées a la création du complexe correspondant.

1.4 Analyse visuelle des interactions 4MOE-1YL

Dans la perspective de proposer de nouveaux inhibiteurs de I’acétylcholinestérase il nous
a semblé judicieux d'étudier, en premier lieu, le mécanisme d'inhibition mis en place par le
meilleur inhibiteur de notre cible enzymatique, en utilisant toujours le méme complexe (4MOE).

Ceci concerne l'inhibiteur 1YL, avec une affinité de 4,49 M. L'analyse des interactions
de ce composé au niveau du site actif de 4MOE a été effectuée grace aux logiciels Biovia
Discovery Studio Visualizer, permettant d'observer et d'étudier le nombre et le type de liaison
constituant ce complexe. Ce dernier est capable d'identifier les différents types de contacts
impliqués dans les interactions d'amarrage, tels que les liaisons hydrogene, électrostatiques et
hydrophobes.

Parmi les 11 inhibiteurs étudiés, le composé 1YL se présente comme le meilleur
inhibiteur de I'acétylcholinestérase. Son orientation dans le site de liaison de cette enzyme est

représentée sur la figure V.6 ci-dessous.

93



CHAPITRE V : RESULTATS ET DISCUSSIONS

Figure V. 6. Mode de liaison du ligand 1YL avec le site actif de I’AChE.

11.4.1 Les interactions hydrophobes

La stabilité de cet inhibiteur au sein du site actif est assurée par plusieurs interactions

hydrophobes, ou il existe une liaison entre I'inhibiteur 1YL et :

- L'acide aminé Tyr124 avec une distance de 5,06 A ;

- La Tyr341 a une distance de 4,31 A ;

- Une interaction avec la Tyr72 avec une distance de 4,95 A ;
- Enfin, la Trp286 avec une distance de 4,80 A.

Ceci est montré dans la figure V.7 suivante.
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Figure V.7. Interactions hydrophobiques formées par le ligand 1YL avec le site actif de
I’AChE.

11.4.2 Les interactions hydrogéne
Le logiciel Surflex-dock, en simulant les réactions du complexe 4MOE-1YL, révéle une
affinité de 4,49 M qui se traduit par la création de quatre liaisons hydrogéne dans le site actif
de I'AChE.
- La 1° liaison hydrogéne est formée entre le groupement carbonyle du résidu VVal294 et
I'oxygeéne de ligand avec une distance de 2,64 A ;
- La2°™ liaison entre I’atome d’oxygeéne de ligand et le HOH715 de site actif de I’enzyme
par une distance égale 2 2.52 A ;
- La troisieme liaison se situe entre I'atome d'hydrogene numéro 3 de I’inhibiteur et le
nitrogéne du site actif du résidu Phe295 avec une distance de 2,81 A.
- La quatrieme liaison se situe entre I’atome d’hydrogene numéro 9 de I’inhibiteur et le
groupement hydroxyle OH du site actif du résidu Tyr337 avec une distance de 2,16 A.
- Laderniere liaison hydrogene est réalisée entre le deuxiéeme atome d'oxygéne du ligand

et le nitrogéne du résidu Phe295, avec une distance de 1,04 A.
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Chaque liaison établie entre le site d’interaction de notre cible et I’inhibiteur 1YL sont

résumeées sur la figure V.8 suivante.

o = \Q L1294  _2.B4",

Figure V. 8. Interactions entre I’inhibiteur 1YL et les acides aminés de I’ AChE. Projection

3D visualisés par Discovery Studio Visualizer.
I11.  Proposition de nouveaux inhibiteurs de ’acétylcholinestérase

Nous avons choisi le meilleur inhibiteur (1YL) issu de recherches précédentes comme
référence, dans le but de déterminer de nouveaux inhibiteurs pour la cible enzymatique

acétylcholinestérase humaine a partir de la chimiothéque Pubchem.

I11.1  Inhibition de ’AChE par les similaires de I’inhibiteur 1YL
Dans le but de découvrir de nouveaux inhibiteurs plus puissants de I’AChE, nous avons
réalisés un docking moléculaire par Surflex-dock d'une collection de 215 similaires présentant
une homologie structurale de 90 % a notre ligand de référence. Ces composés chimiques sont
téléchargés a partir de la banque de donnée Pubchem.
On peut examiner la position de chaque similaire sur le site actif de I'enzyme AChE, et

par conséquent, définir les interactions entre les résidus actifs du site et I'inhibiteur testé. On
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sélectionne l'inhibiteur optimal en évaluant les scores d'affinité par rapport a l'inhibiteur de
référence 1YL. Les scores d'affinité les plus élevés indiquent une interaction plus significative
entre le ligand et la protéine cible. Les résultats de simulation par Surflex-dock sont représentés
dans le tableau V.6 suivant :

Tableaux V. 6. Résultat de docking avec le logiciel Surflex-dock dans le site actif de I’AChE

N Code de Affinité N Code de Affinité
Pinhibiteur (M) Pinhibiteur (M)
01 CID_163001346 4,69 108 CID_63019153 6,15
02 CID_163009742  -2029,39 109 CID_13432710 5,60
03 CID_163009743 5,09 110 CID_12028104 4,42
04 CID_163033659 4,16 11 CID_13432711 6,36
05 CID_164516862 7,70 112 CID_11288822 5,46
06 CID_165430718 -0,30 113 CID_25187493 7,74
07 CID_162869362 4,68 114 CID_25187490 5,12
08 CID_162863925 5,45 115 CID_25166865 2,99
09 CID_157820605 4,24 116 CID_25166864 4,43
10 CID_157820604 571 117 CID_45095077 5,79
11 CID_145652625 6,03 118 CID_16091030 4,79
12 CID_143684630 4,43 119 CID_24973258 3,32
13 CID_40785034 6,76 120 CID_16091031 5,74
14 CID_132472700 7,29 121 CID_162863925 5,45
15 CID_129967628 5,04 122 CID_101056497 3,79
16 CID_102392563 3,63 123 CID_89072231 2,69
17 CID_71387346 1,24 124 CID_145652625 6,03
18 CID_143788359 5,88 125 CID_108023216 4,21
19 CID_157820605 4,24 126 CID_102374834 2,40
20 CID_114968343 6,75 127 CID_85776600 4,86
21 CID_101056502 6,52 128 CID_129320227 5,68
22 CID_115812305 5,55 129 CID_101056496 5,66
23 CID_143684667 -0,33 130 CID_102032030 2,15
24 CID_143829428 5,13 131 CID_102374833 531
25 CID_24937858 5,53 132 CID_124307422 3,83
26 CID_143684688 2,61 133 CID_40785034 6,76
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27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

CID_24937857
CID_143684649
CID_101056503
CID_163597151
CID_143684638
CID_143788349
CID_145583777
CID_155470377
CID_153573124
CID_158985109
CID_163508483
CID_153525093
CID_158409292
CID_163813635
CID_170600031
CID_10956465
CID_169962596
CID_16091018
CID_16091017
CID_11150016
CID_169937131
CID_14609846
CID_171545994
CID_163809674
CID_2825197
CID_143829432
CID_169937176
CID_14711697
CID_143993725
CID_12028101
CID_63019516
CID-366408
CID_44425164

4,41
4,92
4,80
4,79
5,42
3,65
4,43
3,97
5,00
4,47
6,16
4,49
6,34
2,62
3,58
6,17
6,47
2,51
5,36
5,42
4,46
4,96
5,69
5,86
5,49
2,71
6,76
5,14
5,59
2,33
5,43

5.65

6.60
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134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166

CID_157820606
CID_157820604
CID_132472700
CID_63021080
CID_162869362
CID_102392563
CID_124307484
CID_101167115
CID_70299666
CID_71387343
CID_63021603
CID_89072232
CID_143684630
CID_81876938
CID_63021260
CID_63021429
CID_89264927
CID_100951166
CID_101363983
CID_78385278
CID_63019866
CID_70299670
CID_63731842
CID_63730810
CID_63731841
CID_70890985
CID_124307485
CID_101539593
CID_124307421
CID_63731841
CID_13386215
CID_24937852
CID_13160200

4,54
5,71
7,29
5,77
4,68
3,63
6,17
5,41
6,13
1,67
5,13
2,20
4,43
6,84
5,33
3,20
3,50
8,07
2,43
6,55
5,56
3,20
7,12
5,20
2,83
4,62
1,84
3,45
4,92
5,63
5,68
4.50
541
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60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

CID_124416
CID_137649279
CID_496348
CID_94303
CID_145993296
CID_89406
CID_389885
CID_160254
CID_5316743
CID_137649279
CID_137657217
CID_11425923
CID_9995530
CID_44406039
CID_44406082
CID_124268
CID_5319568
CID_24937978
CID_44406050
CID_139071911
CID_15743022
CID_164381
CID_44393577
CID_133561394
CID_14414396
CID_85086900
CID_102004882
CID_90668250
CID_15743026
CID_40785034
CID_90665670
CID_358230
CID_75024890

5.49
2.15
414
2.48
3.91
5.96
2.46
5.53
5.13
2.15
4.99
4.97
5.82
1.01
2.56
491
6.24
5.24
1.87
2.93
4.59
3.89
3.18
6.44
6.66
5.85
8.52
4.77
3.96
5.28
4.10
4.73
5.57
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167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199

CID_364370
CID_415996
CID_603999
CID_607350
CID_624204

CID_1550519

CID_10859920

CID_11022243

CID_24937855.

CID_24937856
CID_70263288
CID_24937857
CID_70296229
CID_24937858
CID_24937975
CID_24937976
CID_24937977
CID_24937979
CID_70299775
CID_24986637
CID_25052771
CID_46178355
CID_25055024
CID_57568881
CID_57692833
CID_70298845
CID_68920724
CID_70258809
CID_70300959
CID_70498228
CID_71019287
CID_89269335
CID_89904284

5.03
5.06
4.32
3.80
5.72
414
2.62
4.50
4.04
2.71
5.23
4.43
2.64
5.31
2.92
4.33
4.61
6.08
3.43
5.43
3.91
1.99
3.91
5.84
5.24
3.80
7.45
3.57
7.20
6.17
4.77
3.72
5.52
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93 CID_14609848  5.78 200 CID_89911665 2.71
94 CID_10826049 4.71 201 CID_118082931 1.63
95 CID_102004770  8.53 202 CID_118083177 3.57
96 CID_102453305 4.54 203 CID_124010255 5.11
97 CID_102453306  4.28 204 CID_130398868 3.71
98 CID_129750941  5.00 205 CID_142428131 4.99
99 CID_132517808  3.85 206 CID_142627577 4.20
100 CID_129839622  5.72 207 CID_142730233 2.98
101 CID_132602378  5.96 208 CID_143684630 6.49
102 CID_133613136  4.95 209 CID_11716218 4.95
103 CID_24937854  3.90 210 CID_11778300 5.87
104 CID_101493018 7.86 211 CID_162957660 5.07
105 CID_147007780  7.15 212 CID_10655561 4.56
106 CID_162863926  4.58 213 CID_22895764 5.09
107 CID_22899213 7.14 214 CID_22899221 2.68

I11.2 Sélection des meilleures similaires

Le docking avec Surflex-dock, nous a permis de calculer I'Affinité de 215 similaires du
I’inhibiteur provenant de la chimiothéque Pubchem. A la lumiére des résultats obtenus dans le
tableau V.6, les trois similaires N°86 (CID_102004882) et N°95 (CID_102004770) et N°151
(CID_100951166) donnent la meilleure affinité (8,52 M, 8,53 M1 et 8,07 M1 respectivement).
Supérieur a celle de I'inhibiteur 1YL (4,49 M™). Les inhibiteurs choisis sont représentés dans le

tableau V.7 ci-dessous.

100



&—

CHAPITRE V : RESULTATS ET DISCUSSIONS

o

) 4

—o

Tableaux V.7. Donnée chimiques et structurales des similaires choisis comme meilleurs

Code de

P’inhibiteur

C1D_102004882

C1D_102004770

CID_100951166

inhibiteurs

Structure

101

Nom chimique

(1R)-1,6-
dimethyl-
1,2,8,9-
tetrahydronapht
ho[1,2-
g][1]benzofura
n-10,11-dione

(1R)-1-methyl-
6-methylidene-
2,7,8,9-
tetrahydro-1H-
naphtho[1,2-
g][1]benzofura
n-10,11-dione

Ethyl 5-oxo-
11H-indeno
[1,2-
c]isochromene-

9-carboxylate

Affinité
(M)

8,52

8,53

8,07
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I11.3 Etude des interactions des inhibiteurs proposés

Le positionnement de ces composés sur le site actif de notre enzyme cible, I'AChE,
fournit plusieurs données pertinentes relatives aux liaisons établies entre eux. Nous avons

employé le logiciel Discovery Studio Visualizer pour observer et examiner le nombre et la

nature des liaisons créées entre le complexe enzyme-inhibiteur.

111.3.1 Analyse visuelle de 4MOE- CID_102004882

La modélisation de I’interaction AChE- CID_102004882 simulé par docking moléculaire
avec Surflex-dock nous a permis d’obtenir un complexe plus stable (figure V. 9) avec une
affinité égale a 8,52 M™. Cette affinité résulte de la mise en place de 9 ponts hydrogéne et
plusieurs interactions hydrophobiques. Les longueurs et les orientations spatiales des

différentes liaisons hydrogéne obtenues sont résumeées sur le tableau suivant :

Tableaux V. 8. Liaisons hydrogénes établies par composé CID_102004882.

Liaison H Atomes de ligand Atome et résidus de site
actif
1 O H-O HOH 715
2 0 (3) H-N  Phe 295
3 0(2) H-N  Phe295
4 O H-C Phe 295
5 O H-N Val294
6 O H-O HOH 857
7 o) OH  Tyri24
8 H OH Tyrl24
9 H OH  Tyr337

102

Distance (A)

2,66
2,49
1,88
2,69
2,17
3,01
2,95
2,98
2,36
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Figure V. 9. Interaction entre le ligand CID 102004882 et les acides aminés de I’ AChE.
De plus, l'analyse visuelle montre que l'inhibiteur (1R) -1,6-dimethyl-1, 2, 8,9
tetrahydronaphtho [1,2-g] [1] benzofuran-10,11-dione dont le code ID est CID_102004882 est

stabilisé par la formation des liaisons hydrophobes avec les résidus Phe297, Tyr124, TYR341,
Phe338, Trp286 (figure V.10).

Figure V. 10. Visualisations des interactions hydrophobiques dans le site actif de la 4MOE
avec CID_102004882.
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111.3.2 Analyse visuelle de 4MOE- CID_102004770

En visualisant le site d’interactions de 1’acétylcholinestérase, le ligand (1R)-1-methyl-6-
methylidene-2, 7, 8,9-tetrahydro-1H-naphtho [1,2-g] [1] benzofuran-10,11-dione dont le code
ID est CID_102004770 a montré une bonne affinité avec les résidus du site actif (8,53 M™).
Cette affinité qui est a l'origine de son potentiel inhibiteur, se traduit par la formation des
liaisons des interactions hydrophobiques avec les résidus Phe297, Phe338, Tyr337, Tyrl24,
Tyr72, Trp286, Tyr341.

TYR124

Figure V. 11. Interactions hydrophobiques formées par le ligand CID_102004770.

La modélisation de I’interaction AChE- CID_102004770 simulé par docking moléculaire
avec Surflex-dock nous a permis d’obtenir un complexe plus stable (figure V. 12) avec une
affinité égale a 8,53 M. Cette affinité résulte de la mise en place de six ponts hydrogéne. Les
longueurs et les orientations spatiales des différentes liaisons hydrogéne obtenues sont

résumées sur le tableau V.9 suivant :
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Figure V. 12. Interactions hydrogene formées entre les acides aminés de site actif et
I’inhibiteur CID 102004770
Tableaux V. 9. Liaisons hydrogene établies par le composé CID_102004770

Liaison H Atomes de Atome et résidus de site Distance (A)
ligand actif
1 O H-O HOH 715 2,57
2 O H-N  Val294 2,44
3 O H-N  Phe295 1,99
4 0 (1) C-OH Tyr124 2,34
5 C H-OH Tyr337 2,62
6 C H-OH Tyr337 2,69

111.3.3 Analyse visuelle de 4MOE- CID_100951166

D'apres les résultats de 1'analyse 3D, nous avons noté que I’inhibiteur CID_ 100951166
(Affinité égale a 8,07 M™) se lie par plusieurs interactions hydrophobiques avec les acides
aminés de site actif de I’AChE : Tyr124, Tyr341, Trp286, His287.
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FigureV.13. Interactions hydrophobiques formeées par 4MOE avec CID_100951166.

Dautres liaisons sont impliquées, notamment des liaisons hydrogene entre le complexe
4MOE-CID_100951166 (six ponts hydrogeéne au total). Les résidus intervenants sont : Phe295,
Val294, Trp296, His287 et trois molécules d’eau (HOH1216, HOH984 et HOH1151). Les
caractéristiques de chaque liaison établie entre le site d’interaction de la cible et 1’inhibiteur

CID_100951166 sont réesumees sur la figure V. 14 et le tableau V.10 suivants :
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Figure V.14. Caractéristiques des liaisons formées entre le site d’interaction de la cible et le
ligand CID_100951166.
Tableaux V. 10. Liaisons hydrogéne établies par I’inhibiteur CID 100951166

Liaison H  Atomes de ligand Atome et résidus de site Distance (A)
actif
1 @) H-N Phe295 2,06
2 @) H-C Val294 2,65
3 H H-O HOH1216 2,99
4 o) H-N(2) His287 2,46
5 @) H-O HOH1151 1,71
6 O H-O Trp286 2,53
7 @) H-O HOH984 2,24

IV. Prédiction de la similarité médicamenteuse

Nous avons jugé pertinent de compléter notre étude en évaluant les propriétés ADME-
Tox des principales molécules sélectionnées dans notre recherche. En effet, bien qu'une forte
affinité pour la cible ne garantisse pas une application thérapeutique systématique, une toxicité
élevée ou des parameétres pharmacocinétiques inappropriés empéchent leur utilisation chez

I'nomme. Nous avons fait appel aux serveurs en ligne ADMETIlab 2.0 et ProTox 3.0 pour ce
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réalisé. Les résultats obtenus ont ensuite été comparés a ce de la molécule de référence (ILY).

Les valeurs des différentes propriétés observées sont présentées dans les tableaux ci-dessous.

IV.1 Propriétés physicochimiques

IV.1.1 Vérification des regles de Lipinski et de Veber

Nous avons estimé les parametres physicochimiques des inhibiteurs les plus prometteurs
de la 1YL en utilisant le serveur ADMET]Iab 2.0.
Tableau V. 11. Propriétés physicochimiques prédites

Molécule
1YL CID_102004882 CID_100951166 CID_102004770
Propriété
MW 278.090 280.110 306.090 280.110
Nha 3 4 3
3
Nhd 0 0 0 0
Nrot 0 0 3 0
TPSA 43.37 43.370 56.510 43.370
LogP 2.816 4.337 4.385 4.013

MW : Masse moléculaire.

Nha : Nombre d'accepteurs de liaisons hydrogene.

Nhd : Nombre de donneurs de liaisons hydrogéne.

Nrot : Nombre de liaisons de rotation.

TPSA : Surface polaire topologique.

LogP : logarithme du coefficient de partition entre les phases H>O/Octanol.

Le tableau IV. 11 indique que les trois inhibiteurs proposés, tout comme le 1YL, satisfont

favorablement a la fois la regle de Lipinski et celle de Veber. Selon la regle de Lipinski, les trois
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composés ont un poids moléculaire qui ne depasse pas 500 Da et un coefficient de partage qui
est inférieur a 5. En ce qui concerne la régle de Veber, la surface polaire de ces composés est
inférieure & 140 A2, Cela inclut un nombre de liaisons de rotation inférieur ou égal & 10 pour
les trois inhibiteurs. On peut donc affirmer que les conclusions tirées des deux regles indiquent
que les tois inhibiteurs suggérés ont une biodisponibilité orale favorable (une probabilité élevée

d’absorption orale).

IVV.1.2 Chimie médicale

Les régles drug likeness sont basées sur l'observation des propriétés physicochimiques.
Ces régles sont largement utilisees comme filtres pour prioriser les composés les plus
susceptibles d'étre des candidats médicaments [176]. Selon leur définition, ces filtres
incorporent des recherches de sous-structures pour des groupes toxiques ou réactifs et/ou
comprennent des limites sur les propriétés moléculaires qui peuvent étre généralement utiles
dans la conception de médicaments, c'est-a-dire non spécifiques pour les types de maladies. La
premiere régle qui a été découverte était celle de Lipinski qui a connue ensuite plusieurs
transformations pour donner naissance aux autres regles variantes [176].

Tableau V. 12. Chimie médicale.

Molécule
YL CID_102004 | CID_1009511 | CID_102004770
Parameétre 882 66
La regle de Lipinski Acceptable | Acceptable Acceptable Acceptable
La regle de Veber Acceptable | Acceptable Acceptable Acceptable
Sascore (accessibilité 4.227 3.716 2.292 3.697
synthétique)

D’apres le tableau V.12, ’ensemble des composés étudiés respectent non seulement les
regles de Veber et de Lipinski, mais satisfont également aux criteres etablis par Sascore. Par
ailleurs, I'une des principales difficultés a surmonter lors de lI'optimisation est la disponibilité
synthétique des petites molécules chimiques. L'échelle de notation pour ces critéeres variait de
1a 10 [177], plus la valeur d'un composeé est élevée, plus sa synthese devient complexe. Les
données de ce tableau indiquent que les inhibiteurs CID_102004882, CID_100951166 et
CID_102004770 semblent avoir une production chimique pour des valeurs inférieures a cing.
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IVV.2 Propriétés pharmacocinétiques

IV.2.1 Absorption

Une absorption rapide et compléte dans la circulation sanguine constitue 1’une des
caractéristiques fondamentales d’un candidat médicament prometteur. Dans ce cadre, le serveur
ADMETIab2.0 a été utilisé pour prédire quatre paramétres pharmacocinétiques liés a
I’absorption, a savoir : la perméabilité¢ a travers les cellules Caco-2, I’absorption intestinale
humaine (HIA), Defficacité du composé en tant qu’inhibiteur de la P-gp, ainsi que la

biodisponibilité orale (F%). Ces résultats sont présentés en détail dans le tableau 1V.15 suivant.

Tableau V. 13. Profil de d’absorption

Molécule
IYL | CID_102004882 CID_100951166 CID_102004770
Parametre
Caco-2 -4.467 -4.974 -4.749 -4.924
Perméabilité
HIA +++
F20% - -

Caco-2 : Les lignées cellulaires d'adénocarcinome du célon humain (Caco-2).
HIA : Absorption intestinale humaine.
F20% : Biodisponibilité orale humaine 20%.

L’interprétation de ces résultats a révélé que :

e [’ensemble des composés €tudiés a montré une biodisponibilité orale égale ou supérieure
a 20 % (decision empirique : 0-0.3). Cela indique que ces molécules sont aptes a étre
administrés par voie orale, avec la possibilité qu’une fraction de la dose atteigne le site
d’action.

e Tous les composés analysés ont montré une bonne capacité d’absorption intestinale, avec

un signal négatif pour chacun d’eux, conformément au seuil empirique défini (0-0,1) &
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I'exception de composé 1'YL. Ces données suggerent que nos molécules présentent un fort

potentiel d’absorption depuis le tractus gastro-intestinal vers la circulation systémique.

e L’ensemble des composés présente des valeurs de permeéabilité Caco- 2 proche de valeur -

5,15 cm/s, ce qui témoigne de leur bonne capacité a traverser les cellules Caco-2. Ce

parametre constitue un indicateur favorable d’une absorption efficace en cas

d’administration orale.

1VV.2.2 Distribution

Un candidat médicament efficace doit étre capable de se distribuer de maniere ciblée vers

son site d’action au sein de I’organisme. Dans le cadre de notre étude, deux paramétres

pharmacocinétiques clés liés a la distribution ont été prédits, a savoir : le volume de distribution

(VD) et la capacité de franchissement de la barriére hémato-encéphalique (BBB). Les résultats

obtenus ont été motionnés dans le tableau V. 16.

Tableau V. 14. Profil de distribution prédit.

Molécule

Parameétre

1YL

CID_102004882

CID_100951166

CID_102004770

Volume de
distribution

1.146

0.939

0.562

0.887

Perméabilité de la
barriére hémato-

encéphalique

L’analyse a révélé les observations suivantes :

. Les molécules étudiées ne présentent pas une perméabilité a travers la barriére hémato-

encéphalique, ce qui les empéche de traverser la barriere et d’accéder a leur site d’action au

niveau central.

o Il a ete prédit que les inhibiteurs CID_102004882, CID_102004770 et CID_100951166

présentent un volume de distribution faible. Cela signifie que ces derniers nécessitent une dose
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plus élevée que les medicaments ayant un volume de distribution élevé pour atteindre la

concentration plasmatique souhaitee.

1V.2.3 Métabolisme

Le médicament est éliminé de maniere définitive de 1’organisme, soit sous sa forme
inchangée, soit apres avoir subi une biotransformation en métabolites qu’ils soient inactifs,
actifs ou potentiellement toxiques. Dans le cadre de notre étude, un parametre
pharmacocinétique lié au métabolisme a été prédit a ’aide de serveur ADMETIab 2.0 : la
capacité du composé a agir comme inhibiteur du cytochrome P450 (CYP450 Inhibitor).

L’ensemble des résultats obtenus a été soigneusement synthétisé dans le tableau IV. 17 suivant.

Tableau V.15. Profil de métabolisme prédit

Molécule
1YL CID_102004882 | CID 100951166 | CID 102004770
Parametre

CYP1A2 +++ +++ ++ +++
inhibiteur
CYP2C19 +++ +++ ++ ++
inhibiteur

CYP2C9 +++ ++ + ++
inhibiteur

CYP2D6 +++ ++ - ++
inhibiteur

CYP3A4 +++ ++ - +
inhibiteur

Le tableau IV.17 montre que les composés CID 102004882, CID_100951166 et
CID_102004770 sont des inhibiteurs de la plus part des isoenzymes de cytochrome P450. Par
conséquent, nos composés représentent une source potentielle d’interactions médicamenteuses

au niveau de ces enzymes.
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1VV.2.4 Elimination

Un candidat medicament idéal doit montrer une élimination efficace, qu'elle soit par
voie rénale ou biliaire. Dans le contexte de notre recherche, nous avons anticipé deux
parametres pharmacocinétiques essentiels associés au mécanisme d’élimination : la demi-vie
(T%), indiquée en heures (h), et la clairance (CL), mesurée en millilitres par minute et par
kilogramme (ml/min/kg). Ces prédictions ont été effectuées gréace a la plateforme ADMETIlab
2.0, et les résultats obtenus sont résumés dans le tableau ci-contre.

Tableau V. 16. Profil d’élimination

Molécule
1YL CID_102004882 | CID_100951166 | CID_102004770
Paramet
T1/2 0.792 0.034 0.097 0.028
CL 4.544 1.549 3.675 1.209

Le temps de demi-vie TY2 (durée requise pour que la concentration d'une substance dans
le systéme circulatoire diminue de moitié) est un critére essentiel pour déterminer la fréquence
d'administration sur 24 heures ainsi que le calcul du temps d'équilibre, indispensable pour la
surveillance des médicaments a index thérapeutique étroit. Concernant les composeés étudiés, la

prédiction effectuée par le serveur indique une valeur inférieure a 1 heures.

La clairance (CL) d’une substance est définie comme le volume de solution totalement
épuré de cette substance, a concentration constante, par unité de temps. Selon le serveur
ADMETIab 2.0, I’efficacité de I’excrétion des composés est classée en fonction des valeurs de

clairance comme suit :

— Une clairance inférieure a 5 ml/min/kg indique une excrétion faible.
— Une clairance comprise entre 5 et 15 ml/min/kg indique une excrétion modeérée.
— Une clairance supérieure a 15 ml/min/kg indique une bonne excrétion.
L’analyse du tableau IV.17 a montré que tous les molécules étudiées présentent une faible

excrétion avec des valeurs prédites inférieure a 5 ml/min/kg.
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IVV.3 Toxicité

Nous avons simulé, via des outils informatiques, la toxicité des nouveaux inhibiteurs

suggéres en utilisant les serveurs ADMETIlab 2.0 et ProTox 3.0

Tableau V.17. Profil de toxicité

Molécule

Parameétr

1YL

Cl1D_102004882

CI1D_100951166

C1D_102004770

Bloqueurs de
gene hERG

Toxicité
AMES

++

+++

+++

Carcinogénici
té

++

++

+++

Toxicité aigle
par voie orale

chez le rat

Irritation des

yeux

++

Toxicité

respiratoire

Classe de
toxicité

prévue

DL50 prédite
(mg/kg)

8000

1190

1190

1900
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Selon le guide de serveur : les parametres de classification, les valeurs de probabilité de
prédiction sont transformées en six symboles : 0-0,1 (---), 0,1-0,3(--), 0,3-0,5(-), 0,5-0,7(+), 0,7-
0,9(++) et 0,9-1,0(+++).

IV.3.1 Cardiotoxicité

Les médicaments agissant comme inhibiteurs des canaux potassiques hERG sont connus
pour induire des troubles du rythme cardiaque. Dans notre étude, I’ensemble des composés
analyses ont été predits comme non inhibiteurs de ces canaux, suggérant ainsi une absence de

potentiel cardiotoxique.

IV.3.2 Mutagénicité

L'effet mutagene a une relation étroite avec la cancérogénicité, 1’inhibiteur
CID_100951166 ne s'est pas révélé mutagéne lors du test d'Ames. Par contre, les autres
molécules prédites, in silico, avec un effet mutagene positif, pouvant induire des modifications
au niveau de I’ADN.

IV.3.3 Cancérogénicité

Selon la prédiction in silico réalisée dans le cadre de cette étude, la moléecule
CID_100951166 dépourvue de tout effet cancérigene, tandis que les inhibiteurs 1YL et
CID_102004882 sont considérés comme carcinogene. La molécule CID 102004770, quant a

elle, est également jugée carcinogene, mais a un degré supérieur.

IVV.3.4 Toxicité aigle par voie orale chez le rat
Les études portant sur I’administration orale chez le rat n’ont démontré aucun effet

carcinogene pour toutes les molécules testées.

IV.3.5 Irritation oculaire
Il a été prédit que ’ensemble des molécules sont non irritantes, les indicateurs de

d’irritation oculaire ayant donné des résultats négatifs, a I’exception de I’inhibiteur IYL.

IVV.3.6 Toxicité respiratoire

Il a été démontré que I’inhibiteur CID 102004882 présente une toxicité respiratoire
positive faible. En revanche, la molécule CID_100951166 ne manifeste aucune toxicité
respiratoire, tout comme la molécule CID_102004770, bien que cette derniére affiche un niveau

de sécurité respiratoire légérement inférieur a celui de la premiére.
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IVV.3.7 Classe de toxicité prédite

La prédiction informatique réalisée dans notre étude a montré que toutes les molécules
¢tudiées appartiennent a la classe 4, ce qui indique qu’elles présentent une toxicité faible. En
revanche, le composé IYL appartient a la classe 6, ce qui suggere qu’il ne possede aucune
toxicité.

1VV.3.8 Prédiction LD 50

D'aprés les estimations informatiques réalisées dans notre recherche, une dose de 8000
mg/kg du composé 1YL correspond a la valeur létale qui tue la moitié des étres vivants.
Cependant, pour les autres substances analysées, les valeurs relevées varient autour de 1900

mg/kg, indiquant une variation dans le niveau de toxicité.

Pour conclure, les inhibiteurs CID_ 102004882, CID_ 100951166 et CID_102004770
suggerés répondent favorablement aux régles physicochimiques, pharmacocinétiques et
toxicologiques. Ces informations sont extrémement précieuses pour leur optimisation et leur

développement en tant que candidats-médicaments.
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L’objectif principal de ce mémoire est de découvrir in silico par le processus du docking
moléculaire avec le programme Surflex-dock de nouveaux composés agissant comme
inhibiteurs de I'acétylcholinestérase, cible enzymatique intéressante jouant un réle important
dans le traitement de la maladie d’ Alzheimer. Afin d’atteindre cet objectif nous sommes passés

par plusieurs étapes.

Dans un premier temps, nous avons tenté de tester la capacité de logiciel Surflex-dock a
predire I'emplacement correct d'un ligand au niveau de son récepteur. Afin de confirmer qu'il

s'agit d'un programme approprié pour notre étude, nous avons appliqué deux tests :

Le premier consistait a calculer la deviation RMSD en angstroms entre la conformation
du ligand prédite par le programme de docking et celle obtenue expérimentalement, sur 200
complexes protéine-ligand, 90% affichent un RMSD inférieur ou égal & 2 A, et 10% affichent
un RMSD supérieur & 2 A. Le deuxiéme test portait sur une analyse visuelle réalisée par le
programme ViewerLite, permettant de déterminer si les ligands simulés par Surflex-dock se
superposent ou non au ligand co-cristallisé de la PDB. Ces examens nous conduisent a percevoir
Surflex-dock comme un logiciel de haute performance, apte a réaliser par modélisation de

nouveaux inhibiteurs pour notre cible enzymatique, I’AChE.

Dans la seconde partie, nous avons réussi a déchiffrer les procédés d'interaction entre
I'AChE et ses divers inhibiteurs extraits de la PDB en visualisant différentes liaisons
impliquées. Les résultats indiquent que le composé 1YL présente I'effet inhibiteur le plus fort,

avec une affinité de 4.49 ML

La troisiéme partie a été consacrée a la compréhension des mécanismes d’inhibition de
I’ACHE par 215 similaires de I’inhibiteur de référence (1YL). Ces similaires sont téléchargées
a partir de la chimiothéque Pubchem avec 90% de similarité. Cette recherche identifie les
similaires suivants : CID_ 102004770, CID_ 102004882 et CID_100951166 avec des affinités
égales a 8,53 M, 8,52 Mtet 8,07 M respectivement, sont considérés comme les meilleurs
inhibiteurs de 'AChE. L’analyse visuelle du mode d’interaction de ces composés a montré la
présence de plusieurs liaisons hydrogene et interactions hydrophobiques stabilisants ces
inhibiteurs dans le site actif de I’AChE.

Pour confirmer ces résultats, I'étape finale de notre étude implique la vérification de divers

criteres physicochimiques, pharmacocinétiques et toxicologiques des inhibiteurs suggérés grace
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aux serveurs ADMETlIab et ProTox. L’évaluation de ces différentes propriétés a montré que les
inhibiteurs CID_102004770, CID_102004882 et CID_100951166 possedent un bon profil
ADME/Tox.

Les résultats obtenus au cours de ce travail ne sont que préliminaires. 1l conviendrait dans
les perspectives d’avenir d’approfondir notre recherche en testant expérimentalement 1’activité
anti-AChE et des composés nouvellement proposés par une étude expérimentale in vitro et/ou

in vivo pour confirmer les résultats théoriques realisés in silico.
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Résumé

La maladie d’Alzheimer est une pathologie neurodégénérative progressive caractérisée par
une perte de mémoire et déficits cognitifs liés a 1’age. C’est la sixiéme cause de déces et occupe
aujourd’hui une place de plus en plus grandissante au sein de notre société. Malgré les avancées
scientifiques, les alternatives de traitement disponibles a ce jour restent restreintes et principalement
symptomatiques. Ce travail s’inscrit dans le contexte de la recherche de nouveaux inhibiteurs de
I’AChE, cible thérapeutique bien établie dans le traitement de la maladie d’Alzheimer. Dans ce
cadre, nous avons utilisé des méthodes de docking moléculaire avec le logiciel Surflex-dock. Nous
avons testé le docking d’un ensemble de 215 similaires, choisies au sein de la chimiotheque
PubChem, sur le site actif de ’ACHE. A I’issue de ce docking, trois composés : CID_100951166,
CID_102004882 et CID_102004770 ont montré les meilleures affinités, avec des scores respectifs
de 8,07 M-1, 8.52 M-! et 8.53 M-!. Ces résultats indiquent qu’ils pourraient constituer de nouveaux
inhibiteurs potentiellement plus sélectifs et affins envers I’AChE.

Enfin, un profil pharmacophorique prometteur et des caractéristiques ADME-Tox
appréciables ont été identifiés, suggérant favorablement que ces composés pourraient agir en tant
que nouveaux inhibiteurs potentiellement plus efficaces vis-a-vis de I’AChE.

Cette étude démontre 1’utilité du docking moléculaire comme outil de criblage virtuel dans la
découverte de nouvelles approches thérapeutiques pour lutter contre la maladie d’Alzheimer,

ouvrant la voie a des validations expérimentales ultérieures.
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