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Abstract

Helicobacter pylori, a bacterium implicated in numerous gastric pathologies constitutes a
major public health concern. The increasing emergence of strains resistant to conventional
antibiotics highlights the need to develop new therapeutic strategies. In this context, peptide
deformylase, an enzyme essential for bacterial protein maturation and absent in mammals,
represents a particularly promising therapeutic target. The present work aims to identify new
potential inhibitors of H. pylori peptide deformylase through a virtual screening approach
based on molecular docking using Surflex-Dock software, combined with the evaluation of
pharmacokinetic and toxicological properties via the SwissADME and ProTox-Il 3.0

platforms.

The reliability of the docking protocol was validated by RMSD calculation, indicating a
success rate of 74.26%, as well as by visual analysis of the docking poses and the study of the

linear correlation between experimental activities and predicted affinity scores (r = 0.715).

Among the inhibitors studied, actinonin showed the best binding affinity, with a score of 7.06
M, and was selected as the reference molecule for screening 192 structural analogs retrieved
from the PubChem database. Compound CID 9879394 emerged as the most promising
candidate, with a higher affinity score of 8.42 M. Analysis of molecular interactions
revealed a binding mode similar to that of actinonin, involving several key active-site
residues, namely GIn51, Ile45, Gly46, Leu97, and Glu139.

Evaluation of ADME-Tox properties revealed a favorable pharmacokinetic and toxicological
profile for this compound, characterized by good oral bioavailability, compliance with
Lipinski's rule, no predicted inhibition of the major cytochrome P450 isoforms, and low
potential toxicity. The results obtained suggest that compound CID_9879394 represents a
promising candidate for the development of new anti-H. pylori agents. However, further
complementary in vitro and in vivo experimental studies remain necessary to confirm its

biological activity and assess its real therapeutic potential.

Keywords: Helicobacter pylori; peptide deformylase; molecular docking; virtual screening;
Surflex-Dock; ADME-Tox.



Résumé

L'infection a Helicobacter pylori, bactérie impliquée dans de nombreuses pathologies
gastriques constitue un important probléeme de santé publique. L'émergence croissante de
souches résistantes aux antibiotiques conventionnels souligne la nécessité de développer de
nouvelles stratégies thérapeutiques. Dans ce contexte, la peptide déformylase, enzyme
essentielle a la maturation des protéines bactériennes et absente chez les mammiferes,
représente une cible thérapeutique particulierement prometteuse. Le présent travail a pour
objectif d'identifier de nouveaux inhibiteurs potentiels de la peptide déformylase de H. pylori
a travers une approche de criblage virtuel basée sur le docking moléculaire a I'aide du logiciel
Surflex-Dock, et associée a I'évaluation des propriétés pharmacocinétiques et toxicologiques

via les plateformes SwissADME et ProTox-11 3.0.

La fiabilité du protocole de docking a été validée par le test du RMSD, indiquant un taux de
réussite de 74,26 %, ainsi que par l'analyse visuelle des poses de docking et I'étude de la
corrélation linéaire entre les activités expérimentales et les scores d'affinité prédits (r = 0,715).

Parmi les inhibiteurs étudiés, I'actinonin a présenté la meilleure affinité de liaison, avec un
score de 7,06 M-1, et a été retenue comme molécule de référence pour le criblage de 192
analogues structuraux issus de la base de données PubChem. Le composé CID_ 9879394 s'est
distingué comme le candidat le plus prometteur, avec un score d'affinité supérieur de 8,42 M-
1 L'analyse des interactions moléculaires a révélé un mode de liaison similaire a celui de
I'actinonin, impliquant plusieurs résidus clés du site actif, notamment GIn51, lle45, Gly46,
Leu97 et Glul39.

L'évaluation des propriétés ADME-Tox a mis en évidence un profil pharmacocinétique et
toxicologique favorable pour ce composé, caractérisé par une bonne biodisponibilité orale, le
respect de la régle de Lipinski, lI'absence d'inhibition prédite des principales isoformes du
cytochrome P450 ainsi qu'une faible toxicité potentielle. Les résultats obtenus suggerent que
le composé CID 9879394 constitue un candidat prometteur pour le développement de
nouveaux agents anti-H. pylori. Toutefois, des études expérimentales complémentaires in
vitro et in vivo demeurent nécessaires afin de confirmer son activité biologique et d'évaluer

son potentiel thérapeutique reel.

Mots-clés : Helicobacter pylori; peptide déformylase; docking moléculaire; criblage virtuel;
Surflex-Dock; ADME-Tox.
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Introduction

Introduction

L'infection a Helicobacter pylori constitue un probléeme majeur de santé publique a
I'échelle mondiale. Cette bactérie pathogéne colonise la mugueuse gastrique humaine et est
impliquée dans le développement de nombreuses affections gastro-intestinales, notamment la
gastrite chronique, l'ulcére gastroduodénal ainsi que diverses complications séveéres. En outre,
plusieurs études ont démontré son implication dans I'apparition de I'adénocarcinome gastrique
et du lymphome gastrique, faisant de H. pylori I'un des principaux facteurs de risque du

cancer de I'estomac (Tee et al.,1995 ; Cover et Blaser, 1996).

Actuellement, I'éradication de H. pylori repose principalement sur des thérapies
combinées associant un inhibiteur de la pompe a protons a deux ou plusieurs antibiotigques.
Bien que ces traitements aient permis d'améliorer les taux de guérison, leur efficacité demeure
limitée en raison de I'émergence croissante de souches bactériennes résistantes aux
antibiotiques couramment utilisés. Par ailleurs, ces traitements peuvent perturber I'équilibre
du microbiote intestinal et provoquer divers effets indésirables, réduisant ainsi leur efficacité

clinique et leur tolérance (Cai et al.,2006).

Face a ces limitations, le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques apparait
indispensable. L'identification de nouvelles cibles moléculaires constitue aujourd’hui une
approche prometteuse pour la conception de médicaments plus sélectifs et plus efficaces
contre H. pylori. Dans ce contexte, les méthodes computationnelles et les approches de
modélisation moléculaire occupent une place de plus en plus importante dans la découverte de
nouvelles cibles thérapeutiques et de molécules bioactives. Ces techniques permettent
d'explorer les interactions moléculaires a I'échelle atomique, d'identifier des protéines d'intérét
biologique et de sélectionner rapidement des composés candidats avant leur validation

expérimentale (Cai et al., 2006).

Parmi les cibles thérapeutiques récemment proposées, la peptide déformylase suscite un
intérét particulier. Cette métalloprotéase bactérienne joue un réle essentiel dans la maturation
des protéines naissantes en catalysant I'élimination du groupement formyle de la méthionine
N-terminale des polypeptides nouvellement synthétisés. Cette étape est indispensable au bon
fonctionnement cellulaire et a la survie bactérienne. La peptide déformylase représente une
cible thérapeutique particulierement attractive pour plusieurs raisons : son géne est essentiel a

la croissance bactérienne-; le cycle de formylation-déformylation de la méthionine est absent
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de la synthese protéique cytoplasmique eucaryote, constituant ainsi une base solide pour une
toxicité sélective (Chen et al., 2000; Pei, 2001).

L'intérét porté a cette enzyme a conduit a l'identification de plusieurs inhibiteurs
potentiels. Parmi eux, I'actinonin, un compose naturel doté d'une activité antibactérienne, a été
identifiée comme un inhibiteur puissant de la peptide déformylase, présentant une trés forte
affinité pour son site actif. Des études expérimentales ont montré que cette enzyme constitue
une cible moléculaire pertinente pour le développement de nouveaux agents antibactériens
(Chen et al., 2000).

Dans cette perspective, la recherche de nouveaux inhibiteurs de la peptide déformylase
représente une voie prometteuse pour lutter contre les infections a H. pylori. L'utilisation des
approches in silico, notamment le criblage virtuel par docking moléculaire et I'évaluation des
propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques et toxicologiques, permet d'identifier et de
sélectionner efficacement des composés susceptibles d'interagir avec le site actif de I'enzyme.
Ces stratégies contribuent ainsi a accélérer le processus de découverte de nouvelles molécules
thérapeutiques capables de répondre au défi croissant de la résistance bactérienne (Cai et al.,
2006).

C'est dans cette optique que s'inscrit le présent travail, dont I'objectif est d'identifier, par
criblage virtuel basé sur le docking moléculaire et le filtrage ADME-Tox, de nouveaux

inhibiteurs potentiels de la peptide déformylase de H. pylori.
Ainsi, la problématique centrale de cette étude peut étre formulée comme suit :

Dans quelle mesure le criblage virtuel par docking moléculaire, couplé au filtrage
ADME-Tox, permet-il d'identifier de nouveaux inhibiteurs potentiels de la peptide
déformylase de H. pylori, dotés de propriétés pharmacocinétiques et toxicologiques

compatibles avec un usage thérapeutique ?
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l. Généralité

Helicobacter pylori est une bactérie reconnue comme un agent carcinogéne chez
I’homme, pouvant entrainer des adénocarcinomes gastriques. Elle constitue également la
principale cause de gastrites et d’ulceres gastroduodénaux a I’échelle mondiale. Cette bactérie
se développe dans la couche de mucus recouvrant la muqueuse gastrique, ce qui la protége
des sécrétions acides de 1’estomac. Par ailleurs, plusieurs facteurs facilitent sa colonisation de
la muqueuse gastrique, notamment la production d’uréase, sa motilité et sa capacité
d’adhérence (Doubabi-,2025).

1. Caracteres généeraux sur H. pylori
I1.1. Classification

La classification actuelle de H. pylori la place dans le régne des Bacteria, la division des
Proteobacteria, la classe des Epsilonproteobacteria, 1’ordre des Campylobacterales, la
famille des Helicobacteraceae, le genre Helicobacter et I’espéce Helicobacter pylori (Garrity
et al., 2005).

11.2. Caractéres bactériologiques, biochimiques et génotypiques de H. pylori

H. pylori est une bactérie microaérophile se développant a 37°C et nécessitant des
milieux de culture enrichis ; ses colonies sont petites, rondes et luisantes (Lin et al., 1994 ;
Elios et al., 2005, CherkaouiMalki, 2018 ; Raaf, 2018). Elle possede plusieurs enzymes
(uréase, catalase, oxydase, nitrate réductase) favorisant sa colonisation, mais reste
asaccharolytique et chimioorganotrophe (Gueneau et al., 2002; Ferrand, 2009 ;Bessede, 2012
; CherkaouiMalki, 2018). Son génome est trés variable, avec un fort taux de mutation et de
recombinaison, ce qui facilite son adaptation ainsi que le développement de résistances aux

antibiotiques (Leclerc, 2006; Guyane et Bastaraud, 2017).

11.3. Morphologie et mobilité

H. pylori est un bacille hélicoidal a Gram négatif, présentant une forme spiralée,
mesurant de 3 a 5 um de long pour environ 1 um de diameétre. Cette bactérie se déplace grace
a 4 a 6 flagelles polaires engainés (Ferrand, 2009). Apres isolement par culture in vitro, sa
morphologie peut varier et adopter des formes bacillaires notamment en U, en C ou en O
(MiendjeDeyi, 2011).
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[Helicobacter pylori : Morphologie et mobilité}

1. MORPHOLOGIE

o Bacille Gram négatif

Corps bactérien
(spiralé / incurvé)

¢ Forme spiralée ou incurvée
en “s”

® 2 a4 pm de longueur

¢ 0,5 pm de largeur

¢ Pléomorphique : peut
prendre des formes
coccoides ou bacillaires
dans des conditions
défavorables

* Microaérophile

2. MOBILITE

» H. pylori posséde 4 a 6 flagelles a un seul péle (flagelles polaires).

» Les flagelles sont entourés d’'une gaine protéique (sheath) qui
améliore la motilité dans le mucus visqueux.

bouchon”)

» M rapide en ion ( de “tir

» La mobilité permet a H. pylori :
¢ de traverser la couche de mucus gastrique,
+ d'atteindre I'épithélium de la muqueuse gastrique,
* de survivre dans un environnement acide.

RESUME

H. pylori est un bacille Gram négatif spiralé, mobile grace a 4 a 6 flagelles polaires.
Sa morphologie hélicoidale et sa motilité lui permettent de coloniser la muqueuse gastrique
et d’échapper aux défenses de I'hote.

Flagelles polaires
(4 a 6 flagelles
aun seul pole)

Mouvement de
“tire-bouchon”

N

OBSERVATION MICROSCOPIQUE

Coloration de Gram

* Gram négatif

* Coloration
rose / rouge

LOCALISATION ET ROLE DE LA MOBILITE

»% 2 Mucus
N Pt
R =<
o4 \& o

i w‘uu?‘u‘ti&«; ‘

Cellules épithéliales
gastriques

Figure 1.1 .Représentation schématique de la morphologie et de la mobilité
de H. pylori (MiendjeDeyi, 2011).

I11. Physiopathologie de I’infection

H. pylori se localise naturellement au niveau du pylore, mais peut également coloniser

d’autres régions de ’estomac. Elle survit a I’acidité gastrique grace a son uréase, enzyme qui

hydrolyse ’urée en ammoniac, permettant ainsi de neutraliser localement 1’acidité. Grace a

ses flagelles, la bactérie pénétre dans le mucus gastrique, s’y multiplie et échappe au systéme

immunitaire, ce qui lui permet de persister pendant plusieurs années et d’induire une

inflammation chronique de la muqgueuse gastrique (De Korwin, 1993 ; Fauchere, 1994,

Trouillas, 2010).
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IV. Facteur de virulence

H. pylori posséde plusicurs facteurs essentiels a sa survie dans 1’environnement

gastrique, regroupés en trois catégories :
IV.1. Facteurs de colonisation

Sa mobilité et sa morphologie spiralée facilitent la colonisation de la muqueuse
gastrique. Les LPS, porteurs d’antigenes Lewis, permettent a la bactérie d’échapper a la
réponse immunitaire de 1’hote, tandis que 1’uréase neutralise 1’acidité gastrique, favorisant
I’implantation et la survie de la bactérie. Les adhésines BabA et SabA, multiples et trés
variables, assurent une adaptation continue face a la réponse immunitaire intense (Zacharie,
2014 ; Libbey, 2017).

IVV.2. Facteurs de persistance

Des enzymes antioxydantes telles que la catalase, 1’alkyl hydroperoxyde réductase, la
protéine NapA et la thioredoxine permettent a la bactérie de réduire le stress oxydatif et de

survivre dans 1’environnement hostile de 1’estomac (Zacharie, 2014).
IVV.3. Facteurs de pathogénicité

LI'ilot de pathogénicité cag permet la translocation de la protéine CagA dans les
cellules épithéliales et induit la production d’IL-8, participant également a 1’adhésion
bactérienne (Lacave et al., 2005; Cover et Blaser, 2009). La cytotoxine vacuolisante VacA est
responsable de la formation de canaux membranaires, de la perturbation des fonctions

endosomales et lysosomales, de I’apoptose et exerce un effet immunosuppresseur (Isomoto et
al., 2010)
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Facteurs de virulence

Helicobacter pylori

|. FACTEURS DE COLONISATION
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Facilitent la pénétration du mucus

[ ;//,,
»|
\ / et l'accés a la muqueuse gastrique.

Uréase

Urease

. ‘
(NH2,C0 Hydrolyse I'urée en ammoniaque
i

qui neutralise I'acidité gastrique
et favorise I'implantation
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[Il. FACTEURS DE PATHOGENICITE
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+ Permet la translocation de la protéine
CagA dans les cellules épithéliales.
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Figure 1.2. Représentation schématique des principaux facteurs de virulence de

H. pylori et de leur role dans la colonisation, la persistance et I’induction des 1ésions

gastriques. Adapté de Lacave et al. (2005), Cover et Blaser (2009), Isomoto et al. (2010),

Zacharie (2014), et Libbey (2017).
V. Mode de transmission
V.1. Transmission oro-orale

La transmission oro-orale de H. pylori se fait par la salive, de maniére accidentelle ou
temporaire, notamment lors de régurgitations du contenu gastrique ou de vomissements (Zine-
Charaf, 2007).
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V.2. Transmission féco-orale

La bactérie peut également se transmettre d’un hote a un autre via les selles,
principalement par contact direct avec les mains en cas d’hygiéne déficiente

(CherkaouiMalki, 2018).
V.3. Transmission par les sources d’eau et les aliments

H. pylori a été détectée dans 1’eau des canaux d’égouts, ce qui constitue une voie

possible de transmission via 1’eau et les aliments (Guyane et Bastaraud, 2017).
V.4. Transmission iatrogene

La contamination peut également survenir a partir d’appareils médicaux contaminés,
tels que les endoscopes, lorsqu’ils ne sont pas correctement désinfectés entre deux patients
(CherkaouiMalki, 2018)

VI. Maladies liées a I’infection par H. pylori

Les infections a H. pylori non diagnostiquées peuvent entrainer des inflammations
chroniques, notamment une gastrite non atrophique évoluant vers une gastrite atrophique,
c’est-a-dire une inflammation de la muqueuse gastrique. Cette gastrite chronique est souvent
associée au développement de cancers gastriques, notamment les adénocarcinomes et les
lymphomes de type MALT. Environ 10 % des individus infectés développent des ulcéres
gastroduodénaux, tandis que 1’adénocarcinome gastrique survient chez pres de 3 % des
patients. H. pylori est également associée a plusieurs troubles gastriques, dont la dyspepsie,
caractérisée par des douleurs ou un inconfort abdominal. Elle est considérée comme 1’un des
deux principaux facteurs de risque du développement de 1’ulcere gastroduodénal. De plus,
I’infection a H. pylori est fortement impliquée dans le cancer gastrique, représentant plus de

90 % des cas de cancer gastrique non cardial (Asghar Ali et AlHussaini, 2024).
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Helicobacter pylori
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COLONISATION GASTRIQUE
* H. pylori colonise la muqueuse
gastrique

=8 A INFLAMMATION CHRONIQUE ’
~ * Gastrite chronique
PATHOLOGIES ASSOCIEES

CANCER GASTRIQUE
ET LYMPHOME MALT
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Figure 1.3. Principales voies de transmission de H. pylori, colonisation gastrique et
progression des pathologies associées (d’apreés Zine-Charaf, 2007 ; Guyane et Bastaraud,
2017 ; Cherkaoui-Malki, 2018 ; Asghar Ali et AlHussaini, 2024).

VII. Diagnostic

Le diagnostic de I’infection a H. pylori repose sur une stratégie «test-and-treat», étant
donné que la majorité des infections sont asymptomatiques mais peuvent évoluer vers une
gastrite chronique, des ulceres gastro-duodénaux, un lymphome MALT ou un cancer
gastrique. Le dépistage est recommandé en cas d’ulcére gastro-duodénal, de dyspepsie, de
lymphome MALT et de cancer gastrique, en particulier en présence de signes d’alarme tels

gue des vomissements, une hémorragie digestive, une dysphagie ou une perte de poids.

Les méthodes diagnostiques comprennent des tests non invasifs, tels que la sérologie
(1gG), utile pour le diagnostic initial mais non adaptée au contrdle de 1’éradication, le test
respiratoire a 1’urée, reconnu pour sa haute sensibilité et spécificité et utilisable avant et apres
traitement, ainsi que le test des antigenes fécaux, également fiable. Les méthodes invasives
reposent sur I’endoscopie avec biopsie, suivie d’un examen histologique (I’'un des plus

précis), du test rapide a I’uréase, de la culture bactérienne (permettant de déterminer la

9



Chapitre I Helicobacter pylori

sensibilité aux antibiotiques malgré une faible sensibilité) et des techniques moléculaires

comme la PCR.

Aucun test unique n’étant considéré comme un standard absolu, une approche combinée

(par exemple le test rapide a 1’'uréase associé a I’histologie et a la culture) est recommandée

afin d’améliorer la précision diagnostique et de prévenir 1’évolution vers des complications

graves (Khalid I. AlHussain et Asghar Ali, 2024).

DIAGNOSTIC DE L'INFECTION A HELICOBACTER PYLORI

‘ La majorité des infections a H. pylori sont asymptomatiques mais peuvent évoluer vers une gastrite chronique, J

des ulcéres gastro-duodénaux, un lymphome MALT ou un cancer gastrique.
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Haute sensibilité et spécificité. avant et aprés
Détecte 'activité uréasique de H. pylori. taitement
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Détecte les antigénes de H. pylori dans les selles. avant et aprés

traitement

Bonne sensibilité et spécificité.

EXAMEN HISTOLOGIQUE
Analyse des biopsies gastriques.
L'un des tests les plus précis pour détecter H. pylori.

TEST RAPIDE A L'UREASE (RUT)
Détecte 'activité uréasique de H. pylori dans les biopsies.
Résultats rapides.

CULTURE BACTERIENNE Faible sensibilité
Permet l'isolement de H. pylori et la détermination (technique
de la sensibilité aux antibiotiques. exigeante)

oy @) &

TECHNIQUES MOLECULAIRES (PCR)
Détectent 'ADN de H. pylori dans les biopsies.
Haute sensibilité et spécificité.

Vi—
i
e
Vi—
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pour améliorer la précision diagnostique.

APPROCHE COMBINEE RECOMMANDEE

Par exemple : RUT associé a l'histologie et a la culture

OBJECTIF FINAL

Prévenir 'évolution vers des complications graves :
gastrite chronique, ulcéres, lymphome MALT,
cancer gastrique.

Figure 1.4.Schema récapitulatif des principales méthodes diagnostiques de I’infection a

H. pylori et de leurs indications cliniques (Khalid I. AlHussain et Asghar Ali, 2024).
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VII1I. Traitement
VII11.1. Traitement chimique

Pour éradiquer H. pylori, on utilise généralement un inhibiteur de la pompe a protons en
association avec un ou plusieurs antibiotiques tels que I’amoxicilline, la clarithromycine, le
métronidazole, la tétracycline, la lévofloxacine ou la rifampicine, parfois complétés par des
sels de bismuth (Raaf, 2018). Ce schéma thérapeutique est notamment utilisé dans des
médicaments commerciaux tels que Pylera (Fakhar, 2018). Cependant, le succes
thérapeutique peut étre limité par le développement de résistances aux antibiotiques ou par

une mauvaise observance liée aux effets secondaires, ce qui réduit son efficacité (Raaf, 2018).

Dans ce contexte, la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques devient essentielle.
Parmi celles-ci, I’enzyme Peptide deformylase (PDF) constitue une cible prometteuse pour le
développement de nouveaux agents antibactériens. Cette enzyme joue un réle clé dans la
synthése des protéines bactériennes, en assurant 1’élimination du groupement formyle de la N-
formylméthionine au début des chaines polypeptidiques naissantes, une étape indispensable a
la maturation des protéines (Sangshetti et al., 2015). Ce mécanisme est spécifique aux
bactéries et n’existe pas sous la méme forme dans les cellules humaines, ce qui confére aux

inhibiteurs de la PDF une grande sélectivité (Leeds et Dean, 2006).

Par ailleurs, plusieurs études ont montré que des composes tels que les hydroxamates et
I’actinonin sont capables d’inhiber efficacement cette enzyme, entrainant ainsi une inhibition
de la croissance bactérienne (Sangshetti et al., 2015). De plus, les approches informatiques,
notamment le docking moléculaire, ont permis d’accélérer 1’identification de nouveaux
inhibiteurs potentiels en analysant les interactions ligand—récepteur (Leeds et Dean, 2006).
Ainsi, la PDF représente une cible stratégique majeure pour le développement de thérapies
innovantes et efficaces contre H. pylori (Cai et al., 2006).

11
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Traitement d'éradication de Helicobacter pylori

Helicobacter pylori

Thérapie d'éradication
association de plusieurs médicaments

v v v
=) - =\
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Figure 1.5. Schéma du traitement d’éradication de H. pylori basé sur 1’association IPP—
antibiotiques. Adapté de Raaf( 2018), Fakhar (2018), Sangshetti et al. (2015), Leeds et Dean
(2006) et Cai et al. (2006).
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La peptide déformylase est une enzyme bactérienne essentielle qui intervient dans les
étapes post-traductionnelles précoces de la synthése protéique. En raison de son caractere
indispensable au métabolisme bactérien et de son absence chez les cellules des mammiferes,
cette enzyme suscite un intérét croissant en tant que cible moléculaire de choix pour le
développement de nouveaux agents antibactériens. Les sections suivantes présentent son
mécanisme d'action, sa définition, sa classification phylogénétique, ainsi que les
caractéristiques structurales de son site actif et les mécanismes de résistance qui lui sont

associés.

l. Définition

La peptide déformylase est une métalloenzyme indispensable qui catalyse I'élimination
du groupement formyle en position N-terminale des protéines néosynthétisées chez les
bactéries, ainsi que dans certains organites de cellules eucaryotes tels que les mitochondries et
les chloroplastes. Elle se présente sous plusieurs isoformes structuralement et
phylogénétiquement distinctes selon I'organisme considéré, et peut coordonner différents ions

métalliques dans son site actif.

Du point de vue pharmacologique, la PDF représente une cible de premier plan pour
I'élaboration de nouvelles molécules antibactériennes aux mécanismes d'action innovants.
Toutefois, les inhibiteurs actuellement connus; présentent une toxicité systémique
incompatible avec un usage clinique, ce qui justifie la recherche active de composés
inhibiteurs dotés d'une meilleure sélectivité et d'un profil de sécurité acceptable (Grzela et al.,
2017).

1. Mécanisme d'action

Chez les bactéries, l'initiation de la synthése protéique repose sur un acide aminé
particulier, la méthionine formylée, produite par I'enzyme transformylase codée par le gene
fmt qui transfere un groupement formyle (-CHO) a la méthionine initiatrice. Cette forme
modifiée de méthionine est spécifiguement requise pour amorcer la traduction et demeure

incorporée a la chaine peptidique naissante tout au long de I'élongation.

Afin d'obtenir une protéine mature et fonctionnelle, ce groupement formyle doit étre
éliminé en post-traduction par la PDF, au cours d'une réaction d'hydrolyse spécifique.

L'exclusivité de ce cycle formylation-déformylation au regne procaryote absent des cellules

14
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eucaryotes des mammiféres confére & la PDF un profil de cible thérapeutique hautement

sélectif, limitant ainsi les risques de toxicité pour I'hdte (Dubreuil, 2002).

Le cycle formylation-déformylation de la méthionine initiatrice chez les bactéries
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L'enzyme transformylase (codée La méthionine formylée (fMet) est spécifiquement La fMet reste incorporée  la chaine
par le géne fmt) transfére un reconnue par le ribosome et portée par 'ARNt peptidique naissante tout au long
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....................................................
a v
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peptidique naissante, libérant du formiate. Absent chez les eucaryotes des
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- Peptide déformylase * |
fMet ) HsN
= éeu 9.,0099 (POF) 4 _%)' 9990 4 .y '
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Polypeptide N-formylé /\ Polypeptide déformylé Formiate @ Il::i'laam‘:‘v:ques ln::x:::c p‘:' wr
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(géne fm) (POF) & RN B asesy kAN 0000 e I o THE - tétrahydrofolate
10-formyl-THF : 10-formyl-tétrahydrofolate

Figure 11.1. Mécanisme d’action de la PDF dans la maturation protéique bactérienne

(Dubreuil, 2002)

1. Classification de la peptide déformylase

Les analyses phylogénétiques comparatives des sequences de PDFs bactériennes et de
leurs homologues eucaryotes ont conduit a I'établissement d'une classification en trois grandes

classes : PDF1, PDF2 et PDF3. La répartition de ces classes selon les grands domaines du
vivant se présente comme suit :

« Les eucaryotes possédent exclusivement des PDFs de classe | (PDF1).

« Les procaryotes peuvent exprimer des PDFs appartenant a la classe I ou a la classe |1
(PDF1 ou PDF2).
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» Les archées et les trypanosomatides sont caractérisés par des PDFs de classe 11
(PDF3).

111.1. Classe | (PDF1)

La classe | se subdivise en deux sous-classes fonctionnellement et localement distinctes

- PDF1A : Cette sous-classe regroupe les PDFs homologues aux formes eucaryotes,
adressées selectivement vers les mitochondries. Contrairement aux PDF1B, qui sont
spécifiques aux végétaux, les PDF1A sont largement distribuées chez la majorité des
organismes eucaryotes.

- PDF1B : Cette sous-classe comprend les PDFs localisées dans les mitochondries et les
chloroplastes des plantes, ainsi que celles de nombreuses bactéries, principalement les

bactéries a Gram négatif.

I11.2. Classe Il (PDF2)

La classe Il est constituée exclusivement de PDFs propres aux bactéries a Gram positif.
Les séquences de type 2 présentent un taux de similarité compris entre 30 % et 36 % avec les
séquences de type 1, témoignant d'une divergence évolutive notable tout en conservant des

motifs fonctionnels essentiels (Merzoug, 2012).

111.3. Classe 111 (PDF3)

La classe 111 regroupe les PDFs des archées et des trypanosomatides. Ces enzymes se
distinguent par I'absence d'activité déformylase, conséquence de substitutions d'acides aminés
au niveau des trois motifs conservés constituant le site catalytique, rendant ces formes

enzymatiquement inactives (Merzoug, 2012).
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Tableau I1.1. : Récapitulatif de la classification de la PDF.

Classe Organismes Localisation cellulaire Activité

déformylase

PDF1A Eucaryotes (majorité) Mitochondries Oui

PDF1B Plantes + Bactéries Gram Mitochondries / Oui
négatif Chloroplastes

PDF2 Bactéries Gram positif Cytoplasme Oui

PDF3 Archées + Variable Non

Trypanosomatides

V. Structure tridimensionnelle

La PDF présente une architecture tridimensionnelle bien définie, comprenant trois
hélices o principales, trois régions en feuillets B antiparalleles, ainsi qu'une hélice
caractéristique de type 3-10. L'ion métallique du site actif est coordonné selon une géométrie
tétraédrique distordue par les résidus Cys90, His132 et His136, ainsi qu'une molécule d'eau
servant de quatrieme ligand — configuration remarquablement conservée a travers les especes
bactériennes (Jain et al., 2005).

Bien que la PDF partage certaines similitudes structurales avec les métalloprotéases de
type thermolysine, elle s'en distingue de maniére fondamentalement par la présence d'une
cystéine en tant que troisieme ligand de coordination du métal, remplacant le glutamate ou
I'histidine habituellement observés dans cette famille enzymatique. Par ailleurs, les résidus
Glul33 et GIn50 jouent un réle déterminant dans le transfert de protons au cours de la
catalyse, facilitant I'nydrolyse du groupement N-formyle et soulignant l'importance de

I'architecture précise du site actif dans l'activité enzymatique (Jain et al., 2005).

17



Chapitre II Peptide déformylase

Figure 11.2. Structure cristallographique de la PDF de H. pylori. https://www.rcsb.org/

V. Site actif et poches de liaison

Le site actif de la PDF est défini par trois régions séquentielles conservées chez les
eubactéries : GOGDPAAxQ, EGC®S et HE®DH (ou @ désigne un acide aminé hydrophobe et
x un résidu quelconque), formant collectivement le cceur catalytique de I'enzyme. L'ion
métallique est coordonné de facon tétraédrique par deux histidines du motif HE®DH, une
cystéine du motif EGC®S et une molécule d'eau catalytiquement active. La glutamine du
motif GOGDOAAxQ et le glutamate du motif HE®DH, tous deux hautement conservés,

participent directement a la reconnaissance du groupement formyle du substrat.

Le site actif se subdivise en trois poches de liaison distinctes S1', S2' et S3' dont les
propriétés structurales et chimiques présentent des degrés variables de conservation
interspécifique. La poche S1', de nature hydrophobe, accueille spécifiguement la chaine
latérale de la méthionine du substrat et présente une géométrie conservée entre les especes. La
poche S2' est 1égérement plus large dans les PDF de type 1 que dans celles de type 2, tout en
conservant des propriétés physicochimiques globalement similaires. En revanche, la poche S3'
affiche une variabilité structurale et chimique marquée selon les especes, offrant ainsi un
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espace exploitable pour le développement d'inhibiteurs a spectre étroit et a haute sélectivité
(Merzoug, 2012).

Cette hétérogénéité des poches de liaison constitue un atout majeur pour la conception
rationnelle de molécules inhibitrices : les inhibiteurs & large spectre ciblent les régions

conservées (S1", tandis que les inhibiteurs spécifiques a certaines especes exploitent la
diversité des poches S2' et S3'.

Site actif et poches de liaison de la peptide déformylase (PDF)
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Figure 11.3. : Représentation schématique du site actif, des poches de liaison et des
déterminants structuraux impliqués dans la reconnaissance des inhibiteurs de la PDF. (Adapté
de Merzoug, 2012).

VI.  Les inhibiteurs de la peptide déformylase

La PDF est une enzyme essentielle a la survie bactérienne, ce qui en fait une cible
thérapeutique particulierement intéressante pour le développement de nouveaux agents
antibactériens. Les inhibiteurs de la PDF présentent une activité puissante contre un large
spectre de bactéries, notamment Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
viridans, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Mycoplasma pneumoniae,

Chlamydophila pneumoniae, Bacteroides fragilis, Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter
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pylori et Pseudomonas aeruginosa, ainsi que plusieurs bactéries anaérobies. Tous les
inhibiteurs de la PDF décrits a ce jour possedent un groupement capable de se coordonner
avec l'ion métallique présent dans le site catalytique de I'enzyme. Les futurs inhibiteurs
devront conserver un groupement hydrophobe en position P1', mimant la chaine latérale de la
méthionine du substrat afin d'occuper la poche S1' et de renforcer I'affinité de liaison. En
revanche, les poches S2' et S3' offrent davantage de possibilités de modifications structurales.
Les inhibiteurs actuels de la PDF se distinguent principalement par les groupements occupant
ces poches, lesquelles constituent des éléments déterminants pour la sélectivité et
I'optimisation des futurs inhibiteurs ( Merzoug. 2012).

VI1.1. Inhibiteur naturel

Parmi les inhibiteurs de la PDF identifiés a ce jour, l'actinonin représente le prototype
naturel le plus étudié. Il s'agit d'un antibiotique naturel isolé pour la premiére fois en 1962 a
partir de bactéries actinomycetes, présentant une activité antibactérienne significative contre
un large spectre d'espéces bactériennes. La caractérisation structurale de cette molécule a
montré que son groupement hydroxamate est indispensable au maintien de l'activité
antibactérienne, tandis que le squelette pseudopeptidique tolére différentes modifications

structurales.

Les premiéres études ont suggéré que l'actinonin pouvait interférer avec la synthése de
I'ARN, bien que cette hypothese n'ait pas été confirmée de maniére concluante. Outre ses
propriétés antibactériennes, cette molécule inhibe également plusieurs aminopeptidases,
notamment l'alanyl-aminopeptidase séminale humaine, et présente un potentiel antitumoral
intéressant. Des travaux ultérieurs ont démontré que l'activité antibactérienne de I'actinonin
résulte principalement d'une inhibition puissante et réversible de la PDF, entrainant
I'accumulation intracellulaire de peptides contenant de la formyl-méthionine non déformylée,
ce qui conduit finalement a I'inhibition de la croissance et de la prolifération bactériennes
(Chen et al., 2000).
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V1.2.Inhibiteurs synthétiques
V1.2.1.BB-83698

Le BB-83698 est le premier inhibiteur de la PDF a avoir atteint le stade des essais
cliniques, suivi peu aprés par le LBMA415. Son activité antibactérienne repose sur une
inhibition puissante de cette métalloenzyme bactérienne impliquée dans la maturation des
protéines. Le BB-83698 a démontré une activité antibactérienne & large spectre,
particulierement contre les streptocoques et Moraxella catarrhalis, y compris plusieurs
souches résistantes aux antibiotiques conventionnels. Aucune résistance croisée avec les
classes d'antibiotiques actuellement disponibles n'a été observée, soulignant ainsi son intérét
thérapeutique en tant qu'agent antibactérien doté d'un mécanisme d'action original(Lofland et
al., 2004).

V1.2.2. LBM415

Le LBM415, également connu sous le nom de NVP PDF-713, est I'un des premiers
inhibiteurs de la PDF développés pour une administration orale et parentérale dans le
traitement des infections respiratoires, cutanées et des tissus mous causées par des bactéries
Gram-positives et Gram-négatives sensibles. Sur le plan chimique, il appartient a la famille
des acides hydroxamiques de N-alkylurée, représentant ainsi une nouvelle classe structurale

d'agents antimicrobiens.

L'inhibition de la PDF par le LBM415 perturbe le processus de maturation protéique
bactérienne, entrainant I'accumulation de protéines non déformylées et l'arrét de la croissance
bactérienne. Ce mécanisme explique son activité principalement bactériostatique (Fritsche et
al., 2005).

V1.2.3.GSK1322322

Le GSK1322322 est un antibiotique innovant appartenant a la famille des
hydrazinopyrimidines, développé gréce a une approche de conception rationnelle basée sur la
structure. Il agit par inhibition sélective de la PDF et présente plusieurs propriétés

pharmacologiques particulierement intéressantes.

21



Chapitre II Peptide déformylase

Cet inhibiteur ne présente aucune résistance croisée avec les antibiotiques actuellement
disponibles et conserve une activité importante contre des pathogenes résistants aux béta-
lactamines, aux macrolides et aux quinolones. Son spectre d'activité couvre plusieurs
pathogénes communautaires majeurs, notamment le Staphylococcus aureus résistant a la

méthicilline et le Streptococcus pneumoniae multirésistant.

Par ailleurs, le GSK1322322 présente un effet marqué a des concentrations inférieures a
la concentration minimale inhibitrice contre la majorité des souches de S. aureus. (Naderer et
al., 2013).

Ainsi, les inhibiteurs de la PDF représentent une classe prometteuse d'agents
antibactériens capables de contourner certains mécanismes classiques de resistance
bactérienne. Malgré des résultats précliniques et cliniques encourageants, I'optimisation de
leur sélectivité, de leurs propriétés pharmacocinétiques et de leur sécurité demeure nécessaire

afin de favoriser leur développement thérapeutique futur.

INHIBITEURS SYNTHETIQUES DE LA PEPTIDYL DEFORMYLASE (PDF)
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Figure 11.4. Représentation schématique des principaux inhibiteurs synthétiques de la PDF
(BB-83698, LBM415 et GSK1322322). (Adapté de Lofland et al., 2004 ; Fritsche et al.,
2005; Naderer et al., 2013).
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En conclusion, la PDF réunit les caractéristiques d'une cible thérapeutique idéale : une
distribution ubiquitaire chez les bactéries, une absence chez les mammiferes, une structure
tridimensionnelle bien caractérisee, propice a l'exploration computationnelle par docking
moléculaire, ainsi que des poches de liaison présentant une variabilité exploitable pour la
conception d'inhibiteurs sélectifs. La recherche de nouveaux inhibiteurs de la PDF par
criblage in silico, couplé a I'évaluation des propriétés ADME-Tox, constitue donc une
approche scientifiquement fondee et prometteuse dans le contexte actuel de lutte contre la

résistance aux antibiotiques.
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Définition
Le docking moléculaire est une technique de simulation informatique visant a prédire
l'interaction entre deux molécules, généralement un ligand et une cible biologique telle qu'une

protéine ou un ADN, afin de former un complexe stable avec une structure tridimensionnelle

optimale (Raval et Ganatra, 2022).

Cette methode génere différentes conformations possibles de liaison, qui sont ensuite
¢évaluées et classées a 1’aide de fonctions de scores basées sur I'énergie de liaison. Cela permet
d'identifier les interactions les plus stables et biologiquement pertinentes (Raval et Ganatra,
2022 ; Chaudhary et Tyagi, 2024).

Le docking moléculaire est largement utiliseé dans la conception rationnelle de
médicaments, le criblage virtuel et l'optimisation des composés principaux. Il facilite la
prédiction de l'affinité de liaison, I'analyse des interactions moléculaires, et soutient la
découverte de nouveaux candidats médicaments, tout en réduisant les délais et colts associés

au développement pharmaceutique (Chaudhary et Tyagi, 2024).

DOCKING MOLECULAIRE

Technique de simulation informatique qui prédit I'interaction entre deux molécules
(ligand et cible biologique : protéine ou ADN) afin de former un complexe stable
avec une structure tridimensionnelle optimale.
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Le docking moléculaire permet d'identifier les interactions les plus stables entre le ligand et la cible
en prédisant I'affinité de liaison et en analysant les interactions moléculaires.
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de nouveaux médicaments de maniére plus rapide, plus efficace et plus économique.

Figure I11.1. Représentation schématique du processus de docking moléculaire (Raval et
Ganatra, 2022 ; Chaudhary et Tyagi, 2024).
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I.  Le principe du docking moléculaire

Le principe du docking moléculaire repose sur des approches mathématiques et
informatiques visant a identifier la meilleure orientation spatiale entre une petite molécule
(ligand) et sa cible biologique (protéine) afin de former un complexe stable, en recherchant la

conformation présentant I'énergie libre la plus faible (Raval et Ganatra, 2022).

Cette technique s’appuie sur les concepts fondamentaux de la reconnaissance
moléculaire et de la thermodynamique, qui régissent la formation de complexes stables entre
un ligand et sa protéine cible. Elle permet de prédire les modes de liaison et les affinités
d’interaction en prenant en compte la complémentarit¢ géométrique, les interactions
moléculaires, ainsi que les variations énergétiques, notamment celles de 1’énergie libre de
Gibbs (Vaghela, 2026).

Principe du docking moléculaire

Le docking moléculaire vise a identifier la meilleure orientation d’un ligand (petite molécule) dans le site actif d’'une protéine
pour former un complexe stable, en recherchant la conformation présentant 'énergie libre la plus faible.
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Le docking moléculaire prédit le mode de liaison et U'affinité d'un ligand pour sa cible

sur la base de la complémentarité et de I'énergie libre la plus faible.

Figure 111.2. Schéma illustratif du principe du docking moléculaire(adapté de Raval et
Ganatra, 2022 ; Vaghela, 2026)

I.1. Algorithme de recherche

Les algorithmes de recherche en docking moléculaire explorent [1’espace

conformationnel des ligands au sein du site de liaison du récepteur, en générant diverses
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modes de liaison possibles tout en prenant en compte les degrés de liberté liés a la translation,

la rotation et a la conformation (Leach et Gillet, 2007).

Etant donné que la recherche exhaustive nécessite d’importantes ressources
informatiques, des stratégies optimisées sont indispensables. Ces méthodes se répartissent en
approches systématiques, stochastiques (telles que les algorithmes génétiques et la méthode
de Monte Carlo) et basées sur la simulation (comme la dynamique moléculaire) (Moitessier et
al., 2009). Chaque approche représente un compromis entre précision et codt de calcul, et le
choix de I’algorithme a un impact majeur sur les performances du docking (Bielska et al.,

2011).

1.2. Fonction de score

Les fonctions de score sont des modeles mathématiques employés en docking
moléculaire et dans le criblage virtuel pour estimer I’affinité de liaison entre un ligand et son
récepteur. Elles évaluent I’énergie d’interaction en se basant sur des paramétres physico-
chimiques clés tels que les interactions électrostatiques, les liaisons hydrogene, les forces de
van der Waals et les interactions hydrophobes (Leach et Gillet, 2007 ; Bielska et al., 2011).

Leur principal objectif est de classer les différentes poses des ligands afin d’identifier le
mode de liaison le plus favorable. Ces fonctions de score sont généralement regroupées en
trois grandes catégories : les fonctions basées sur les champs de force, les fonctions
empiriques et les fonctions basées sur la connaissance (Huang et al., 2010). Bien qu’elles
soient largement utilisées, elles restent des approximations et sont souvent combinées a

d’autres méthodes pour améliorer la précision des prédictions (Cheng et al., 2009).

Il.  Types de docking moléculaire
11.1. Docking rigide

Le docking rigide considére que le ligand et le récepteur sont des structures fixes,
dépourvues de flexibilité. L’interaction est déterminée en recherchant la meilleure orientation
spatiale dans un espace tridimensionnel a I’aide d’une fonction de score, sans prendre en
compte les changements conformationnels (Raval et Ganatra, 2022 ; Chaudhary et Tyagi,
2024).
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Cette méthode, basée sur le modéle de la « clé et de la serrure » proposé par Emil
Fischer, est efficace sur le plan computationnel. Toutefois, sa précision reste limitée en raison

de I’absence de prise en compte de la flexibilité moléculaire (Chaudhary et Tyagi, 2024).
11.2. Docking flexible

Le docking flexible prend en compte la flexibilité des molécules pendant le processus
d’amarrage, en permettant des changements de structure aussi bien pour le ligand que pour le
récepteur, afin de mieux représenter les interactions biologiques réelles (Khemnar et al., 2021
; Raval & Ganatra, 2022). Cette approche utilise différentes méthodes, comme 1’ajustement
induit, le docking sur plusieurs structures (ensemble ou croisé) et d’autres stratégies de
flexibilité, ce qui permet d’obtenir des prédictions plus précises, mais avec un colt

computationnel plus élevé (Khemnar et al., 2021).
11.3. Docking semi-flexible

Le docking semi-flexible (ligand flexible) constitue une approche intermédiaire dans
laquelle seul le ligand est considéré comme flexible, tandis que le récepteur demeure rigide.
Le ligand peut adopter plusieurs conformations grace a la rotation de ses liaisons, offrant ainsi
un compromis entre efficacité computationnelle et réalisme biologique. Cependant, cette
méthode ne permet pas de capturer entierement la dynamique compléte des interactions
ligand-récepteur (Raval et Ganatra, 2022).

28



Chapitre III

) TYPES DE DOCKING MOLECULAIRE

1. DOCKING RIGIDE

Ligand et récepteur considérés comme
structures fixes

RECEPTEUR (rigide)

4

v

Recherche de la meilleure orientation
dans l'espace 3D

LIGAND (rigide)

(he C
\ ;- Meilleure pose
N 3 P (fonction de score)

Caractéristiques

+ Basé sur le modeéle « clé et serrure »
(Emil Fischer)

+ Rapide et peu colteux en calcul
+ Précision limitée (pas de flexibilité)

RECEPTEUR (flexible)

Ligand et récepteur considérés comme
flexibles

LIGAND (flexible)

/1\, % &
& :

4

v
Recherche de la meill ori

en tenant compte des changements
conformationnels

%

Meilleure pose
(fonction de score)

Caractéristiques

« Prend en compte la flexibilité du ligand

et du récepteur

« Méthodes : ajustement induit,

docking sur plusieurs structures (ensemble
ou croisé), etc.

« Précision plus élevée

Docking moléculaire

DOCKIN N
AND Al

Seul le ligand est flexible,
le récepteur reste rigide

RECEPTEUR (rigide) LIGAND (flexible)

( 4

S TR
v

Recherche de la meilleure orientation
en faisant varier les conformations du ligand

( / . 5
el ¥
J 4 n; ,'“-.,}y

A Meilleure pose

(fonction de score)
Caractéristiques

a/

« Seul le ligand est flexible (rotations de liaisons)

+ Bon compromis entre précision et efficacité
computationnelle

+ Ne capture pas toute la dynamique
ligand-récepteur

« Colt computationnel élevé

4 f” Récepteur (protéine cible) »\’;3—‘ Ligand (molécule a docker) ~ ----- Interactions possibles ? Meilleure pose selon la fonction de score

S
Lt X

Figure 111.3. Principaux types de docking moléculaire utilises en modélisation moléculaire
(adapté de Khemnar et al., 2021 ; Raval et Ganatra, 2022 ; Chaudhary et Tyagi, 2024)

Il. Les applications

Le docking moléculaire est un outil clé dans la découverte et le développement de
médicaments. Il est notamment utilisé pour le criblage virtuel, permettant une évaluation
rapide in silico de vastes bibliothéques de composés (Shoichet, 2004). 1l sert également a
I’optimisation des composés prometteurs afin d’améliorer leur affinité de liaison et leur
sélectivité (Jorgensen, 2004), ainsi qu’a la réorientation thérapeutique, qui consiste a identifier
de nouvelles utilisations pour des médicaments existants tout en réduisant les délais de

développement (Pushpakom et al., 2019).

Le docking moléculaire joue aussi un role important dans 1’analyse des interactions
protéine-proteéine, notamment pour caractériser les interfaces (Vakser, 2014) et prédire la
structure des complexes (Zhang et al., 2014). Par ailleurs, il contribue a la recherche sur les
produits naturels en explorant les médecines traditionnelles (Newman et Cragg, 2020) et en

identifiant des composés bioactifs (Harvey et al., 2015).Dans le domaine de la science des
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matériaux, cette technique est utilisée pour étudier les interactions hote-invité ainsi que la

chimie des surfaces (Dsouza et al., 2011 ; Heinz et Ramezani-Dakhel, 2016).

Enfin, le docking moléculaire soutient des applications environnementales telles que les
études de biodégradation (Karigar et Rao, 2011) et les évaluations toxicologiques (Allen et
al., 2014 ; Vamathevan et al., 2019), en aidant a predire les interactions entre polluants et

systémes biologiques.
IV. Les programmes de docking moléculaire

Le docking moléculaire est une méthode de chimie computationnelle permettant
d’étudier les interactions entre un ligand et une protéine. Plusieurs logiciels open source ont

été développés pour prédire les modes de liaison et les affinités d’interaction protéine—ligand

(Biesiada et al., 2011).
IV.1. AutoDock

AutoDock est I'un des logiciels de docking open source les plus populaires. Il utilise des
algorithmes génétiques pour explorer les différentes conformations des ligands. Sa fonction
de notation combine des champs de force issus de la mécanique moléculaire avec des termes
empiriques, ce qui permet de prédire de maniére fiable les énergies de liaison (Anusha et
Govinda Rao Kamala, 2025).

IV.2. DOCK

DOCK est un programme pionnier dans le domaine du docking, ayant introduit les
algorithmes d’ajustement de forme. Il modélise les surfaces moléculaires a I’aide d’ensembles
de sphéres et propose plusieurs fonctions de score, telles que ChemScore. Sa conception
modulaire facilite I’intégration de nouvelles méthodes, ce qui en fait un outil largement utilisé

en recherche académique (Anusha et Govinda Rao Kamala, 2025).
IV.3. FlexX

FlexX adopte une approche de construction incrémentale dans laquelle les ligands sont
décomposés en fragments, puis reconstruits dans le site de liaison. Il intégre plusieurs
fonctions de score, telles que FlexX-Score et DrugScore, et est reconnu pour sa rapidité et son

efficacité dans les opérations de criblage virtuel (Anusha et Govinda Rao Kamala, 2025).
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IV.4.GOLD

GOLD utilise des algorithmes génétiques avancés pour la recherche conformationnelle.
Il propose diverses fonctions de score ainsi que des paramétres flexibles pour I’ancrage. Ce
programme est particulierement performant pour prendre en compte la flexibilité des
protéines et prédire les interactions protéine-ligand (Anusha et Govinda Rao Kamala, 2025).

IV.5. Glide

Glide emploie une méthode de filtrage hiérarchique pour identifier les positions de
liaison des ligands dans les sites actifs des récepteurs. Il combine des techniques
d’échantillonnage de type Monte Carlo avec des fonctions de score spécialisées, offrant des
résultats trés précis, notamment dans le domaine pharmaceutique (Anusha et Govinda Rao
Kamala, 2025).

1V.6. Surflex-Dock

Surflex-Dock est un algorithme d’amarrage moléculaire flexible enti¢rement
automatisé. Il combine la fonction de score du systeme d’amarrage Hammerhead avec un
moteur de recherche basé sur une méthode de similarité moléculaire fondée sur la surface.
Cette approche permet de générer rapidement des poses putatives adaptées aux fragments
moléculaires. Le procédé repose sur la construction d’une pseudo-molécule, appelée
protomol, servant de cible pour aligner le ligand par une approche de construction
incrémentale. Cette pseudo-molécule est constituée de fragments placés dans le site actif de
maniére a occuper ce dernier de facon optimale et redondante, selon des critéres
morphologiques. 1l est important de noter que la protomol peut étre construite soit a partir du
ligand co-cristallis¢ présent dans le site actif, lorsqu’une structure est disponible, soit a partir

du récepteur seul, en 1’absence de ligand (Jain, 2003 ; Welch et al., 1996).
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Figure 111.4. Principaux types de docking moléculaire utilisés en modélisation moléculaire.
(adapté de Khemnar et al., 2021 ; Raval et Ganatra, 2022 ; Chaudhary et Tyagi, 2024)

V. Etapes du docking moléculaire

Le docking moléculaire consiste en une étude in silico des interactions entre une
macromolécule et une petite molécule. Avant de procéder a ’analyse, des étapes préparatoires

sont réalisées sur les deux molécules (Madan et al., 2020).
V.1. Préparation du récepteur

La structure tridimensionnelle de la protéine est obtenue depuis la Protein Data Bank
(PDB). Ensuite, les molécules d’eau sont éliminées, les charges sont ajustées, les résidus

manguants sont comblés et les chaines latérales sont reconstruites (Madan et al., 2020).
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V.2. ldentification du site de liaison

Etant donné qu’un récepteur peut posséder plusieurs sites de liaison, la cavité
appropriée est déterminée a partir des coordonnées issues d’une structure récepteur-ligand co-
cristallisee (Madan et al., 2020).

V.3. Préparation du ligand

Les ligands sont extraits de bases de données telles que ZINC ou PubChem, ou bien
congus a 1’aide d’outils comme ChemSketch. Ils sont ensuite enregistrés dans des formats

standard tels que .mol, .pdb ou .pdbqt (Madan et al., 2020).
V.4. Réalisation du docking

Apres sélection du récepteur et du ligand, ’amarrage est effectué en ajustant divers
parametres tels que le nombre d’itérations et de cycles. L’interaction est ensuite analysée, et
des fonctions de score attribuent des scores énergétiques basés sur la qualité de la liaison
(Madan et al., 2020).
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Figure 111.5. Représentation schématique du processus de docking moléculaire appliqué a
I’identification d’inhibiteurs potentiels de la PDF (Madan et al., 2020)

33



Chapitre III Docking moléculaire

VI. Efficacité du docking moléculaire dans I’amélioration de la découverte des

composés médicamenteux

L’efficacité¢ du docking moléculaire dans I’amélioration de la découverte de composés
médicamenteux est largement reconnue. Cette technique de modélisation moléculaire a
permis des avancées significatives, notamment la découverte de nouveaux inhibiteurs de
I’enzyme ADN gyrase aprés I’échec des approches traditionnelles, ainsi qu’une meilleure
précision dans la prédiction des interactions dans des systemes complexes tels que le
cytochrome P450. (Meng et al., 2011).

Comparé au criblage a haut débit, le docking moléculaire s’est révélé nettement plus
performant, en augmentant de maniére significative le taux d’identification de composés
actifs. Grace a sa précision, sa rapidité et son efficacité, le docking moléculaire constitue
aujourd’hui un outil essentiel et performant dans la conception moderne de médicaments

(Meng et al., 2011).
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l. Matériel
1.1. Micro-ordinateur

Dans le cadre de cette étude, les analyses ont été réalisées a 1’aide de programmes
informatiques installés sur un micro-ordinateur de marque Dell, choisi pour ses performances
adaptées aux exigences de ce travail. Ce poste de travail est équipé d’une mémoire vive de 8
Go (RAM), d’un processeur Intel(R) Core™ i5 vPro, et fonctionne sous le systéme
d’exploitation Windows 10 Professionnel 64 bits.

1.2. Banques de données

1.2.1. Protéine data banque

La base de données Protein Data Bank (PDB) est une archive mondiale en libre acces
créée en 1971, qui regroupent les structures tridimensionnelles des macromolécules
biologiques telles que les protéines, I’ADN et I’ARN (Berman et al., 2000). Elle est gérée par
I’organisation wwPDB, en collaboration avec plusieurs centres internationaux chargés de la
collecte, de la validation et de la diffusion standardisée des données (wwPDB Consortium,
2019).

Ces structures sont déterminées a 1’aide de techniques expérimentales telles que la
cristallographie aux rayons X, la résonance magnétique nucléaire (RMN) et la microscopie
électronique cryogénique (Burley et al., 2019). La PDB est largement utilisée en recherche
scientifique pour comprendre la fonction des biomolécules et pour le développement de
médicaments. Elle évolue continuellement vers 1’intégration de données biologiques de plus

en plus complexes et diversifiées (Burley et al., 2019; wwPDB Consortium, 2019).
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Figure 1V.1. Site internet de la base des données PDB.

1.2.2. Pubchem

PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) est une base de données publique de

chimie biologique développée par le National Center for Biotechnology Information (NCBI)
et largement utilisée par diverses communautés scientifiques (Kim et al., 2021; Sayers et al.,
2021). Elle se distingue par la richesse de ses données, issues de centaines de sources,
incluant des informations sur les composés chimiques, leurs activités biologiques, ainsi que

leurs interactions avec les genes, les protéines et les voies biologiques.

Ces données sont organisées en trois collections principales : Substance, Compound et
BioAssay, avec une réduction de la redondance assurée par la conversion des substances en
composes uniques (Kim et al., 2016; Hahnke et al., 2018). La base offre également plusieurs
modes d’accés, soit via une interface web, soit par des interfaces programmatiques
spécialisées (Kim et al., 2018; Kim et al., 2019), ainsi que la possibilité de télécharger les

données sous différents formats (Fu et al., 2015).

Elle constitue ainsi une ressource essentielle pour la recherche scientifique, notamment
en chimie biologique et en découverte de médicaments, grice a 1’abondance de données
issues du criblage a haut débit et de la littérature scientifique (Kim, 2016; Kim et al., 2016;
Mendez et al., 2019).
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Figure IV .2. Interface graphique de la chimiothéque PubChem.

1.3. Programme utilisés

1.3.1. Surflex-Dock

Surflex-Dock (version 1.3, 2005) est un algorithme de docking rapide, capable de
positionner des ligands au sein d’un site de liaison constitu¢ d’acides aminés avec une
précision satisfaisante. Dans le cadre de cette étude, les paramétres standards du logiciel ont

été conservés par défaut.
Le processus de docking s’effectue en trois étapes principales (Boucherit et al., 2014):

e I’identification du site actif, qui peut étre déterminé a partir du ligand,
o la construction d’une pseudo-molécule, appelée « protomol », servant de cible pour
I’ancrage des différents ligands ;

o laréalisation du docking d’un ou de plusieurs ligands.
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¢) BioPharmics
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PyMol GUI
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Figure 1V.3. Programme Surflex-Dock.
1.3.2. Microsoft Excel

Microsoft Excel est un logiciel de feuilles de calcule permettant de saisir, organiser et
traiter des données sous forme de tableaux. Il offre également la possibilit¢ d’effectuer
automatiquement des calculs et de mettre a jour les résultats en fonction des modifications

apportées aux données, facilitant ainsi 1’analyse et I’interprétation des informations (Divisi et
al., 2017).

1.3.3. Open Babel

Open Babel est un logiciel libre de chimie computationnelle, principalement utilisé pour
la conversion de formats de fichiers chimiques et la préparation des ligands en modélisation
moléculaire. Il prend en charge plus de 110 formats de fichiers, notamment les formats
couramment utilisés tels que SMILES, mol, sdf, pdb, mol2, xyz, cif et InChl.

Il offre également plusieurs fonctionnalités avancées, notamment la génération de
structures tridimensionnelles, 1’optimisation géométrique ainsi que la recherche de similarité
moléculaire. Ces outils facilitent la préparation des molécules pour les études de docking
moléculaire (O’Boyle et al., 2011).
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Figure 1V.4. Conversion de fichiers par le programme Open Babel.

1.3.4. ViewerLite 4.2

C’est un logiciel gratuit de visualisation moléculaire permettant 1’affichage et 1’analyse

tridimensionnelle (3D) de structures biologiques. Il prend en charge plusieurs formats de

fichiers, notamment pdb, mol2 et sdf, et offre des outils de visualisation des complexes

protéine—ligand.
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§] Viewerlite - [HVProteaseSitemsy] =X

& File Edt View Tools Window Help =e|x]
D&l & Xy

R | >

ress <Shift> for Z-axis, press <Ctrl> to rotate selected objects

Figure IV.5. Visualisation par le logiciel ViewerL.ite.

1.4. Serveurs en ligne

1.4.1. SwissADME

SwissADME (https://www.swissadme.ch/) est une plateforme en ligne gratuite,
développée pour offrir une interface intuitive et accessible, permettant aux utilisateurs méme
sans expertise approfondie en conception assistée par ordinateur de médicaments (CADD),de
soumettre et d’analyser facilement des molécules. Elle se distingue des autres plateformes
gratuites dédiées a 1’évaluation des propriétés d’absorption, de distribution, de métabolisme et
d’¢limination (ADME) par [Dintégration de plusieurs méthodes computationnelles
performantes, permettant ainsi une évaluation globale du profil pharmacocinétique des petites

molécules.
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Figure 1V.6. Interface graphique du serveur SwissADME.

La plateforme permet de calculer un large éventail de paramétres essentiels, notamment
les propriétés physicochimiques, le caractere médicamenteux (drug-likeness), ainsi que divers
indicateurs pertinents en chimie médicinale. Elle prend également en charge plusieurs
applications de CADD, telles que le criblage virtuel, la prédiction de cibles biologiques, le

docking moléculaire, et la mécanique moléculaire.

Parmi ses principales fonctionnalités, SwissADME permet d’estimer la lipophilie et la
solubilité aqueuse, de prédire certains comportements pharmacocinétiques, notamment
I’absorption gastro-intestinale et la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique, ainsi que
de détecter des alertes structurales en chimie médicinale, telles que les composeés PAINS
(Pan-Assay Interference Compounds) et d’autres motifs potentiellement problématiques
(Daina et al., 2017).
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Figure 1V.7. Prédiction des propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques par le

serveur SwissADME.

Néanmoins, il convient de souligner que les prédictions fournies par SwissADME sont
de nature computationnelle et doivent étre interprétées avec prudence, en complément de
validations expérimentales, en particulier pour les molécules présentant des structures

chimiques atypiques ou complexes (Daina et al., 2017.)
1.4.2. ProTox-11 3.0

ProTox-I1 3.0 (https://tox.charite.de/protox3) est une plateforme web de calcul en libre

acces, congue pour la prédiction complete de la toxicité, offrant 1'une des gammes les plus
étendues d’endpoints toxicologiques actuellement disponibles. La plateforme intégre les
propriétés chimiques, les connaissances sur les cibles moléculaires, les voies métaboliques
ainsi que les voies des effets indésirables au sein d’une interface unique et unifiée. Son
interface utilisateur intuitive requiert une expérience préalable minimale ; les utilisateurs
peuvent simplement fournir un nom de composé (compatible PubChem), une chaine SMILES

canonique ou dessiner directement la structure moléculaire a I’aide de 1’éditeur intégré.
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Figure 1V.8. Interface graphique du serveur ProTox-11 3.0.

Le serveur prédit un large éventail de profils toxicologiques, notamment la toxicité orale
aigué (classée selon six niveaux de gravité avec des valeurs de LD50 estimées), la toxicité
spécifique a certains organes (hépatotoxicité, neurotoxicité, néphrotoxicité, cardiotoxicité et
toxicité respiratoire), ainsi que des endpoints toxicologiques plus larges tels que la
cancérogénicité, la mutagénicité, la cytotoxicité, I’immunotoxicité, la perméabilité de la

barriére hémato-encéphalique, 1’écotoxicité, la toxicité clinique et la toxicité nutritionnelle.
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Figure 1V.9. Prédiction de toxiciteé par le serveur ProTox-11 3.0.

44



Chapitre IV Matériel et Méthodes

De plus, ProTox-1l 3.0 fournit une analyse des voies toxicologiques, des événements
moléculaires initiateurs, une prédiction du métabolisme ainsi qu’une identification des cibles

de toxicité, offrant des informations mécanistiques sur les réponses toxiques.

Les résultats sont présentés via une interface interactive comprenant des valeurs de
LD50 prédites, une classification de la toxicité avec des scores de confiance, des composeés
structurellement similaires, ainsi que des diagrammes radar et des visualisations en réseau,
exportables aux formats CSV, PDF et image. Les études de référence indiquent que ProTox-I1
3.0 présente un équilibre favorable entre sensibilité et spécificité, surpassant a la fois certains
outils commerciaux tels que TOPKAT et des alternatives en libre acces comme T.E.S.T
(Banerjee et al., 2024).

1. Methodes
I1.1. Tests de fiabilité du programme Surflex-Dock

Avant d’exploiter les résultats du docking moléculaire, il est nécessaire de vérifier la
fiabilité du logiciel de docking moléculaire Surflex-Dock. A cet effet, trois tests ont été

réalisés afin d’évaluer les performances de ce programme d’amarrage moléculaire :

e [’¢cart quadratique moyen (RMSD)
e [’analyse visuelle

o |e coefficient de corrélation linéaire (r).
11.1.1. L’écart quadratique moyen

Le RMSD (Root Mean Square Deviation) est une mesure géométrique correspondant a
la moyenne des écarts entre les positions atomiques d’une structure expérimentale et celles
d’une structure prédite d’un complexe ligand/site actif. Il constitue un paramétre fondamental
pour évaluer les performances des programmes de docking moléculaire, dont I’objectif est de

reproduire le plus fidelement possible les complexes expérimentaux (Hawkins et al., 2008).

Plus la valeur du RMSD entre la pose calculée et la conformation expérimentale du
ligand est faible, plus la prédiction du positionnement est considérée comme précise. Cette
précision dépend notamment de 1’identification correcte du site de liaison sur la protéine, ainsi

que de I’orientation et de la conformation adoptées par le ligand dans le site actif.
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Le calcul du RMSD est généralement réalisé par une procédure de « cognate docking »
ou « self-docking », consistant a extraire le ligand co-cristallisé puis a le repositionner, par
docking moléculaire, dans le site actif de la cible enzymatique (Hawkins et al., 2008). Pour
I’évaluation de la qualit¢é du positionnement, seuls les atomes lourds du ligand sont

généralement pris en considération (Kirchmair et al., 2008).

En pratique, une valeur de RMSD inférieure ou égale a 2 A est généralement considérée
comme satisfaisante, tandis qu’une valeur proche de 0 A indique une superposition quasi
parfaite entre la structure prédite et la structure de référence. Actuellement, les performances
des logiciels de docking sont le plus souvent évaluées sur un grand ensemble de complexes
protéine—ligand cristallisés, généralement de 1’ordre d’une centaine (Kramer et al., 1999 ;
Kellenberger et al., 2004).

11.1.2. Analyse visuel

L'analyse visuelle constitue le deuxiéme critere d'évaluation des performances du
programme Surflex-Dock. Elle permet de vérifier si la pose simulée du ligand se superpose
fidelement au ligand co-cristallisé au sein du site actif de la cible enzymatique. Lorsque cette
superposition est satisfaisante, elle confirme que le programme positionne correctement les
ligands simulés, ce qui témoigne de la fiabilité du logiciel dans la prédiction des différentes
interactions enzyme-inhibiteur .Cette analyse est réalisée a 1’aide du programme de

visualisation ViewerLite 4.2

11.1.3. Coefficient de corrélation

En statistiques, I'étude de la corrélation entre deux variables numériques consiste a
analyser l'intensité de la relation pouvant exister entre elles, généralement modélisée par une
régression linéaire. Cette intensité est quantifiée par le coefficient de corrélation de Bravais-
Pearson (r), défini comme le rapport entre la covariance des deux variables et le produit de
leurs écarts-types respectifs. Sa valeur est comprise entre —1 et 1 ; plus elle se rapproche des

valeurs extrémes, plus la relation entre les variables est forte (Fox, 1999).

Dans ce cadre, le coefficient de corrélation a été utilisé afin d'évaluer le degré de
relation entre les scores d'affinité obtenus par docking moléculaire a l'aide du programme
Surflex-Dock et les valeurs d'IC50, définies comme la concentration d'inhibiteur entrainant 50

% d'inhibition enzymatique, déterminées expérimentalement par des essais in vitro et
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rapportées dans la littérature (Hansch et Fujita, 1964). Pour cette analyse, un ensemble de 44
complexes PDF—inhibiteur, extraits de la PDB, a été sélectionné, la disponibilité des valeurs

d'IC50 constituant I'un des principaux criteres de sélection.

11.2. Procédure de docking moléculaire par Surflex-Dock

11.2.1. Préparation de la protéine cible

La structure tridimensionnelle de I’enzyme PDF a été récupérée a partir de la Protéine
Data Banque sous le code 4E9A, présentant une résolution cristallographique de 1,66 A, ce
qui garantit une bonne qualité structurale pour les études de modélisation moléculaire. La
structure initiale du complexe contenait deux chaines polypeptidiques (A et B) ; seule la
chaine A, correspondant a I’unité fonctionnelle d’intérét, a été conservée. Les molécules d’eau
ainsi que les composés de cristallisation ont été supprimés afin d’éviter toute interférence avec

les calculs de docking.

La protéine réceptrice et le ligand co-cristallisé ont ensuite été séparés dans des fichiers
distincts pour leur préparation individuelle. Etant donné que Surflex-Dock nécessite des
fichiers au format mol2, la conversion des structures a été réalisée a ’aide du logiciel Open
Babel. Cette étape a également permis l’ajout des atomes d’hydrogéne manquants a la
protéine et aux inhibiteurs étudi€s, tout en respectant 1’état de protonation physiologique des

résidus d’acides aminés.

11.2.2. Préparation des inhibiteurs

Un total de 192 molécules similaires a 1’actinonin a été téléchargé a partir de la base de
données PubChem au format sdf (3D), puis converti au format mol2 a I’aide du logiciel Open

Babel afin de les préparer pour les études de docking moléculaire.

11.2.3. Docking moléculaire par Surflex-Dock
11.2.3.1 Génération de protomol

Dans Surflex-Dock, le protomol est utilise comme une pseudo-cible guidant I'amarrage
du ligand dans le site actif de la protéine. Il est généré automatiquement a partir de fragments
moléculaires tels que CH4, N-H et C=0, positionnés dans les zones accessibles du site actif

définies par les résidus protéiques voisins du ligand natif. Apres optimisation par la fonction
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de score, seuls les fragments présentant les interactions les plus favorables sont conservés afin

de modéliser au mieux le site de liaison de la cible enzymatique (Jain, 2003).

Dans notre cas, la chaine A de la structure 4E9A (au format .mol2) ainsi que le ligand
de reférence (au format .mol2) ont été utilisé pour générer le protomol, a I’aide de la

commande suivante :
surflex-dock proto ligand.mol2 protéine.mol2 pl
11.2.3.2 Docking moléculaire

Cette étape nécessite la disponibilité de la protéine au format .mol2, du protomol généré
lors de I'étape précédente, ainsi que des ligands également au format .mol2. Le docking
moléculaire repose sur un processus d'alignement et de recherche par similarité moléculaire,
permettant de générer plusieurs conformations possibles du ligand au sein du site actif de

I'enzyme.

Les dix meilleures poses sont retenues et classées selon leur score (final-0, final-1 ...
final-9). Chaque conformation est associée a trois scores : le premier correspond a l'affinité de
liaison, le deuxiéme, appelé « crash score », évalue les contacts stériquement défavorables
entre le ligand et la protéine, et le troisieme, nommé « polar score », refléte la contribution des

interactions polaires. Cette étape a été réalisée a l'aide de la commande suivante :

surflex-dock dock ligand.mol2 pl-protomol.mol2 protéine.mol2
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B Invite de commandes - X

Figure 1V.10. Capture d’écran des résultats du docking obtenus par le logiciel Surflex-Dock.

11.2.3.3 Calcul du RMSD

La qualité de I'amarrage des ligands dans le site de liaison est évaluée par le calcul du
RMSD entre la conformation du ligand co-cristallisé extraite de la PDB et les poses obtenues
par Surflex-Dock, afin de valider la précision du protocole de docking. Ce calcul a été

effectué a I'aide de la commande suivante :

surflex-dock rms final-0.mol2 ligand.mol2

C:\Users\DELL\Desktop\1BS4>surflex-dock rms final-©.mol2 2PE.mol2

Surflex License: C:\sfdocklicense

The Surflex software is the property of Biopharmics LLC.

Surflex licensed to SFDocke@36 (Gerhard Vergoten, Univ. Lille) for internal use only.
Rotatable bonds: 25 25

Actual rmsd: 14.496

Heavy atom rmsd: 9.812

Similarity: ©.084

C:\Users\DELL\Desktop\1BS4>

Figure 1V.11. Résultat du calcule le RMSD par le programme Surflex-Dock.
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11.3. Prédiction de la similarité médicamenteuse

Dans le cadre de cette étude, la prédiction de la similarité médicamenteuse repose sur
I'application du filtrage ADME-Tox, une étape incontournable pour évaluer le potentiel
thérapeutique des composés sélectionnés. A cet effet, les plateformes SwissADME et
PreADMET ont été exploitées afin de prédire les propriétés physicochimiques,

pharmacocinétiques et toxicologiques des meilleurs inhibiteurs retenus.

Le profil ADME-Tox regroupe I'ensemble des parametres décrivant le devenir d'une
molécule au sein de I'organisme, notamment son absorption, sa distribution, son métabolisme,
son excrétion ainsi que sa toxicité. Lorsqu'un médicament est administré par voie orale, le
principe actif traverse la muqueuse intestinale par diffusion passive ou transport actif avant
d'étre biotransformé en différents métabolites. Ces mécanismes influencent plusieurs aspects

fondamentaux de la pharmacothérapie (Li, 2001), notamment :

« la posologie, puisque la vitesse de dégradation du composé détermine la fréquence
d'administration nécessaire ;

o les interactions médicamenteuses, pouvant résulter d'interférences entre les voies
métaboliques de différentes substances administrées simultanément ;

o la toxicité, la biotransformation étant susceptible d'augmenter ou de diminuer le

potentiel toxique du médicament.

L'évaluation de la toxicité constitue également un critére déterminant dans le
développement des candidats médicaments. En effet, un composé thérapeutique doit présenter
un index thérapeutique suffisamment élevé, de sorte que la concentration plasmatique toxique

demeure largement supérieure a la concentration thérapeutique efficace (Li, 2001).

Dans ce contexte, l'essor du criblage virtuel a favorisé l'intégration des approches
ADME-Tox des les premieres étapes du développement pharmaceutique. Ces méthodes
permettent d'éliminer précocement les molécules dont les propriétés physicochimiques
s'écartent de celles géneralement observées chez les médicaments commercialisés (Schneider,
2013). Par ailleurs, les prédictions ADME-Tox facilitent [l'identification des limites
potentielles des composés issus du criblage virtuel et orientent leur optimisation structurale
ultérieure. A ce stade d'identification des tétes de série, les approches expérimentales et in
silico peuvent étre combinées de maniere itérative afin d'établir un profil ADME-Tox complet
et fiable (Yu, 2003).
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11.3.1. Propriétés physicochimiques

Plusieurs regles empiriques ont été proposees afin de prédire la biodisponibilité orale
potentielle des composés chimiques. Parmi les plus utilisées figurent les regles de Lipinski et
de Veber.

11.3.1.1. Regle de Lipinski

En 1997, Christopher A. Lipinski et ses collaborateurs ont établi un ensemble de critéres
destinés a identifier rapidement les molécules présentant un caractere « drug-like », c'est-a-
dire susceptibles de posséder des propriétés favorables a une administration orale. Connue
sous le nom de « regle des cing », cette approche repose sur quatre parametres

physicochimiques principaux :

- un poids moléculaire < 500 Da ;
- unlogP<5;
- un nombre d'accepteurs de liaisons hydrogene < 10 ;

- un nombre de donneurs de liaisons hydrogéne < 5.

Le coefficient de partage octanol/eau (logP) constitue un parameétre particulierement
important, puisqu'il refléte la polarité du composé et permet d'estimer sa répartition dans les

différents compartiments biologiques de I'organisme (Lipinski et al., 1997).
11.3.1.2. Regle de Veber

Dans la continuité des travaux de Lipinski, Dennis F. Veber et ses collaborateurs ont
proposé deux descripteurs supplémentaires associés a une bonne biodisponibilité orale (Veber
etal., 2002) :

- une surface polaire topologique inférieure & 140 A2 ;

- un nombre de liaisons rotables ne depassant pas 15.

Ces regles demeurent largement utilisées dans les études de criblage virtuel et
d'optimisation moléculaire. Toutefois, leur application stricte peut parfois limiter I'exploration

de nouveaux espaces chimiques et réduire la diversité structurale des candidats potentiels,
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notamment pour certaines molécules récemment approuvées par la FDA (Food and Drug
Administration) (Zhang et al., 2007 ; Doak et al., 2014).

11.3.2. Propriétés pharmacocinétiques

La pharmacocinétique étudie I'évolution quantitative et qualitative d'un médicament
dans I'organisme au cours du temps. Elle décrit les processus d'absorption, de distribution, de
métabolisme et d'élimination dans différents systemes biologiques, qu'il s'agisse d'organismes
humains, animaux ou de modeles cellulaires et moléculaires (Agoram et al., 2007 ; Mager et
Jusko, 2001).

11.3.2.1. Absorption gastro-intestinale

L'absorption correspond au passage du principe actif sous sa forme inchangée depuis
son site d'administration jusqu'a la circulation systémique, apres franchissement d'une barriere
physiologique. Cette derniére varie selon la voie d'administration considérée : muqueuse
intestinale pour la voie orale, barriere cutanée pour la voie transdermique ou épithélium
pulmonaire dans le cas de l'inhalation (Mager et Jusko, 2001 ; Agoram et al., 2007).
L'absorption gastro-intestinale constitue aujourd'hui I'un des principaux parameétres utilisés

dans les prédictions in silico de la biodisponibilité des candidats médicaments.

11.3.2.2. Inhibition des Cytochromes P450

Les cytochromes P450 (CYP450) sont des enzymes essentielles impliquées dans le
métabolisme des médicaments. Dans le cadre de cette étude, la capacité des composeés étudiés
a inhiber les principales isoformes humaines du CYP450 (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6 et CYP3A4) a été évaluée a ’aide de I’outil de prédiction ADMET utilisé. Cette
analyse permet d’estimer le risque potentiel d’interactions médicamenteuses et le profil

pharmacocinétique des molécules étudiées (Boucherit, 2020)

11.3.2.3. Toxicité

La toxicité constitue I’'un des parametres les plus critiques et préoccupants dans le
développement pharmaceutique, notamment lors de 1’entrée d’un candidat-médicament en
phases cliniques. En effet, tout composé provoquant des effets indésirables sévéres au cours

des essais cliniques est généralement écarté du processus de développement. Il est donc
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essentiel d’évaluer et de prédire précocement le profil toxique des molécules a partir de leur
structure chimique afin de limiter les risques d’échec et de réduire les colts de

développement.

La toxicité peut étre classée selon 1’organe cible affecté, telle que 1’hépatotoxicité, la
néphrotoxicité ou la cardiotoxicité, mais également selon le mécanisme impliqué, comme la
génotoxicité, la mutagénicité ou la carcinogénicite. Dans ce contexte, de nombreuses
approches in silico ont été développées afin de prédire les effets toxiques potentiels des
composés chimiques ; cette discipline est connue sous le nom de toxicologie in silico ou

toxicologie computationnelle (Lagarde, 2014).
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l. Test de fiabilité du programme Surflex-Dock

Afin de valider le protocole de docking moléculaire adopté dans cette étude et d'évaluer
les performances du logiciel Surflex-Dock, plusieurs tests ont été mis en oeuvre, a savoir :
- Laracine de I'écart quadratique moyen (RMSD), ainsi que I'analyse visuelle des poses
générées.
- Le coefficient de corrélation linéaire (r).
L'ensemble de ces tests vise a garantir la fiabilité et la précision du protocole de docking

retenu.

I.1. I'écart quadratique moyen

La prédiction du mode d'interaction consiste & déterminer le positionnement correct d'un
ligand au sein du site actif de son récepteur. La performance d'un programme de docking
moléculaire dans cette tache est généralement évaluée par I'écart quadratique moyen ou
RMSD (Root Mean Square Deviation), qui mesure la différence entre la conformation du
ligand co-cristallisé, déterminée expérimentalement, et celle prédite par le logiciel Surflex-
Dock.

Une prédiction est considérée comme acceptable lorsque la valeur du RMSD est
inférieure ou égale a 2,0 A (Grosdidier, 2007 ; Boucherit et al., 2014). Dans ce contexte, le
test de fiabilité basé sur le RMSD a été réalisé sur 101 complexes protéine—ligand
(Kellenberger et al., 2004)sélectionnés a partir de la Protein Data Bank. Les structures
récupérées au format .pdb ont ensuite été converties au format .mol2 a I’aide du logiciel Open

Babel. Les valeurs du RMSD obtenues sont présentées dans le tableau V.1 ci-dessous :

Tableau V.1. Liste des 101 complexes protéine-ligand utilisés pour tester la fiabilité de

programme Surflex-Dock a I’aide du RMSD.

Code de Code de RMSD (A) Code de Code de RMSD (A)

I’enzyme Pinhibiteur I’enzyme Pinhibiteur
8H46 ASN 0,989 20KL BB2 1,614
SN4S R38 1,912 1LRY BB2 1,706
5K48 S5Z 0,371 4E9B BB2 3,923
TAT4 NPX 2,212 20S1 BB2 1,596
6057 2NC 1,701 303J BB4 0,758
6KXO NO9 3,926 3U7N UHF 1,851
7C8X ASN 1,23 SNTH BB2 1,730
8F47 XDF 0,072 3U7M FHF 1,394
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SLM6 H32 0,096 1G27 BB1 3,896
SWKS NAR 1,051 SCWY 4WL 2,317
8H4F DSG 2,194 9QFR BB2 1,339
8H48 ASN 1,252 SMTE BB2 1,416
9BZQ NXL 1,442 1BSK MLN 1,947
9CP7 NAI 1,512 SCWX 56K 0,063
1RNN C5P 0,671 S5CVP S6F 4,283
3LTW HLZ 1,123 5CXJ 56T 5,372
3TSH FDA 0,995 3PN4 BB2 1,689
2FHN BNI 1,890 SJF1 BB2 0,459
6VSM BTB 0,727 S5JF6 BB4 1,163
7DUZ HMO 0,040 2Al7 SB7 2,151
7/DUB HKU 0,431 2EW5 Y12 2,156
7DV1 HNO9 0,146 1BS4 2PE 1,255
7DUE HL3 0,184 2AIE SB9 4,479
7DU1 HKR 0,931 9QFT BB2 2,187
41SA GVR 1,454 3M6Q BB2 1,367
7CJL G0O 2,596 3UWB BB2 1,607
6TGI N8Z 1,699 S5CY7 56U 2,207
7CHV FZX 2,115 3E3U NVC 0,796
6KZN E1C 0,930 2AIA SB8 2,429
6U10 X8Z 0,552 3SW8 SLI 4,305
7A60 QZH 0,091 60W7 NIY 1,668
7CBU ASP 1,258 2EW6 Y13 0,792
7CBR DSG 0,125 8RHR BB4 3,347
2YAS SIA 1,380 6JF8 LHY 1,626
8H4B ASN 3,157 6XXI NAD 1,402
7C91 DSG 1,790 4RDC PRO 0,322
6SZ4 BDP 1,051 6NOM DCF 3,163
6WGM PCA 1,065 6EW3 S3C 0,068
1DPM EBP 3,561 SFJZ S3P 4,992
8HY?2 S5ZX 3,626 6KW1 9RX 1,501
2YAG6 DAN 1,484 4DR9 GBB2 0,39
8H4E DSG 0,070 3U7L ubDB 1,502
6V61 X8Z 1,319 1LRU BB2 1,477
8F65 QF6 1,064 1IX1 BB2 1,544
7TUF5 N52 3,413 1G27 BB1 3,896
8JUA HEM 0,362 1BSZ 2PE 1,352
8JOO HEM 0,404 2KMN BB2 1,702
4PVT S3C 1,181 512B BB2 1,323
4C1D X8Z 3,815 3M6P BB2 1,470
4PVO SvB 0,063 5CVQ BB2 1,566
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5NAT | R59 | 1307 | | |

Les graphes ci-dessous représentent le pourcentage des résultats obtenus pour les 101
complexes utilisés dans le test RMSD du programme Surflex-Dock.

Le graphe V.1 illustre 1’évaluation de la capacité du logiciel a prédire le mode
d’interaction du ligand au niveau du site actif de ’enzyme, selon deux intervalles de RMSD

représentés en couleur bleue et rouge.

Fiabilité du programme Surflex-Dock

= RMSD <2A

Figure V.1. Résultats en % du test RMSD a deux intervalles.
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FigureV.2. Résultats (%) obtenu par Surflex-dock selon différents intervalles de RMSD.

Les résultats obtenus démontrent que le logiciel Surflex-Dock possede une capacité
satisfaisante de prédiction des interactions protéine—ligand. En effet, parmi les 101 complexes
étudiés, 74,26 % présentent des valeurs de RMSD inférieures ou égales a 2 A, seuil
universellement admis en docking moléculaire comme critere de succes, traduisant une
reproduction fidéle de la pose cristallographique du ligand dans le site actif de la protéine. Les
25,74 % restants, présentant des valeurs supérieures a ce seuil, peuvent étre attribués a
plusieurs facteurs inhérents a la complexité des systemes étudiés, notamment la flexibilité
conformationnelle de certains ligands, la géométrie particuliére des sites actifs, ainsi que les
limitations de la fonction de scoring utilisée.

Ces résultats s'inscrivent globalement dans la continuité des travaux antérieurs portant
sur les performances de Surflex-Dock, bien que des variations notables soient observées en
fonction de la nature des jeux de données et les protocoles adoptés. Kellenberger et al. (2004),
dans une étude comparative impliquant huit logiciels de docking, ont rapporté des taux de
succes compris entre 80 et 90 % pour Surflex-Dock, classant ce dernier parmi les programmes
les plus performants en termes de précision de pose et de criblage virtuel. De méme, Chikhi.
(2007), sur un ensemble de 126 complexes protéine—ligand, a obtenu 88,4 % de valeurs de
RMSD inférieures ou égales a 2 A.

En revanche, Boucherit et al. (2014) ont rapporté un taux de 66 % avec Surflex-Dock,

contre 79,16 % pour GOLD, un resultat plus proche de celui obtenu dans notre étude, ce qui
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suggere que les performances du logiciel peuvent étre influencées de maniére significative par
la diversité structurale des complexes analysés.

Par ailleurs, les travaux de Spitzer et Jain (2012) ont montré que les performances de
Surflex-Dock dépendent fortement des conditions de préparation des structures avant le
docking. De légeres variations des coordonnées atomiques, des états de protonation ou de la
conformation du site actif peuvent modifier significativement les valeurs de RMSD ainsi que

le classement des poses générées.

I.2. L’analyse visuelle

Suite au test du RMSD, I’analyse visuelle constitue une étape essentielle pour confirmer
la performance du programme Surflex-Dock. Elle permet de vérifier si les conformations
simulées des ligands se superposent correctement a celles des ligands co-cristallisés au niveau
du site actif de la protéine. Cette analyse a été réalisée a ’aide du logiciel ViewerLite 4.2 sur
les complexes protéine-ligand sélectionnés, afin d’évaluer la fiabilité du protocole de docking

utilisé.

En effet, I’analyse visuelle a porté sur plusieurs complexes issus de la Protein Data
Bank. Les codes des protéines étudiées, les ligands testés ainsi que les valeurs de RMSD
obtenues sont présentés dans le tableau correspondant. La comparaison entre les
conformations expérimentales des ligands co-cristallisés (représentées en rose) et les
meilleures conformations prédites par Surflex-Dock (représentées en vert) met en évidence
une bonne superposition dans la majorité des cas, confirmant ainsi la capacité du logiciel a

reproduire correctement le mode de liaison des ligans au sein du site actif.

Tableau V.2. Valeurs de RMSD des trois complexes protéine-ligand sélectionnés.

Code de ’enzyme Code de I’inhibiteur RMSD (A)
2AIE SB9 4,479
2EW6 Y13 0,72
9QFT BB2 2187
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Figure V.3. Superposition du ligand Y13 du complexe 2EW6 simulé par Surflex-Dock

(coloreé en rose) vis-a-vis de la conformation expérimentale (coloré en vert).

Figure V.4. Superposition du ligand BB2 du complexe 9QFT simulé par Surflex-Dock

(coloré en rose) vis-a-vis de la conformation expérimentale (coloré en vert).
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Figure V.5. Superposition du ligand SB9 du complexe 2AIE simulé par Surflex-Dock

(coloreé en rose) vis-a-vis de la conformation expérimentale (coloré en vert).

D’aprés les résultats du docking moléculaire, on observe que :

e Dans le cas du ligand 2EW6, avec un RMSD de 0,792 A, la superposition est
excellente. La conformation obtenue par docking est trés proche de la conformation
expérimentale.

e Dans le cas du ligand 9QFT, avec un RMSD de 2,187 A, la superposition est
acceptable, mais moins précise que celle observée pour le ligand 2EW6. Le ligand
docké présente quelques différences de positionnement par rapport au ligand co-
cristallise.

e Dans le cas du ligand 2AIE, avec un RMSD de 4,479 A, la superposition entre le
ligand docké et le ligand co-cristallisé est faible. Le ligand prédit n’occupe pas

correctement la méme position que celle observée expérimentalement.

Ainsi, le protocole de docking présente une excellente capacité de reproduction pour le
ligand 2EW6, une précision moyenne pour le ligand 9QFT et une faible précision pour le
ligand 2AIE.
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1.3. Le coefficient de corrélation

L’analyse par régression linéaire a été réalisée sur un ensemble de 44 composés
présentant des activités biologiques expérimentales déja connues. Cette approche permet
d’évaluer la relation entre les résultats issus du docking moléculaire, obtenu a I’aide du
logiciel Surflex-Dock, et les activités biologiques réelles des molécules étudiées.

L’objectif principal de cette analyse est de déterminer le degré de corrélation entre
I’affinit¢ de liaison prédite par le docking et D’activité biologique expérimentale, afin
d’évaluer la capacité du programme Surflex-Dock a reproduire des tendances biologiques
fiables et a prédire correctement le comportement des composés dans un contexte d’étude de

type virtual screening.

Tableau V.3. Inhibiteurs de la PDF avec leurs activités biologiques reportées et leurs affinités

de liaison.
Code de Code de 1Cs0 (MLM) Log ICsp Affinité (M™)
I’enzyme Pinhibiteur

3HOC Ps4 0,38 -0,42 9,42
2RGU 356 0,1 -1 9,45
1X70 715 120 2,08 4,84
3F8S PF2 13 1,11 5,24
IN1IM A3M 5400 3,73 5,86
2Q0E 448 25 1,39 6,43
2FJP S14 4,3 0,63 11,91
3HAC 361 67 1,82 6,84
3HAB 677 4,2 0,62 6,86
2QT9 524 2,3 0,68 11,01
2QTB 474 4.8 0,65 10,32
2AJD BPR 1300 3,11 4
20PH 277 16 1,2 9,22
2QJR P7F 37 1,53 5
2BUC 008 23 1,36 3,4
2BUB FPB 410 2,61 6,68
3KWF B1Q 6,8 0,83 10,55
3VIK M51 0,29 -0,53 10,19
3VIJL wWo4 5,6 0,74 8,1
3VIM W61 0,37 -0,43 12,18
3GOB T22 10 1 8,06
ANBE 2KV 20 1,3 7,07
3GOC RUF 2000 3,3 2,36
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4FFW 715 120 2,08 3,94
3C43 315 19 1,27 10,4
3C45 317 0,21 -0,67 9,87
SKBY 6RL 1,3 0,6 7,13
5T4B 75N 0,42 -0,37 14,84
ST4F 75M 10 1 13,73
517U 6AJ 1,7 0,23 13,05
6B1E LF7 80,1 1,9 3,49
30CO B2Q 710 2,85 4,36
SISM 6DG 0,7 -0,15 10,13
1G2A BB2 140 2,14 5,38
1LRU BB2 140 2,14 5,82
2Al7 SB7 400 2,6 4,11
2AI8 SB7 160 2,2 5,14
2AIE SB9 2200 3,34 5,08
2EW5 Y12 1250 3,09 79

2KMN BB2 140 2,14 3,1

3E3U NVC 13 1,11 12,74
4DR9 BB2 10 1 7,2

4JE7 BB2 27 1,43 3,2

2EW6 Y13 1,08 0,03 8,07

ICso correspond & la concentration d’un composé nécessaire pour inhiber 50 % de

’activité biologique d’une enzyme, d’un récepteur ou d’un systeéme biologique donné.
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Corrélation entre log IC50 et I'affinité
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Figure V.6. Corrélation entre I’activité expérimentale (Log ICsp) et les valeurs d’affinité de
divers inhibiteurs de la PDF.
L'analyse par régression linéaire de la corrélation entre le Log ICso et les scores
d'affinité obtenus par Surflex-Dock (v.1.3) met en évidence une corrélation linéaire inverse (r
= 0,715). Cette relation indique que plus l'activité biologique est élevée (ICs faible), plus le

score d'affinité et favorable.

Ces résultats suggerent une concordance acceptable entre les valeurs expérimentales et
les prédictions issues du docking. Ils sont en accord avec les travaux de Merzoug et al.
(2015), dans lesquels 23 complexes (peptide déformylase-inhibiteurs) ont été étudiés par
Surflex-dock, avec un coefficient de corrélation élevé (r = 0,728), traduisant une bonne

cohérence entre les résultats théoriques et expérimentaux.

Boucherit et al. (2014) ont docké 100 complexes (méthionine aminopeptidase-
inhibiteurs) a I’aide de Surflex, et ont observé une corrélation satisfaisante entre les affinités

de liaison calculées et les valeurs expérimentales d’IC50 (r = 0.76).

A la lumiére des résultats obtenus lors du test de redocking, de I’analyse visuelle et de

I’étude de corrélation linéaire, il apparait que le logiciel Surflex-Dock présente des
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performances globalement satisfaisantes et une bonne capacité a prédire les interactions

protéine-ligand.

Les résultats obtenus confirment sa fiabilité pour reproduire les conformations
expérimentales et estimer 1’affinité des composés étudiés. Ainsi, Surflex-Dock peut étre
utilisé avec un niveau de confiance acceptable pour la réalisation d’études de docking
moléculaire et pour le criblage virtuel de nouveaux inhibiteurs de la cible enzymatique

étudiée.

1. Etude des interactions intervenant dans I’inhibition de la PDF de H. pylori

par diverses molécules provenant de la PDB

Dans le but d’identifier de nouveaux inhibiteurs potentiels de la PDF de H. pylori, nous
avons utilisé la technique de docking moléculaire a I’aide du logiciel Surflex-Dock. Cette
approche nous a permis, d’une part, d’étudier et de modéliser les interactions entre les
meilleurs inhibiteurs connus de la PDF et la cible protéique, et d’autre part, d’évaluer

I’affinité de liaison des complexes formés.

11.1. Choix du complexe 4E9A

La structure tridimensionnelle de la PDF de H. pylori, utilisée dans cette étude, a été
obtenue a partir de la PDB, principale base de données regroupant les structures
cristallographiques des complexes protéine-ligand. Parmi les différents complexes
disponibles pour cette cible enzymatique, nous avons sélectionné le complexe portant le code
4E9A, en raison de sa bonne résolution cristallographique (1,66 A), ainsi que de la présence

d’un inhibiteur co-cristallisé au niveau du site actif.
Les caractéristiques de cette enzyme sont regroupées dans le tableau V.4 ci-dessous.

Tableau V.4. Les caractéristiques de 1’enzyme PDF.

Code de Code de ] o Nombre de | Résolution
Organisme | Classification )
I’enzyme Pinhibiteur chaine (A)
Helicobacter
4E9A QAP ) Hydrolase 1 1.66
pylori
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11.2. Docking moléculaire des meilleurs inhibiteurs connus de la PDF

Le docking moléculaire de quatre meilleurs inhibiteurs connus de la PDF a été effectue
a I’aide du logiciel Surflex-Dock sur la structure cristallographique de 1’enzyme codée 4E9A.
Cette ¢tude a permis d’analyser le positionnement des ligands dans le site actif ainsi que leurs

interactions avec les résidus clés impliqués dans la reconnaissance moléculaire.

Les structures des inhibiteurs étudiés ainsi que les résultats du docking sont regroupés

dans le tableau V.5.

Tableau V.5. Les scores des quatre inhibiteurs obtenus suite au docking moléculaire avec
Surflex-Dock.

L’inhibiteur L’affinité (M) Structure chimique

Actinonin 7.06

0
H
I o
H
GSK1322322 5.14 ’N\%ﬁ/w ’ o

ﬁ\ H
Hn 2 o rf\N /\@E 0
BB-83698 6.63 UJ\ N \) -r::>
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Parmi les inhibiteurs étudiés, 1’actinonin présente la meilleure affinité¢ pour la PDF de
H. pylori (7,06 M™), traduisant ainsi un effet inhibiteur élevé. Cette forte affinité se
caractérise par la formation de six liaisons hydrogéne avec les résidus du site d’interaction,
comme indiqué dans le tableau V.6 et la figure V.5 ci-dessous.

L’analyse réalisée a 1’aide de Surflex-Dock a permis d’identifier aisément les résidus
jouant un réle critique dans la formation et la stabilité des complexes PDF de H. pylori-
inhibiteurs, c'est-a-dire ceux contribuant de maniére significative a 1’énergie d’interaction.

L’actinonin établit quatre liaisons hydrogéne avec les résidus du site actif par
I’intermédiaire de son groupement hydroxamique. Son groupement hydroxyle est impliqué
dans deux liaisons hydrogene : I’une avec I’amine latérale de GIn51, un acide aminé jouant un
role important dans la fonction catalytique de cette enzyme (Becker et al, 1998), et I’autre
avec le groupement carbonyle de Gly46. Par ailleurs, sa fonction NH interagit avec le
groupement carboxyle de Glul39. La derniére liaison hydrogéne est formée entre son
groupement carbonyle et le NH de Leu97.

En outre, I’actinonin établit, par I’intermédiaire de 1’oxygeéne de son groupement amide,
une liaison hydrogene avec le NH d’Ile45. L hydroxyle li¢ au noyau pyrrolidine est également

engagé dans une liaison hydrogene avec le groupement OH de Tyr103.
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Tableau V.6. Les liaisons hydrogéne formées par I’actinonin.

Atome du ligand Résidu impliqué
O-H O-Tyr103

O H-N-1le45

@) H-N-Leu97

N-H COOH-GIu139
O N-H-GIn51

O-H O-Gly46
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Figure V.7. Mode de liaison de 1’actinonin au site actif de la PDF de H. pylori. Les tirets

discontinus verts représentent les liaisons hydrogéne.

I1l.  Proposition de nouveaux inhibiteurs de la PDF de H. pylori

L’actinonin ayant présenté la meilleure affinité parmi les inhibiteurs étudiés, elle a été
retenue comme compos¢ de référence pour la réalisation d’un criblage virtuel de molécules
analogues. A partir de la base de données PubChem, 192 composés similaires ont été

identifiés, puis évalués par docking moléculaire a 1’aide du logiciel Surflex-Dock.
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Les résultats obtenus ont révélé plusieurs analogues capables d’interagir favorablement

avec le site actif de la PDF, certains présentant méme des scores d’affinité supérieurs a celui

de I’actinonin. Les données détaillées de cette analyse sont regroupées dans le tableau V.7.

Tableau V.7. Résultats du docking moléculaire des inhibiteurs au niveau du site actif de la

protéine 4E9A obtenus par Surflex-Dock.

Code de Affinité Code de Affinité Code de Affinité
Pinhibiteur (M™ Pinhibiteur (M™ Pinhibiteur (M™
C1D443600 7,06 CID169736851 | 7,00 CID166771709 | 6,35
CID445753 5,15 CID124146772 | 5,45 CID166771710 |6,21
CID10295226 | 2,91 CID129163829 | 4,59 CID169710404 | 6,57
CID21145215 | 3,77 CID132182398 | 4,18 CID169727404 | 6,57
CID59908540 | 4,13 CID138470965 | 4,17 CID142170944 | 3,05
CID22666866 | 3,23 CI1D139293061 | 5,60 CID169736852 | 6,29
CID5289325 | 4,57 CID145751271 | 5,05 CID169736853 | 5,36
CI1D2020 5,91 CID10133711 | 7,27 CID171526097 | 7,21
CID10269609 | 4,42 C1D140365639 | 3,98 CID172579691 | 2,59
CID44449667 | 4,47 CID141780098 | 5,21 CID4393 4,57
CID17754156 | 5,82 CID141818021 | 3,53 CID146187231 | 5,32
CID22096219 | 3,48 CID141866180 | 4,90 C1D9844688 7,14
CID88053250 | 5,32 C1D142065970 | 3,48 C1D9879394 8,42
C1D22490309 | 4,98 CID139514955 | 4,65 C1D9907460 6,54
CID22490314 | 5,46 CID91120224 | 2,25 C1D9944159 5,93
CID92209715 | 4,23 CID142912399 | 4,86 C1D9946708 5,74
CID22490319 | 5,85 CID142964244 | 4,51 C1D9841700 4,00
CID44344564 | 6,02 CID143263057 | 6,79 CID11257526 | 6,19
C1D22490320 | 4,72 CID143355759 | 4,47 CID19766810 | 6,11
CID23520273 | 3,51 CID59060982 | 4,22 CID20779378 | 7,04
CID88053267 | 5,16 CID58710771 | 3,66 CID21734301 | 4,00
CID22490324 | 2,65 CID88232567 | 3,89 CID22096219 | 3,48
ClD22490327 | 5,72 CID88053031 | 4,60 CID22666917 |5,91
CID10272260 | 4,62 CID89654547 | 3,54 CID22666991 | 3,31
CID23520227 | 5,07 CID59902206 | 5,08 CID88007991 | 4,65
CID23520262 | 7,72 CID88053074 | 5,53 CID10475188 | 5,15
CID5288560 | 6,88 C1D88232307 | 7,15 CID23520188 | 6,13
CID59908560 | 5,56 CID87966586 | 4,09 CID46235764 | 3,44
CID88180355 | 5,95 CID88233186 | 4,10 CID46235765 | 2,64
CID154702383 | 5,62 CID88232440 | 3,47 CID46235920 | 2,93
ClID44305743 | 4,57 CID60108763 | 4,60 CID75411495 | 3,70
C1D44406655 | 7,37 CID76766725 | 3,29 CID88230870 | 4,38

69




Chapitre V Reésultats et discussion

CID23520225 | 5,82 CID88052920 | 4,75 CID88232222 5,95
CID22490328 | 3,96 CID88232486 | 4,57 CID88232367 1,71
CID22666984 | 5,25 CID88232584 | 6,86 CID102781299 | 2,77
CID88053263 | 5,16 CID58726511 | 4,49 CID102788912 |5,18
CID172640798 | 5,21 CID87966576 | 6,24 CID1098972583 | 4,76
CID22666896 | 5,88 CID88232306 | 7,20 CID109893571 | 4,41
CID92209716 | 3,45 CID10108890 | 6,45 CID109893608 | 4,96
CID9947520 1,22 CI1D9929837 6,25 CID109893659 | 4,23
CID22666979 | 6,03 CID10111557 | 5,80 CID109893721 | 5,47
CID92209717 | 3,65 CID10111558 | 4,53 CID110021741 | 4,77
CID9839307 5,24 CID9950544 4,42 CID112355443 | 5,55
CID9902016 4,08 CID10134642 | 4,30 CID112355471 | 4,30
CID9819378 3,93 CID10199990 | 6,35 CID113735611 | 4,09
CID88230918 | 3,13 CID22667024 | 5,26 CID113735634 | 3,30
CID88053305 | 5,35 CID88394246 | 6,00 CID114240252 | 4,47
CID88232551 | 6,91 CID88232602 | 4,17 CID122409205 | 5,82
CID54067801 | 4,26 CID59908491 | 4,20 CID135569754 | 5,37
CID54472722 | 5,32 CID53758272 | 3,99 CID135581525 | 7,11
CID58319606 | 6,34 CID23520184 | 5,50 CID135594358 |5,14
CID58341158 | 2,10 CID88936994 | 6,51 CID135779875 | 5,86
CID76766645 | 3,27 CID88233189 | 4,15 CID135789534 | 5,91
CID23520193 | 5,11 CID59891434 | 4,49 CID135815453 | 5,48
CID57092357 | 3,20 CID88232552 | 4,61 CID135854488 | 3,27
CID87972156 | 4,58 CID88230921 | 3,13 CID141912252 |5,12
CID60055927 | 3,86 CID88232570 | 6,77 CID142912399 | 4,86
CID67862225 | 4,52 CID73895485 | 4,56 CID145508191 | 4,22
CID67742382 | 7,76 CID88233051 | 6,69 CIiD162884930 | 3,48
CID76766658 | 1,33 CID161727711 | 4,51 CID166771705 | 6,79
CID58341069 | 5,11 CID139616993 | 4,14 CID89654549 3,54
CID58341083 | 2,19 CID166748679 | 6,70 CID46235764 6,47

Parmi les analogues de I’actinonin étudiés, le composé 2-[(3R,4S)-4-butyl-1-(5-
hydroxypentyl)-2-2oxopyrrolidin-3-yl]-N-hydroxy- acetamide, référencé dans PubChem sous
I’identifiant CID 9879394, a montré la plus forte affinité de liaison pour la PDF de H. pylori,
avec une valeur de 8.42 M, indiquant une meilleure stabilité du complexe PDF-inhibiteur.

Il est suivi par les composés CID67742382 (7,76 M) et CID23520262 (7,72 M™). Les
autres analogues présentent des valeurs d’affinité comprises entre 1.33 M7 et 7,37 M1,
confirmant leur capacité a interagir favorablement avec le site actif de 1’enzyme. Ainsi,

CID9879394 apparait comme le composé le plus prometteur parmi les molécules étudiées.
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L’analyse de docking moléculaire a montré que cette molécule s’inseére profondément
dans le site actif de I’enzyme. Son groupement hydroxamique ainsi que sa fonction carbonyle
participent a la formation de six liaisons hydrogéne avec des résidus catalytiques essentiels
(Figure V.7.), notamment le GIn51, qui joue un réle clé dans la fonction catalytique de cette
enzyme (Becker et al, 1998).

L’ensemble de ces interactions suggére que CID 9879394 est capable de perturber la
stabilité de la triade catalytique et d’entraver 1’interaction des résidus clés avec le substrat,
compromettant ainsi 1’élimination du groupement formyl en position N-terminale de la
méthionine.

Le réseau de liaisons hydrogene établi par CID 9879394 est tres similaire a celui
observé pour I’actinonin au sein du site actif de la peptide PDF (Figure de CID 9879394
(Figure V.8) et Figure de I’actinonin (Figure V.7). Cette similitude du mode de fixation
suggeére que CID_9879394 pourrait reproduire un mécanisme d’inhibition analogue a celui de
I’actinonin. Par conséquent, ce composé est susceptible de présenter des propriétés
antibactériennes comparables, en interférant efficacement avec 1’activité enzymatique de la
PDF.

La plus grande puissance inhibitrice de CID_9879394 par rapport a 1’actinonin peut étre
attribuée a des interactions hydrogéne plus favorables au sein de la poche catalytique,
contribuant a une meilleure stabilité du complexe ligand—enzyme et, par conséquent, a une
inhibition plus efficace de la PDF. Un résume détaillé de ces interactions est présenté dans le
Tableau V.8.

Fait intéressant, CID_ 9879394 établit un réseau de liaisons hydrogéne avec plusieurs
résidus clés, notamment lle45, Gly46, GIn51, Leu97 et Glul39, reproduisant de maniere
remarquable le mode de fixation de 1’actinonin au sein du site actif. Cette forte similitude des
interactions moléculaires suggére que CID_9879394 est capable d’occuper efficacement la
cavité catalytique de 1’enzyme, renforgant son potentiel inhibiteur en perturbant 1’acces et la

reconnaissance de substrat naturel.
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Chapitre V

Figure V.8. Docking du composé CID_9879394 dans le site de liaison de la PDF de H.
pylori.

Tableau V.8. Les liaisons hydrogene formées par le composé CID 9879394 .

Atome du ligand Résidu impliqué
0 H-N-Gly46
O H-N-1le45
O H-N-Leu97
N-H HO-CO-Glul39
0] N-H-GIn51
O-H O-Gly46

IV. Prédiction des propriétés physicochimiques et ADME-Tox

Dans la partie suivante de notre étude, nous avons utilisé les serveurs SwissADME et
Protox-1l 3.0 afin de prédire les propriétés physicochimiques, les parameétres

pharmacocinétiques ainsi que les profils de toxicit¢ de I’inhibiteur de la PDF le plus
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prometteur, CID 9879394. Les mémes propriétés ont également été évaluées pour 1’actinonin
afin de permettre une comparaison.

Selon I’analyse résumée dans le Tableau V.9, le CID 9879394 est supposé présenter
une forte absorption gastro-intestinale, comparable & celle de I’actinonin. Fait important, il ne
devrait pas inhiber la P-glycoprotéine, un facteur clé susceptible d’améliorer son absorption,
sa perméabilité et sa rétention dans I’organisme.

Les enzymes du cytochrome P450 (CYP) jouent un réle central dans le métabolisme de
phase I, en générant une large gamme de métabolites primaires, y compris des espéces
potentiellement toxiques ou réactives (Edache et al. 2024). Ces monooxygénases
interviennent dans le métabolisme des médicaments ainsi que dans la biosynthése du
cholestérol, des stéroides et d’autres lipides. Compte tenu de leur role essentiel dans la
détoxification, il est principalement au niveau hépatique, il est indispensable d’évaluer le
potentiel inhibiteur des composés candidats vis-a-vis des principales isoformes des CYP
(Edache et al. 2026). Dans ce contexte, le CID_9879394 est prédit comme n’inhibant pas les
principales isoformes du cytochrome P450, suggérant un risque réduit d’interactions
médicamenteuses et une biotransformation favorable.

La « regle des cing » de Lipinski est largement utilisée pour évaluer le caractére « drug-
like » des composés en termes de propriétés ADME. Selon cette regle, un médicament actif
par voie orale ne doit pas présenter plus d’une violation parmi les critéres suivants : pas plus
de 5 donneurs de liaisons hydrogéne, 10 accepteurs de liaisons hydrogene, une masse
moléculaire inférieure a 500 Da, et un logP calculé < 5 (Lipinski et al. 1997). Le
CID_9879394 ne présente aucune violation, et satisfait ainsi aux critéres de biodisponibilité
orale. De plus, il présente un score de biodisponibilité de 0,55, ce qui renforce son potentiel
en tant que médicament administré par voie orale.

Un aspect important a considérer lors de !’optimisation d’un médicament est
’accessibilité synthétique du composé. Ce parametre est évalué sur une échelle de 1 a 10 (Ertl
et Schuffenhauer 2009 ; Parrot et al. 2023), une valeur seuil d’environ 6.0 étant couramment
utilisée comme seuil pour distinguer les molécules synthétiquement accessibles de celles
considérées comme difficiles (Skoraczynski et al. 2023). Comme indiqué dans le Tableau
V.9, le CID 9879394 présente un score inférieur a ce seuil (4.2), suggérant que sa synthese
chimique est probablement réalisable.

Les prédictions de toxicité issues de Protox-Il 3.0 indiquent que le CID_9879394 est

non hépatotoxique, non immunotoxique, non mutagéne et non cytotoxique. Toutefois, une
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activité carcinogéne est prédite, ce qui nécessite des investigations expérimentales
complémentaires afin de confirmer ou d’infirmer ce résultat.

Globalement, comparé a I’inhibiteur de référence, 1’actinonin, le CID 9879394 présente
des profils pharmacocinétiques et toxicologiques globalement similaires (Tableau V.9). Ces
résultats suggeérent que le CID_9879394 possede un fort potentiel en tant que candidat

médicament thérapeutique prometteur.

Tableau V.9. Prédiction des profils ADME-Tox du meilleur inhibiteur comparée a celle de

I’inhibiteur de référence.

Critére CID_9879394 Actinonin
Absorption gastro-intestinale Forte Forte
Inhibition de la P-glycoprotéine Non Non
Score de biodisponibilité 0.55 0.55

Solubilité dans 1’eau Soluble Soluble

Inhibition du CYP1A2 Non Non
Inhibition du CYP2C19 Non Non
Inhibition du CYP2C9 Non Non
Inhibition du CYP2D6 Non Non
Inhibition du CYP3A4 Non Non
Regle de Lipinski Oui Oui

Regle de Veber

Non (1 violation:
nombre de liaisons
rotables > 10)

Non (1 violation:
nombre de liaisons
rotables > 10)

Accessibilité synthétique 4.2 3.38
Hépatotoxicité Inactive Inactive
Carcinogénicité active active
Immunotoxicité Inactive Inactive
Mutagénicité Inactive Inactive
Cytotoxicité Inactive Inactive

L’ensemble des résultats issus des analyses in silico suggére que le compose CID_9879394

présente des propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques et toxicologiques globalement
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favorables, ce qui en fait un candidat prometteur en tant que nouvel inhibiteur de la peptide
déformylase de H. pylori.
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Conclusion

L'infection a Helicobacter pylori, bactérie responsable de nombreuses pathologies
gastriques allant des ulceres gastroduodénaux au cancer gastrique, constitue un probléme
majeur de santé publique. L'émergence croissante de souches résistantes aux antibiotiques
conventionnels souligne la nécessité de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Dans ce contexte, la peptide déformylase, enzyme essentielle a la maturation des protéines
bactériennes et absente chez les mammiféres, représente une cible thérapeutique

particulierement attractive.

Dans cette étude, une approche de criblage virtuel basée sur le docking moléculaire a
I'aide du logiciel Surflex-Dock, a été mise en ceuvre afin d'identifier de potentiels inhibiteurs
de la PDF de H. pylori. La validation du protocole de docking repose sur le calcule du RMSD,
I'analyse visuelle des poses et I'étude de corrélation entre les scores de docking et les données
expérimentales, a confirmé la fiabilité de la méthodologie employée, avec un taux de succes
de 74,26 % et un coefficient de corrélation de 0,715.

Le criblage de 192 analogues de I'actinonin, retenu comme inhibiteur de référence en
raison de son meilleur score daffinité parmi les composés étudiés (7,06 M™), a permis
d'identifier le composé CID_9879394 comme le candidat le plus prometteur. Ce dernier
présente un score d‘affinité supérieur (8,42 M™), ainsi qu'un mode d'interaction comparable &
celui de I'actinonin, impliquant plusieurs résidus clés du site actif, notamment GIn51, lle45,
Gly46, Leu97 et Glu1309.

Par ailleurs, I'évaluation in silico des propriétés pharmacocinétiques et toxicologiques a
révélé un profil favorable pour ce composé, caractérisé par une bonne biodisponibilité orale,
le respect de la régle de Lipinski, I'absence d'inhibition significative des cytochromes CYP450
ainsi qu'une faible toxicité prédite.

Ainsi, le composé CID 9879394 apparait comme un candidat prometteur pour le
développement de nouveaux agents anti-Helicobacter pylori. Toutefois, ces résultats
préliminaires nécessitent d’étre confirmés par des études expérimentales complémentaires,
notamment des essais in vitro et in vivo, afin de valider son activité biologique, son innocuité

et son potentiel thérapeutique.
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Identification de nouveaux agents antibactériens par criblage virtuel et filtrage ADME-
Tox : ciblage de la peptide déformylase de Helicobacter pylori

Résumé

L'infection a Helicobacter pylori, bactérie impliquée dans de nombreuses pathologies gastriques,
constitue un important probleme de santé publique. L'émergence croissante de souches résistantes aux
antibiotiques conventionnels souligne la nécessité de développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Dans ce contexte, la peptide déformylase, enzyme essentielle a la maturation des
protéines bactériennes et absente chez les mammiferes, représente une cible thérapeutique
particulierement prometteuse. Le présent travail a pour objectif d'identifier de nouveaux inhibiteurs
potentiels de la peptide déformylase de H. pylori a travers une approche de criblage virtuel basée sur le
docking moléculaire a l'aide du logiciel Surflex-Dock, et associée a I'évaluation des propriétés
pharmacocinétiques et toxicologiques via les plateformes SwissADME et ProTox-11 3.0.

La fiabilité du protocole de docking a été validée par le test du RMSD, indiquant un taux de réussite
de 74,26 %, ainsi que par I'analyse visuelle des poses de docking et I'étude de la corrélation linéaire
entre les activités expérimentales et les scores d'affinité prédits (r = 0,715).

Parmi les inhibiteurs étudiés, l'actinonin a présenté la meilleure affinité de liaison, avec un score de
7,06 M1, et a été retenue comme molécule de référence pour le criblage de 192 analogues structuraux
issus de la base de données PubChem. Le composé CID_9879394 s'est distingué comme le candidat le
plus prometteur, avec un score d'affinité supérieur de 8,42 M. L'analyse des interactions moléculaires
a révélé un mode de liaison similaire a celui de I'actinonin, impliquant plusieurs résidus clés du site
actif, notamment GIn51, lle45, Gly46, Leu97 et Glu139.

L'évaluation des propriétés ADME-Tox a mis en évidence un profil pharmacocinétique et
toxicologique favorable pour ce composé, caractérisé par une bonne biodisponibilité orale, le respect
de la regle de Lipinski, I'absence d'inhibition prédite des principales isoformes du cytochrome P450
ainsi qu'une faible toxicité potentielle. Les résultats obtenus suggérent que le composé CID_9879394
constitue un candidat prometteur pour le développement de nouveaux agents anti-H. pylori. Toutefois,
des études expérimentales complémentaires in vitro et in vivo demeurent nécessaires afin de confirmer
son activité biologique et d'évaluer son potentiel thérapeutique réel.

Mots-clés : Helicobacter pylori; peptide déformylase; docking moléculaire; criblage virtuel; Surflex-
Dock; ADME-Tox.
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