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Introduction géneérale

Introduction générale :

L’identification de molécules a visée thérapeutique est un long processus, faisant
intervenir de tres nombreuses connaissances scientifiques dans les domaines de la chimie
organique, de la pharmacognosie, de la pharmacologie et de la pharmacie galénique....

Il est rare qu’un produit d’origine naturelle présente toutes les caractéristiques
physico chimiques et pharmacologiques permettant une exploitation directe. En pratique,
il est nécessaire dans la tres grande majorité des cas de faire appel a la synthése organique
pour optimiser cette molécule de référence du point de vue puissance d’action, sélectivité,
biodisponibilité et toxicité [1].

Avec la chimie organique et la pharmacologie, autre discipline est totalement
révolutionné la recherche de nouveaux molécules a visée thérapeutique il s'agit de la
génétique qui a permis la rationalisation du choix et de I'utilisation de cibles biologiques
définies au niveau moléculaire et de docking pour prédire 1’affinité entre le ligand et la
cible.

Il est important de connaitre 1’effet du médicament est initié par sa liaison a une
macromolécule de 1’organisme, ou cible moléculaire, trés généralement une protéine
cellulaire. Cette liaison, ou interaction entre la molécule thérapeutique et sa cible,
impligue une reconnaissance mutuelle des deux partenaires, une affinité réciproque [2,3].

Depuis qu’il a été rapporté que la Licochalcone A ( figure I ), un produit naturel
isolé des racines de Chinese liquorice, possede une forte activité anti malarique in vitro
et in vivo, une treés grande variété d’analogues de la chalcone a été synthétisée afin
d’intensifier I’activité chimio thérapeutique et les propriétés pharmacocinétiques. Les
études sur le mécanisme d’action de ces dérivés ont permis d’identifier le systéme a, -
insaturé de la chalcone comme un élément clé dans le processus d’inhibition de la
protéase a cystéine, enzyme qui dégrade la globine en peptides plus petits dans la vacuole
du parasite intra-érythrocytaire. Sur cette base, différents composés possédant ce noyau

ont été synthétisés et évalués afin d’optimiser leur activité biologique [4].
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Figure | : Licochalcone A.

C'est pour cette raison, nous avons orienté vers la synthese de dérivés de

chalcones, suivi de docking moléculaire.
Notre travail englobe deux parties :
La partie expérimentale est composée deux chapitres :

Dans le premier chapitre, nous décrirons une mise au point bibliographique sur les

différentes méthodes de syntheses de la chalcone et I’activité biologique de leurs dérivés.

Le deuxieme chapitre comprend les stratégies de synthése utilisée pour la préparation des

chalcones ainsi que la discussion des résultats obtenus
La partie computationnelle est structurée également en deux chapitres :

Dans le premier chapitre nous a éclairés sur quelques notions fondamentales sur le

docking moléculaire.

Dans le deuxiéme chapitre, nous avons présenté les résultats de 1’étude d’interaction
entre I’enzyme 4DP3 et les dérivés de chalcones que nous avons synthetisé par le logiciel
MOE.

Enfin, on termine par une conclusion générale.
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I.1. Introduction :

Un chalcone est un simple échafaudage chimique se compose de nombreux
composés naturels. Il est largement répandu dans les légumes, les fruits, le thé et d’autres
plantes. Le mot «chalcone» vient du grec «chalcos», qui signifie «bronze» a été donné en
1921 par Kostanecki et Tambor, qui résulte des couleurs de la plupart des chalcones
naturelles. Les chalcones ont une structure chimique commune en 1,3-diaryl-2-propéne-
1-one (figure 1.1), également connue sous le nom de chalconoide, qui existe sous la forme

d'isomeres trans et cis, I'isomére trans étant thermodynamiquement plus stable [1,2].

Figure 1.1 : Structure générale de la chalcone.

L’origine de ces composés peut étre naturelle, extraits de plantes, hémi-synthétique,
synthétique ou biosynthése, ils sont des précurseurs intermédiaires des flavonoides et des
iso flavonoides.

La famille des chalcones a suscité un vif intérét, non seulement du point de vue des
syntheses, mais également en raison de ses activités biologiques intéressantes. Les
applications thérapeutiques des chalcones remontent a des milliers d'années grace a
I'utilisation de plantes et d'herbes pour le traitement de différents troubles médicaux, tels

que le cancer, le paludisme, le rhumatisme, le diabéte, ...etc [3].



1.2. Les méthodes de synthése de chalcone :

Les chalcones sont généralement préparées par des réactions de condensation via une
catalyse basique ou acide. Bien que les chalcones constituent un type de cétone
a, B-insaturée facilement synthétisable, un nombre croissant de nouvelles techniques et
procédures a récemment été signalé en raison de leurs activités biologiques intéressantes

et du développement de divers catalyseurs ou conditions de réaction.

1.2.1. La condensation de Claisen-Schmidt :

La condensation de Claisen-Schmidt est nommée d'apres deux chercheurs
pionniers, R. L. Claisenet J. G. Schmidt. Cette réaction est probablement la plus simple
et la plus couramment utilisée des méthodes de synthése des chalcones. 1l s’agit d’une
réaction d’aldolisation-crotonisation, entre un dérivé acétophénone et un dérivé
benzaldéhyde, qui peut étre catalysée par une base ou un acide, dans un solvant polaire
tel que le méthanol ou 1’éthanol a température ambiante pendant 24 a 48 heures ou a
reflux pendant 1 & 3 heures [1,4].

Les rendements de ce type de réaction peuvent donc varier considérablement entre 20%
et 90%, en fonction des réactifs, les substitutions présentes sur les réactifs de départ, des

catalyseurs, et les conditions expérimentales utilisées.

o}
R .
\\ S R EtOH
| g
= KOH/H,0

Schéma 1.1 : La réaction globale de Claisen-Schmidt.

1.2.2. Réaction de carbonylation de couplage de HECK :

Dans le cadre du couplage de Heck, la réaction, catalysée au palladium, se déroule
entre un halogénure d’aryle et un styréne en présence de monoxyde de carbone. Cette
réaction est notamment décrite dans les travaux de Wu et al. Ou elle est employée pour
la synthése d’une trentaine de chalcones. Les rendements varient entre 41% et 90% selon

les différents substituants présents sur les réactifs de départ [5].



X /
+ H,C / co
_—
Pd

Schéma 1.2 : Synthese de chalcone par le couplage de Heck.

1.2.3. Couplage de Suzuki :

Le couplage Suzukia été signalé pour la premiére fois en 1979 par Akira Suzuki.
Cette réaction est catalysée par le palladium, entre un dérivé d’acide boronique et un
dérivé chloré, en présence de base dans le tolueéne anhydre. La majorité des rendements

obtenus en utilisant cette méthode de synthese ont été faibles [1,5].

D
[ :l\ OH g
e + \\ Pd(PPh,), O ‘
_—
| o 5
o CSCO,, Taluéne

0

Schéma 1.3 : Synthése de chalcone par le couplage de Suzuki.

1.2.4. Synthése de Sonogashira :

Les travaux de Schramm et al, rapportent la synthése de chalcones virale couplage
de Sonogashira. La réaction s’effectue entre un halogénure d’aryle et un alcool
propargylique (1-phénylprop-2-yn-1-ol). La réaction est catalysée par le palladium et
activée par irradiations microondes, en présence de triéthylamine et d’iodure de

cuivre (1) [5].

. +* _ -

\“‘\CH

PACI,(PPh,); ‘ ‘

Cul, Et N, MO

Schéma 1.4 : Synthése de chalcone par le couplage de Sonogashira.



1.2.5. La réaction de Friedel et Crafts :

Les chalcones peuvent aussi étre synthétisées grace a 1’acylation d’un dérivé
phénolique selon la réaction de Friedel et Crafts. De maniere générale cette méthode a
lieu entre le phénol et le chlorure de cinnamoyle. L’acylation se fait en position ortho ou
para dans le cas d’une réaction sur le phénol suite a I’effet mésomeére donneur de
I’hydroxyle et peut donc conduire a deux chalcones différentes. Néanmoins, le site
d’acylation dépend de la présence éventuelle d’autres substituants sur le dérivé

phénolique [6].

Schéma 1.5 : Synthése de chalcones par la réaction de Friedel et Crafts.

1.3. Les activités biologiques de dérivés de la chalcone :

Un certain nombre de chalcones d'origine naturelle, ainsi que leurs dérivés ont été
isolés a partir de diverses sources et identifié avec différentes activités biologiques. Un
certain nombre d'activités liées a différents chalcones, quelques activités sont donnés dans

cette section.

1.3.1. Activite antibactérienne :
L’activité antibactérienne des chalcones est reliée a la présence a la fois de la
double liaison et de la fonction carbonyle. Des tests in vivo ont montré 3’-nitro-

4’hydroxy-2- méthoxychalcone posséde une action antibactérienne élevee [7].

Figure 1.2 : Molécule a une activité antibactérienne.



1.3.2. Activité anti inflammatoire :
Les chalcones ont été étudiées pour une activité anti inflammatoire. Liu et al ont
développé d’autres agents anti-inflammatoires plus puissants. La 2',5'-dihydroxychalcone

posséde une activité anti-inflammatoire [8].

oH

Figure 1.3 : Molécule a une activité anti inflammatoire.

1.3.3. Activité antioxydant :
Beaucoup de chalcones ont été isolés a partir de sources naturelles avec
impressionnant propriétés anti oxydantes. L’echinatin a été isolées de la plante

Glycyrrhizainflata [9].

Figure 1.4 : Molécule a une activité antioxydant.

1.3.4. Activité anticancéreuse :

La molécule Isoliquiretigeninre présente une bonne activité anticancéreuse [10].

OH

Figure 1.5 : Molécule a une activité anticancéreuse.



1.3.5. Activité anti paludique :
Une étude récente sur une série de chalcones synthétiques, contenant le noyau

quinoléinique, a revélé une activité antipaludique intéressante [11].

Figure 1.6 : Molécule a une activité anti paludique.

1.3.6. Activité contre le virus de Pimmunodéficience humaine HIV :

Parmi les chalcones synthétiques biologiquement actives, on peut citer des
chalcones dérivés de I’acide 3-céto salicylique, qui a montré une bonne activité contre le

virus de I’immunodéficience humaine HIV [12].

Figure 1.7 : Molécule a une activité anti-HIV.

1.3.7. Autres activités biologiques :

Les chalcones sont également reconnues comme des agents médicinaux précieux
pour les maladies cardio-vasculaires et le dysfonctionnement endoctrinent. Elles
démontrent aussi des proprietés anti tumoraux, antispasmodiques, antihelminthiques,

antiallergiques, antituberculeux, antiviraux [13].



I.4. Les chalcones intermédiaires :

Les chalcones et les chalcones substituées ; sont des intermédiaires-clé dans la
synthese de larges variétés des produits azotés, Elles sont les métabolites principaux
dans la biosynthese des flavonoides, des substances tres répandues dans les plantes et
qui ont un réle biologique important.

Les 2’-hydroxychalcones peuvent notamment conduire aux autres flavonoides. De
plus, grace a la réactivité du motif carbonylé a-f insaturé, les chalcones permettent de

synthétiser des composes hétérocycliques [14,15].

o

Flavone
e

Flavonon
o 0
o
O | -— S
OH
OH

Q
(o]

Dihydroflavonol
Flavonol

Isoflavanone
Isoflavone

Schéma 1.6 : Conversion de 2’-hydroxychalcone a différents flavonoides.

1.5. Conclusion :

Au cours de ces dernieres années les chalcones constitues un champ de rechercher
trés vaste, en raison de leurs propriétés variées. La synthése organique des chalcones
présente un défi pour les chimistes, notamment pour les organiciens, qui sont mis en
évidence de nombreuse méthodes d’acces aux chalcones, parmi ces méthodes on trouve
la réaction de Claisen-Schmidt qui constituée une méthode plus simple et plus facile a

manipulé.
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I1.1. Introduction :

Les Chalcones disposent d'un systéme conjugué contenant 1’entité énone, qui a €té

reconnue comme la partie active principale. Ces composes ont pris une place distinguée
dans la thérapie de plusieurs maladies.
C’est pour cette raison que notre travail s’est orienté vers la synthese des chalcones
contenant différents substituant dans les noyaux aromatiques qui peuvent potentiellement
étre utilisés comme composés dans la découverte de médicaments. En employant ’une
des méthodes les plus répandues en chimie organique qui est la condensation de Claisen-
Schmidt.

11.2. La synthese des dérivés de chalcone :
Dans le cadre de ce chapitre, nous nous sommes intéressés a la synthése de quatre
produits dérivés de chalcones :
» Le composé (A) : (2E)-1,3-diphénylprop-2-én-1-one.
» Le composé (B) : (2E)-3-(2-hydroxyphényl)-1-phénylprop-2-én-1-one.
» Le composeé (C) :(2E)-3-(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)-1-phénylprop-2-én-1-one.
» Le composeé (D) : (2E)-3-(3-éthoxy-4-hydroxyphényl)-1-phénylprop-2-én-1-one.

11.2.1. Mode opératoire général :

e Une solution (2%) d’hydroxyde de potassium (KOH) est placée dans un ballon de
250 ml surmonté d’un réfrigérant a reflux, une quantité équimolaire d’acétophénone
et de I’aldéhyde aromatique dissoutes dans I’éthanol absolu est ajoutée doucement.

e Sous une agitation magnétique en chauffe le mélange a T = 60-70°C pendant 2 & 3
heures. La réaction est suivie par CCM. Les produits sont révélés par une solution
de permanganate de potassium (KMnOQs).

o Ensuite le mélange est refroidi dans un bain de glace, puis les solvants (EtOH, et

H>0) sont évaporés sous vide.
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Traitement :

e Le résidu est diluée a I’AcOEt et lavée par une solution d’HCI (0.1N) puis a I’cau
froide jusqu’a pH neutre. La phase organique est séchée sur sulfate de magnésium
anhydre (MgSO4).

e Le solvant est évaporé sous vide, le résidu est recristallisé dans 1’éthanol. Les

produits sont obtenus sous forme des solides jaunes.

11.2.2. Synthese du (2E)-1,3-diphénylprop-2-én-1-one (composé A) :
La condensation de 1’acétophénone avec le benzaldéhyde en proportion
équimolaire, en présence d’un catalyseur basique a une température élevée, conduit a la

formation du composé A. Le plan de notre synthése est donné dans le schéma suivant :

EtOH

KOH/H,0

Schéma 1.1 : Schéma réactionnelle de la synthése de 1,3-diphénylprop-2-én-1-one.

Apres la recristallisation dans 1’éthanol, le produit est obtenu sous forme des
cristaux jaunes avec un bon rendement, sa pureté est confirmée par CCM (figure 11.1), le
pourcentage de 1’¢luant utilisé (78% toluéne, 22% acétate d’éthyle), révélée par une

solution de KMnOa.

Figure 11.1 : La plaque CCM du composé A (Toluene/Acétate d’éthyle, 3.5 :1).
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11.2.3. Synthése du (2E)-3-(2-hydroxyphényl)-1-phénylprop-2-én-1-one
(composeé B) :

Nous avons réalisé la synthese du composé B par une condensation de
I’acétophénone et 1’aldéhyde salicylique, dans un milieu alcalin. La réaction est

représentée dans le schéma 11.2 :

EtOH

o KOH/H,0

Schéma 11.2 : Schéma réactionnelle de la synthese de 3-(2-hydroxyphényl)-1-
phénylprop-2-én-1-one.

Apres la recristallisation dans 1’éthanol, le produit résulte est obtenu sous forme un
poudre pure d’une couleur jaune, sa pureté est montrée par CCM (78% toluene, 22%

acétate d’éthyle), cette plaque est révélée par une solution de KMnOa.

Figure 11.2 : La plaque CCM du composé B (Toluéne/Acétate d’éthyle, 3.5 :1).
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11.2.4. Synthése du (2E)-3-(4-hydroxy-3-méthoxypheényl)-1-
phénylprop-2-én-1-one (composé C) :

Nous avons procédé a la synthése du composé C par la condensation de
I’acétophénone et la vanilline en milieu basique. Cette réaction est représentée dans le

schéma suivant :

e
1] Q [u]
EtOH ‘ ‘ oH
CH, H
+ ——
T
o KOH/H,0
-~ o

HC
Schéma 11.3 : Schéma réactionnelle de la synthése du 3-(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)-
1-phénylprop-2-én-1-one.

Le produit résulte de cette synthése est obtenu sous forme de poudre jaune fonce a
I’¢état pure, cette pureté st confirmée par CCM (78% toluéne, 22% acétate d’éthyle), révelé

par KMnOsg.

Figure 11.3 : La plaque CCM du composé C (Toluene/Acétate d’éthyle, 3.5 :1).

11.2.5. Synthese du (2E)-3-(3-éthoxy-4-hydroxyphenyl)-1-phenylprop-
2-én-1-one (composé D) :
La synthése du compose D par une condensation entre 1’acétophénone et

I’éthylvanilline en présence de KOH. La réaction est représentée dans le schéma qui suit :
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o}
EtOH o
CH, H
L _—
KOH/H,0 X

HO

o] u}

r

CH,

Schéma 11.4 : Schéma réactionnelle de la synthése du 3-(3-éthoxy-4-hydroxyphényl)-1-
phénylprop-2-én-1-one.

Le compose obtenu est trouvé a 1’état huileux pur, comme indiqué dans la figure 11.4 :

Figure 11.4 : La plaque CCM du composé D (Toluene/Acétate d’éthyle, 3.5 :1).

11.3. Résultats et discussion :

Dans notre travail nous avons préparé la chalcone selon la réaction de
Claisen -Schmidt (schéma 11.5). Cette réaction est basée sur I’attaque nucléophile de
carbonyle de 1’acétophénone sur le carbonyle de benzaldéhyde (site électrophile) ce qui
entraine la formation d’une double liaison carbone-carbone, suivie éventuellement d’une

¢limination d’une molécule d’eau.
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o 0
R KOH/H,0
GH, * = / H . S
| EtOH
=
0
P R=H
P.R,=0H

P.:R,=OH, R,=OCH,
P :R,=OH,R,=0CH,

Schéma I1.5 : La réaction générale de Claisen —Schmidt.

11.3.1. Mécanisme réactionnel de formation des chacones :

Le mécanisme de la réaction de Claisen- Schmidt passe d’abord par la formation de
I’entité énolate formée par déportation d’un hydrogéne en alpha (@) du carbonyle de
I’acétophénone par 1’ion hydroxyle fournit par une base.

L’¢énolate ainsi formée se condense sur le carbonyle de 1’aldéhyde pour donner un
composé B-hydroxy cétone qui se déshydraté sous I’effet de la température en une cétone

a, B-insaturé ou chalcone (schéma 11.6).

o 1]
CHy OH™ CHs
H,O/EtOH
o h 0 OH
R R
4 /
CH;, * H O @
—_—
o OH o
R
R
= !
gl gl - Hy0 CI gl
—_—
P.R=H
P.:R,=OH

P_:R,=0H, R,=OCH,
P,:R,=0H, R=0CH,

Schéma 11.6 : Mécanisme réactionnel générale de la réaction de Claisen- Schmidt.
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11.3.2. Propriétés physico-chimiques des chalcones A, B, Cet D :

chimiques des chalcones synthétisés ainsi que les rendements obtenus.

Tableau 11.1 : Résultats de la caractérisation physique de composé A

C15H120

Cristaux
Jaunes

80

0.77

Les tableaux I1.1, 11.2, 11.3, et 11.4 rassemblent les caractéristiques physico-

58-59

Tableau I1.2 : Résultats de la caractérisation physique de composeé B :

®

C15H1202

Poudre
Jaune

0.57

154-156

Tableau 11.3 : Résultats de la caractérisation physique de composé C :

C16H1403

cristaux
Jaunes

0.464

157.2
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Tableau 11.4 : Résultats de la caractérisation physique de composé D :

O O Ci17H1603  huileux 61 0.585

CHy

11.3.3. Analyses spectraux :

11.3.3.1. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier :

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) est un outil
populaire d'identification et de caractérisation de matériaux. Les spectres FT-IR des
ligands et des complexes simples ont été enregistrés sous forme de pastilles de KBr avec
un spectrophotométre Shimadzu, modéle FT-IR-8400S, dans la plage de 400 cm™ a
4000 cmL.

Les analyses ont été effectuées sur les quatre chalcones isolés précédents en donnant ces
spectres illustrés par les figures : figure 1.5 ; figure 11.6 ; figure 11.7, figure 11.8,

visualisées a l'aide du logiciel Spectragryph-Optical Spectroscopy, version 1.2. 11.
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Figure 11.5 : Spectre IR de composé A (1,3-diphénylprop-2-éne-1-one).
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Figure 11.8 : Spectre IR de composé D (3-(3-éthoxy-4-hydroxyphényl)-1-phénylprop-2-
én-1-one).
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11.3.3.2. Discussions des spectres FT-IR :

e L’analyse du spectre FT-IR du produit A (figure 11.5) ; révele la présence d’une bande
d’absorption a 3059 cm™ due a la vibration d’¢longation du groupement (=C-H). La
présence du groupement carbonyle (C=0) est confirmée par une bande d’absorption
vers 1661 cm™. Des bandes d’absorption & 1603cm™ ainsi qu’entre 1494-1446 cm™
correspondent respectivement ; a 1’¢longation de la liaison (C=C) oléfinique et

aromatique successivement.

Tableau I1.5 : Les bandes caractéristiques de composé A.

C-H aromatique Elongation 3059 moyen
C=0 cétone Elongation 1661 Forte

C=C oléfinique Elongation 1603 moyen
C=C aromatique  Elongation 1494-1446 moyen

o Le spectre FT-IR obtenu pour le produit B (figure 11.6) caractérisé avec une bande a
3207 cm?, cette bande est due aux vibrations d’élongation du groupement (O-H).
La bande & 2926 cm™ est également due a la vibration d’élongation du groupe (=C-H).
Le pic a 1640 cm™ indique les vibrations d’élongation du groupe (C=0). Les pics
1561 cm™ et 1455 cm™-1343 cm™ peuvent étre référés aux vibrations (C=C) oléfinique
et (C=C) aromatique respectivement, et la bande située a 1231 cm™ fait clairement

référence aux vibrations d'élongation de la liaison aromatiques (C-OH).

Tableau 11.6 : Les bandes caractéristiques de composé B.

O-H alcool Elongation 3207 Forte ; large
C-H aromatique = Elongation 2926 moyen
C=0 cétone Elongation 1640 Forte
C=C oléfinique Elongation 1561 moyen
C=C aromatique Elongation 1455 -1343 moyen

C-OH Elongation 1231 Forte
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¢ Dans le spectre de compose C (figure 11.7) ; on constate la présence d’une large bande
vers 3354 cm™? correspondant a la vibration d’élongation du groupement (O-H).
L’apparition d’une bande d’absorption vers 3062 cm™ caractéristique de la vibration
de la liaison (=C-H) aromatique, et une autre bande située a 2845 cm™ caractéristique
de la vibration de la liaison (C-H) du groupement méthyle présent dans la structure de
composé C, ainsi qu’une bande de vers 1682 cm™ attribuée a la vibration d’élongation
du groupement carbonyle (C=0). Des bandes d’absorption a 1585 cm™ ainsi que vers
1513 cm'* correspondent respectivement a 1’élongation de la liaison (C=C) oléfinique
et aromatique. On remarque la présence de deux bandes d’absorption entre 1212 cm™
et 1268 cmcorrespondant a la vibration d’élongation de la liaison (C-O éther
aromatique), ainsi qu’une bande d’absorption vers 1020 cm™ attribuée a la vibration

d’élongation du groupement (C-OH).

Tableau I1.7 : Les bandes caractéristiques de composé C.

O-H alcool Elongation 3354 Forte ; large
C-H aromatique = Elongation 3062 moyen
C-H aliphatique  Elongation 2845 Faible
C=0 cétone Elongation 1682 moyen
C=C oléfiniqgue  Elongation 1585 moyen
C=C aromatique Elongation 1513 moyen
Ph-O-C Elongation 1212-1268 Forte
C-OH Elongation 1020 Forte

e Le spectre infrarouge du produit D (figure 11.8) ; a montré les bandes caractéristiques
suivantes : celle correspondant a la vibration d’élongation de la liaison (O-H) vers
3395 cm?, celle & 3062 cm™ correspond a la vibration de la liaison (=C-H), celle a
2981 cm™ correspond a la vibration de la liaison (-C-H). On remarque I’apparition
d’une bande due a la vibration d’élongation du groupement (C=0) a 1683 cm™, une
bande attribuée & (C=C oléfinique) vers 1584 cm, et une bande correspond a la
vibration de la liaison (C=C aromatique) vers 1512 cm™. On constate également la
présence de deux bandes d’absorption entre 1213 cm™ et 1268 cm™* correspondant a la

vibration d’élongation de la liaison (C-O éther aromatique), ainsi qu’une bande



Stratégies de synthese, résultats et discussion

d’absorption vers 1019 cm™ attribuée a la vibration d’élongation du groupement
(C-OH).

Tableau 11.8 : Les bandes caractéristiques de composé D.

O-H alcool Elongation 3395 Forte ; large
C-H aromatique = Elongation 3062 moyen
C-H aliphatique  Elongation 2981 moyen
C=0 cétone Elongation 1683 moyen
C=C oléfinique Elongation 1584 moyen
C=C aromatique Elongation 1512 moyen
Ph-O-C Elongation 1213-1268 Forte
C-OH Elongation 1019 Forte

11.3.4. Résonance magnétique nucléaire :
RMN (*H) (DMSO, 400 MHz. d (ppm)) : 8.16 (d, 2H, Ha, j = 2 MHz), 7.96 (s, 1H, Hb),
7.78 (s, 1H, Hc), 7.46-7.74 (m, 8H, Hd, j = 2 MHz) Figure 11.9.

RMN 3C (DMSO-d6, 400 MHz, d (ppm)) : 189.97 (C1), 122 (C2), 144 (C3), 138 (C4"),
135 (C4), 134 (C7), 131 (C7), 129.34-129.39 (C5, C6, C8 et C9), 128.96-129.25 (C5”,
C6’, C8” et C9°) Figure 11.10.
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I.1. Introduction :

L'interaction entre une protéine et son substrat est la premiére étape de la plupart
des réactions biologiques. Comprendre son mode de fonctionnement et définir quels sont
les résidus mis en jeu, est donc primordial pour pouvoir expliquer les mécanismes qui
influent sur I'affinité entre deux molécules. De méme, la découverte de nouvelles drogues
activant ou inhibant I'activité biologique d'une protéine ne peut se faire qu'en prédisant
leur affinité respective. C'est dans ce but que des techniques de modélisations
moléculaires, regroupées sous le nom de "amarrage" ou "docking" moléculaire ont été
développées.

Le docking moléculaire in silico vise a prédire la structure d'un complexe
moléculaire a partir des molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre
en ceuvre, moins cher et plus rapide que I'utilisation des méthodes expérimentales in vitro.
Les logiciels de docking sont donc des outils tres utiles en biologie, pharmacie et
médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligands) qui
interagissent avec une cible biologique d'intérét thérapeutique, généralement protéique
(récepteur), afin d'influencer le mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée [1].

Le paludisme (malaria en anglais) est une maladie infectieuse due a un parasite du
genre Plasmodium. Le parasite est transmis & ’homme par une piqlire de moustique
infecté du genre Anopheles. Selon les derniéres estimations de 1’Organisation Mondiale
de la Santé (OMS), le nombre de cas de paludisme dans le monde s’élevait a 198 millions
en 2013, avec 584 000 déces. Pres de la moitié de la population mondiale est exposée au

paludisme mais la plupart des cas et des déces surviennent en Afrique subsaharienne [2].
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I.2. Notion genérale sur paludisme :

1.2.1. Généralité :

Le paludisme est une érythrocytopathie (maladie des globules rouges du sang)
parasitaire potentiellement mortelle, due a un hématozoaire (Parasite des globules rouges du
sang) du genre Plasmodium (lavernia), transmis par la piqlre de la femelle d’un moustique
du genre Anopheéles infecté. Il est aussi connu sous le nom de malaria, venant de I’italien
«malaria » qui signifie « mauvais air ». Ce nom lui a éte attribué car les personnes infectées
vivaient dans des régions marécageuses dégageant des odeurs nauséabondes [3].

La cause de la maladie a été découverte le 6 novembre 1880 a I'hopital militaire
de Constantine (Algérie) par un médecin de I'armée francaise, Alphonse Laveran, qui
recut le prix Nobel de physiologie ou médecine en 1907. C'est en 1897 que le médecin
anglais Ronald Ross (prix Nobel en 1902) prouva que les moustiques anophéles étaient
les vecteurs de la malaria (jusqu'a cette date, le « mauvais air » émanant des marécages

était tenu responsable de la propagation de la maladie) [4].

1.2.2. Les cibles moléculaires des chalcones anti-infectieuses :

De nombreux chalcones naturels et (semi) synthétiques méritent le crédit d'étre
des candidats antiparasites potentiels inhibiteurs de diverses cibles moléculaires du
parasite. Les cibles cruzain-1/2, trypanopain-Th, trans-sialidase, glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase (GAPDH) et fumarate réductase seraient importantes pour
I'activité anti-infectieuse des chalcones contre T. cruzi et L. donovani. De méme, pour
I'activité antipaludique, l'inhibition de la falcipain-1/2, de la B-hématine, du topo
isomérase-11, de la plasmepsine-1l, du lactate déshydrogénase, des protéines Kinases
(Pfmrk et PfPK5) et de I'némolyse induite par le sorbitol est cruciale. Les DEN-1 NS3,
neuraminidase, intégrasse / protéase sont considérées comme des cibles importantes de
I'activite antivirale dans les infections par le HIV, le HIN1, la dengue, la rhino-pharyngite

et la poliomyélite [5].
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Figure 1.1 : Les cibles anti-infectieuses de chalcone.

1.2.3. Plasmepsine :

Les plasmepsines sont une classe d’au moins 10 enzymes produites par le parasite
Plasmodium falciparum. Il existe dix isoformes différentes de ces protéines et dix genes
les codant respectivement dans Plasmodium (PIm I, 11, 111, IV, V, VI, VII, IX; X et HAP).
Il a été suggéré que la famille de la plasmepsine est plus petite chez d’autres espéces de
Plasmodium humaines. L’expression de PIm I, 11, IV, V, IX, X et HAP se produit dans le
cycle érythrocytaire et I’expression de PIm VI, VII, VIII se produit dans le cycle
exoérythrocytaire. Par leur activité de dégradation de I’hémoglobine, ils constituent une
cause importante de symptdmes chez les personnes atteintes de paludisme.
Par conséquent, cette famille d’enzymes est une cible potentielle pour les médicaments

antipaludiques.
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Les plasmepsines sont des protéases de I’acide aspartique, ce qui signifie que leur
site actif contient deux résidus d’acide aspartique. Ces deux résidus d’acide aspartique
jouent respectivement le role de donneur et d’accepteur de proton, catalysant I’hydrolyse
de la liaison peptidique dans les protéines. Le nom plasmepsine peut provenir de
Plasmodium (I’organisme) et de la pepsine (protéase commune de I’acide aspartique, de

structure moléculaire similaire) [6].

1.3. Le docking moléculaire :

1.3.1. Définition :

Le docking ou I’amarrage moléculaire décrit un processus dans lequel une
molécule (ligand) est placée dans le site actif d’une protéine cible dans un espace
tridimensionnel (3D). Deux aspects sont importants : la prédiction de I’affinité du
complexe [ligand- protéine], et la prédiction de la position correcte du ligand dans le site
actif de la protéine. La prédiction d’affinité est liée a différents ligands de la collection,
certains conviennent mieux que d’autres. La prédiction de position est liée a la méme
molécule de ligand mais dans des orientations différentes [7,8].

Le but principal de I’amarrage moléculaire est de simuler par ordinateur le
processus d’identification moléculaire et d’obtenir une conformation optimisée de
maniére a minimiser I’énergie libre du systeme global [9].

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

> Le Docking : est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site actif
de la proteine et a échantillonner les conformations, positions et orientations

(poses) possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes

d’interactions les plus favorables.

> Le Scoring : est I’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’affinité entre le
ligand et la protéine, et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de
docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles

proposée. [10,11].
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Docking Scoring

Figure 1.2 : Principe générale de docking moléculaire.

1.3.2. Les types de docking moléculaire :

a) Docking corporel rigide, ou le récepteur et la petite molécule sont traités comme
rigides.
b) Docking de ligand flexible, ou le récepteur est maintenu rigide, mais le ligand est
traité comme flexible.
C) Docking flexible, ou la flexibilité du récepteur et du ligand est considérée.

Les algorithmes de docking les plus courants utilisent le modéle récepteur
rigide / ligand flexible [12].

1.3.3. Fonction de score :

La fonction de score fournit un mode permettant de classer le positionnement des
ligands proportionnellement a un autre. Idéalement, le score devrait correspondre
directement a l'affinité de liaison du ligand pour la protéine, de sorte que les ligands
présentant le meilleur score soient les meilleurs liants. Les fonctions de scoring peuvent

étre empiriques, basées sur la connaissance ou sur la mécanique moléculaire [13].
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Le score est une donnée numérique utile pour quantifier le degré avec lequel un
ligand se complexe a un récepteur. C’est globalement une approximation de 1’énergie
libre résultant du passage de la forme libre de la protéine et du ligand a I’association sous
forme de complexe [14]. Le principe thermodynamique est le suivant :

AG = AGcompliexe — AGiigand = AGiprotéine cesesessssessssasessssassssssasersssssessssasessssssses I.1

1.3.4. Le RMSD (Root Mean Square Deviation):

Correspond a la moyenne de la déviation de chacun des atomes par rapport a ceux
de la molécule d’origine. Le mieux possible signifie que la valeur du RMSD entre la pose
du ligand calculée par le logiciel et la conformation dans le complexe expérimental est la
plus petite possible. Le positionnement, ¢’est-a-dire 1’identification correcte du site de
liaison sur la protéine, 1’orientation et la conformation du ligand influent sur la valeur du
RMSD [15].

Le RMSD entre deux poses est une mesure géométrique de la distance entre les
positions atomiques de deux structures. Plus la prédiction du positionnement est précise,
plus les différences entre les deux structures sont faibles, plus la valeur du RMSD est

basse [16]. La valeur de RMSD indique une bonne cohérence dans le tableau suivant :

Tableau 1.1 : Les valeurs de RMSD données par le logiciel MOE.

Structure Parfait Acceptable Inadéquat Inacceptable

1.3.5. L’évolution des structures des protéines :

Trois méthodes expérimentales permettent aujourd’hui de déterminer la structure
des protéines : la résonance magnétique nucléaire (RMN), la microscopie électronique et
la cristallographie par rayons X. Cette derniere technique est responsable de la majorité
des structures issues d’une base de données de structures accessibles gratuitement appelée

la «protein data bank» (PDB), c'est-a-dire plus de 150 000 structures protéiques (2019).
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La cristallographie par rayons X fournit 136091 structures, et pour la RMN
fournit, quant a elle, 12629 structures contre seulement 3203 dans le cas de la microscopie
électronique. Le nombre de structures définies est présenté dans les 43 derniéres annees,

toutes techniques confondues (figure 1.3).

Number of Structures Released Annually [l Total Number Available
160000
140000
120000

100000

80000

60000
40000
20000 I I I I I
. o

Number of Entries

-+ ! 4 e ——

Figure 1.3 : Evolution du nombre de structures protéiques disponibles dans la PDB.

L’histogramme montre une évolution exponentielle du nombre de structures
définies chaque année (en orange), le nombre de structures totales (en bleu)
suit également une courbe exponentielle de croissance, prouvant la progression
des techniques. Une autre preuve du succes de ces méthodes est la qualité
des structures [17, 18].

1.3.5.a. La résolution :

La résolution en angstrom de la protéine est une des données reflétant la qualité
des structures ayant permis de construire le modele cristallographique. Généralement, la
résolution est limitée par la maniére dont les cristaux diffractent, le temps nécessaire pour
collecter des données de meilleures résolutions, la dynamique de la protéine, la qualité de
I'appareillage et la température du systéme.
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Une résolution proche de 1 A permet de distinguer tous les atomes y compris les
hydrogénes. Une résolution de I'ordre de 6 A permet seulement de distinguer que des

structures de types «hélice a» ou «feuillet B» par exemple (figure 1.4).
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Figure 1.4 : Nombre de structures protéiques par intervalle de résolution donné.

L’histogramme précédent illustre parfaitement la répartition de la qualité des
structures au sein de la PDB. La majorité des structures ont une résolution comprise entre
1,5 A et 2,5 A. Cet intervalle de résolution prouve que les structures sont de bonne qualité
[17, 18].

1.3.5.b. Le facteur R :

Un autre indicateur est le facteur R qui est une grandeur indicatrice de I’écart entre
les facteurs de structures observés et calculés. Le facteur R est compris entre 0 et 1 (plus
le facteur R est proche de 0 et plus la prédiction est juste) [18].

1.3.5.c. Facteur d’agitation thermique
Les atomes du cristal bougent autour d'une position atomique moyenne. Les
rayonnements ne voient pas les atomes exactement a la méme position dans les différentes

mailles du cristal. Ce facteur permet d’observer la flexibilité des résidus [18].



Etude bibliographique le plasmepsine, et le docking
moléculaire

1.3.5.d. Détermination du site actif :

Une étape fondamentale dans la stratégie de criblage virtuel est I'identification des
résidus d'acides aminés pouvant intervenir dans le processus de reconnaissance du ligand.
Un ligand cristallisé avec le récepteur est susceptible de renseigner sur I’emplacement du
site actif. Malgré tout, cette information doit étre interprétée avec prudence car, pour un
méme récepteur, le site actif peut étre différent selon le profil pharmacologique de la

molécule (agoniste, antagoniste, agoniste inverse) [18].

1.3.5.e. Les interactions entre le ligand et le récepteur :

Les interactions entre une protéine et un ligand sont en général de nature non
covalente. L'énergie libre de Gibbs se calcule selon 1’équation suivante :
AG =-RTINKi = AH —TAS «uitiiiiiiiiiiiiieieieresesesasacssscasesssssesessssssssssssss 1.2

R : constante des gaz parfaits (8,314 J. K'* mol ™).
T : Température (K).
Ki : constante d’inhibition.
La grandeur du AG en solution aqueuse est comprise entre -10 et -70 KJ/mol. Les

composantes de I'énergie libre sont :

> La complémentarité géométrique, stérique et de surface entre le ligand et le
récepteur.

> Les contacts présents entre deux régions lipophiles des deux entités.

> Les liaisons hydrogéne.

Les molécules d'eau dans les cavités des protéines peuvent parfois étre un élément
fondamental. Elles sont capables d’assurer le relais entre le récepteur et le ligand et ainsi

créer des réseaux de liaisons hydrogéne [19].

1.3.6. Principales étapes de le docking moléculaire :
Le docking moléculaire est le processus dans lequel I'interaction intermoléculaire
entre deux molécules a été étudiée dans In-silico. Il comprend quatre étapes :
Etape | : Préparation de la protéine :
La structure tridimensionnelle de la protéine doit étre extraite de la banque de données

des protéines (par exemple : PDB) ; ensuite, la structure récupéree doit étre prétraitée.
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Cela devrait permettre 1’¢limination des molécules d’eau de la cavité, la stabilisation des
charges, le remplissage des résidus manquants, la génération des chaines latérales, etc. en
fonction des parametres disponibles.

Etape Il : Prédiction du site actif :

Apreés la préparation de la protéine, le site actif de la protéine doit étre prédit. Le récepteur
peut posséder de nombreux sites actifs, il suffit de choisir celui de la préoccupation.
Généralement, les molécules d'eau et les hétéroatomes sont éliminés.

Etape 111 : Préparation du ligand :

Les ligands peuvent étre extraits de plusieurs bases de données telles que Pub Chem [20],
ChmSpider, [21], ou peuvent étre esquissés a 1’aide de 1’outil de dessin Chem.

Etape 1V : Docking :

Le docking moléculaire commence par I'application d'algorithmes d'amarrage qui posent
de petites molécules dans le site actif. Ces algorithmes sont complétés par des fonctions
de scoring congues pour prédire I'activité biologique via I'évaluation des interactions entre

les composés et les cibles potentielles [22,23].

1.3.7. Les différents types d’interactions entre le ligand et la protéine :

Au niveau du site actif, le processus d’interaction se fait par liaison
complémentaire du ligand avec la structure protéique. Les forces intervenant dans la
formation du complexe peuvent étre de nature stérique électronique ou les deux avec des
contributions différentes.

Ces liaisons sont essentielles pour expliquer les propriétés des molécules
biologiques. Du fait de leur faible énergie (généralement comprise entre 4 et 30 kJ/mol,
elles peuvent se rompre et se retablir tres facilement a la température physiologique,

permettant ainsi des interactions temporaires entre molécules [24, 25].

1.3.7.1. La liaison hydrogene :

Cette liaison, intervient lorsqu’un atome d’hydrogene lié par covalence a un atome
électronégatif est attiré par un autre atome électronégatif (figure 1.5). Le nuage
électronique de l'hydrogéne est attiré par I’atome donneur qui est relativement plus

¢lectronégatif que I’atome d’hydrogeéne créant ainsi une charge partielle positive sur
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I’hydrogéene. Cette charge positive est attirée par la charge partielle négative portée par
I’atome accepteur donnant ainsi naissance a une interaction désignée par pont hydrogéne,

sa force est de I’ordre de 12 a 30 kJ/mol [24, 25].

Figure 1.5 : La liaison hydrogéne.

1.3.7.2. Les forces de Van der Waals :
Ces forces résultent de 1’interaction des nuages électroniques d’atomes ou de
molécules proches les uns des autres (figure 1.6). Pour des atomes distants de 3-4 A,

I’énergie de liaison est seulement comprise entre 0.4 et 4 kJ/mol. Les interactions de

Van der Waals sont trés faibles [24, 25].

CH;W H3C

van der Waals
interactions

Figure 1.6 : Les forces de Van der Waals.
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1.3.7.2.a. Les liaisons dip6les a dipdles :

De nombreuses molécules présentent un moment dipolaire en raison de I'existence
d’atomes d'électronégativités différentes parmi leurs groupes fonctionnels. Ainsi, le
moment dipolaire d'une cétone est di a la différence d'électronégativité des atomes
d'oxygéne et de carbone qui constituent la fonction carbonyle.

Mais des groupes fonctionnels sont également positionnés au niveau du site actif, de sorte
qu'inévitablement divers moments dipolaires existeront aussi a la surface de celui-ci.

On peut donc concevoir que tous ces moments dipolaires, c'est-a-dire ceux du substrat et
ceux du site actif, se mettront a interagir lors de I'approche du substrat en veillant a
orienter celui-ci de fagon a ce que les moments dipolaires se positionnent parallelement

mais dans des directions opposées (figure 1.7) [26].

&= (4] i .. Moment dipolaire
Il ="
~R

tC
R

=

Moment
dipolaire localisé

: L

Figure 1.7 : Interaction dip6le a dipdle.

R .0

111.3.7.2.b. Les liaisons dipéles a dipdles induits :

Des interactions mettant en jeu un dipdle et un dip6le induit ont également été
proposées. Il est évident qu'un cycle aromatique est capable d'interagir avec un groupe
ionisé, comme par exemple un ion ammonium quaternaire. Une telle interaction peut
avoir lieu par ce que la charge positive du groupe ammonium quaternaire déforme le
nuage électronique t du cycle aromatique et ceci fait apparaitre un moment dipolaire en
ce sens que I’intérieur du cycle aromatique est enrichi en densité électronique tandis que

le pourtour en est appauvri (figure 1.8) [26].
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®
R—NHjs

Site actif

Figure 1.8 : Interaction dip6le a dipdle induit.

1.3.7.3. Les liaisons ioniques :
Les liaisons ioniques représentent une force de liaison assez importante entre des
groupes fonctionnels qui sont porteurs de charges opposées. Les énergies de ces liaisons

environ 20 kJ mol-1,

Une liaison ionique peut par exemple se former entre I ‘ion carboxylate d'un
résidu acide, tel celui de I'acide aspartique, et I'ion ammonium d'un résidu basique tel

celui qui provient de la lysine (figure 1.9) [26].

lonic bond
[salt bridge)

Figure 1.9 : La liaison ionique.

1.4. Conclusion :

Dans ce chapitre nous a éclairés sur quelques notions fondamentales sur le docking
moléculaire qui est pour but de de simuler par ordinateur le processus d’identification
moléculaire et I’obtention d’une conformation optimisée de maniére a minimiser
I’énergie libre du systéme global, pour prédire I’affinité du complexe [ligand- protéine],

et prédire la position correcte du ligand dans le site actif de la protéine.
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Chapiine



11.1. Introduction :

L'amarrage moléculaire est devenu un outil de plus en plus important pour la
découverte de médicaments. Il est une sorte de modélisation bio-informatique qui
implique l'interaction de deux molécules ou plus pour donner un complexe stable. En
fonction des propriétés de liaison du ligand et de la cible, il predit la structure
tridimensionnelle de tout complexe. L'amarrage moléculaire génere différentes structures
possibles qui sont classées et regroupées a l'aide de la fonction de score du logiciel.

Les simulations d'amarrage prédisent un conformateur amarré optimisé basé sur la
fonction de score qui calcul I'énergie totale du complexe. Malgré toutes les approches
potentielles, la chimie des ligands (tautomérie et ionisation), la flexibilité des récepteurs
(conformation unique du récepteur rigide) et la fonction de score (différencier le mode de
liaison veéritable) restaient le défi [1]. Ce chapitre englobe I'étude de docking moléculaire

des chalcones synthétisées.

11.2. Préparation de ’enzyme (4DP3) :

11.2.1. Description générale :

La structure 3D de I’enzyme plasmepsine (4DP3) a été extraite de la Banque de
Donnée Protéique (PDB) [2]. Cette structure est Co-cristallisée avec 1’inhibiteur P218
(MMYV : Médicaments contre le paludisme), leur nom selon I’'TUPAC est acide-3-(2-{3-
[(2,4-diamino-6-éthylpyrimidin-5-yl) oxy]} phényle) propénoique de formule brute
« C18 H24 N4 O4 », il est représentée dans la figure 11.1.

La structure tridimensionnelle de (4DP3) a été obtenue par diffraction en rayon X
avec une résolution (2.40 A), R-Value Free (0.239), et R-Value Work (0.205) [2].
L’enzyme a été préparée comme corps rigide par le logiciel MOE.



Figure 11.1 : La structure 3D de ’enzyme 4DP3 non simplifié.
Nous avons simplifié le modéle de la plasmepsine (4DP3) dans lequel ces
informations sont affichées dans le tableau suivant et qui sont lues dans le fichier PDB,

avec 1216 résidus et 9667 atomes.

Tableau 11.1 : La composition atomique du complexe 4DP3.

Chaine Reésidus Atomes
A 545 Total C N O S
Protéine 4539 2931 751 830 27
(4dp3)
B 544 Total C N O S
4529 2924 751 828 26
A 1 Total C N O
26 18 4 4
MMV
(P218) B 1 Total C N o)
26 18 4 4
A 1 Total C N 0] P
48 21 7 17 3
NDP
B 1 Total C N O P
48 21 7 17 3
A 1 Total O P
5 4 1
PO,
B 1 Total 0] P
5 4 1
A 233 Total O
Eau 233 233
B 208
Total O

208 208



La structure macromoléculaire de I’enzyme est corrigée et simplifiée pour

permettre une utilisation plus aisée lors du docking moléculaire.

11.2.2. Détection de caviteé :

L’identification de sites actifs a une grande importance pour comprendre la
fonction d'une protéine et le mécanisme des interactions. De plus, la connaissance de ces
sites fonctionnels peut étre utilisée pour guider les expériences de mutageneése. Il existe
un certain nombre de cavités ou de poches a la surface des protéines ou se lient de petites
molécules. Par conséquent, 1’identification de telles cavités est souvent le point de départ
de la prédiction du site de liaison protéine-ligand pour 1’annotation de la fonction
protéique et la conception de médicaments basée sur la structure. La détection correcte
du site actif du ligand est une condition préalable a I'amarrage de protéine-ligand et au
criblage virtuel a haut débit pour identifier les médicaments candidats dans les processus

de découverte de médicaments [3].

Soixante-douze cavités ont été détectées dans 1’enzyme 4DP3 par le logiciel MOE
[4]. Nous avons choisi la cavité 1(figure 11.2), pour faire notre étude, car elle posséde le

ligand qui est Co-cristallisé et contient le volume le plus important.

Tableau 11. 2 : Les résidus de site actif de I’enzyme (4DP3).

Cavité Taille Hyd Résidus
ARG345 PHE375 LEU376 ARG377 GLY378 ILE379
GLU382 LEU383 PHE386 ASN400 VAL401 ARG402
1 155 51 ILE403 TRP404 ALA406 ASN407 TYR430 TRP434
LEU487 PRO488 PRO489 CYS490 HIS491 GLN509
SER511 CYS512 ASP513 GLY517 VAL518 PHES520
ASN521 SER524 TYR525 HIS551 TYR553



Figure 11.2 : Cavité 1 (Pocket) d’enzyme 4DP3.

La minimisation de 1’énergie potentielle peut étre utile afin de relaxer la structure
initiale de I’enzyme et de rechercher une géométrie de basse énergie correspondant a un
état stable du systéme.

La minimisation de I’enzyme (4DP3) a été effectués a ’aide du logiciel MOE, par la
méthode de la mécanique moléculaire en utilisant le champ de force (Amber 10 : EHT).
La valeur de I’énergie d’optimisation est : Egp¢= -7536.14 Kcal/mol. La structure de

ligand co-critallisé (MMV) avec I’enzyme (4DP3) est donnée dans la figure 11.3 [5].
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Figure 11.3 : Structure chimique de MMV (P218).

Le MMV est un anti-folate, inhibiteur de DHFR de poids moléculaire 360.414 Da.
Cette molécule inhibent la biosynthése des pyrimidines et entrainent la mort du parasite.

Le MMV se lie différemment au Plasmodium falciparum et aux DHFR humains.



Le carboxylate de MMV lié au quadruple PfDHFR mutant établit deux liaisons
hydrogene avec (Arg122), mais dans la DHFR humaine, la chaine latérale MMV n'a pas
d'interaction directe avec (Arg70).

Les liaisons de MMV & Plasmodium falciparum et &8 DHFR humain peuvent étre
stabilisant les interactions carboxyéthyle avec (Arg122) dans PFDHFR mais déstabilisent

I’interaction avec (Arg70) structurellement équivalent dans I’enzyme humaine [6].

11.3. Préparation des ligands (chalcones) :
Les structures 2D des composés utilisés dans notre travail sont représentées dans la

figure 11.4.

Composé A Composé B

OH oH
) .

CHy

Composé C Composé D

Figure 1.4 : Les structures 2D des composés synthétises.

Les composés utilisés sont des dérivés de la chalcone, qui sont dessinés en utilisant
le logiciel Marvin Sketch (19.4) [7], et sont enregistrées sous forme MDL. L’optimisation
de la géométrie des ligands par le logiciel MOE en utilisant le champ de force Amber 10 :
EHT.



11.4. Etude de docking moléculaire :

Le docking moléculaire a pour but de déterminer le mode d’interaction d’un
complexe formé de deux ou plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans
I’espace et des conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur.
Ainsi, le docking de chaque ligand généré un ensemble de modes de liaison appelés
« poses » pour lesquelles un score est calculé. Ce score est une approximation de 1’énergie
de liaison du complexe (Kcal/mol) et donc plus il est négatif, meilleurs est ’affinité

prédite. Le ligand Co cristallisé représente alors souvent la référence idéale [8].

Tableau 1.3 : Résultats de SCORE et RMSD de docking moléculaire.

Ligands SCORE RMSD
(Kcal/mol)

MMV (P218) -8.2818 1.3701
Composé A -5.5189 0.8572
Composé B -5.6473 1.8376
Composé C -6.0792 1.9931
Composé D -6.7871 1.1942

D’apres la comparaison d’énergie de score de ligand de référence avec les énergies
de score des composés A,B,C, et D, nous avons sélectionné la molécule D qui présente
I’énergie de SCORE = -6.7871 Kcal/mol la plus basse.

Selon les résultats obtenus, on note que les valeurs de RMSD sont considérer
comme parfait (RMSD < 1.5) pour les deux ligands A et D, et pour la valeur de ligand D
est la plus proche de la valeur de ligand de référence.

Par contre, les valeurs de RMSD des ligands B et C sont considérer comme structure
acceptable (1.5 < RMSD <3.5) [9].

11.4.1. Etude des interactions enzyme-ligand de référence :
Une fois que le complexe (enzyme-Inhibiteur) est formé, celui-ci va adopter la

conformation la plus stable correspondant au niveau énergétique le plus faible et prend



RSMD comme valeur inférieur a 24, et cette conformation recherchée lors des

simulations.
Tableau I11.4 : Les résultats energétiques de ligand de référence (MMV).

Ligand SCORE RMSD Energie de VAW Enrgie stérique
(Kcal/mol) (Kcal/mol)

MMV  -8.2818 1.3701 15.978 2.563
(P218)

Leu A
= =

(D polar ~#gidechain acceptor ) solventresidue @87 arene-arene
Q acidic #+- gidechain donor O metal complex ©H arene-H
Q basic “* pbackbone acceptor solventcontact @+ arene-cation
O greasy =+ backbone donor - metalfiion contac

proximity ligand O receptor

contour exXposure exXposure

Figure 11.5 : Les interactions entre les résides de site actif avec le MMV.



Tableau 1.5 : Le rapport d’interactions entre les résides de site actif avec le MMV.

Ligand Récepteur Type Distance Energie de la liaison
MMV d’interaction (Kcal/mol)
N4 4 ASP 54 H-donneur 2.74 -11.2
N7 8 ILE 14 H-donneur 2.74 -2.8
N8 11 ASP 54 H-donneur 2.89 -8.7
025 49 ARG 59  H-accepteur 2.79 -2.0
025 49 ARG 122  H-accepteur 3.19 -4.5
026 50 ARG 122  H-accepteur 2.78 -7.3
026 50 ARG 122  H-accepteur 2.98 -3.2
6-ring ILE 112 pi-H 4.03 -0.7

11.4.2. Etude des interactions enzyme-chalcones :

Tableau 11.6 : Les rapports d’interactions entre les chalcones et les résidus de site actif

de 4DP3.
Inhibiteurs Ligands Récepteur Type Distance  Energiede
d’interaction stérique la liaison
(Kcal/mol)
A 013 ASN 108  H-accepteur 3.26 -1.2
B 6-ring ILE 112 pi-H 4.23 -0.6
C 6-ring ILE 112 pi-H 4.05 -0.7

D o 27 ASP 54 H-donneur 2.98 -4.6
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Figure 11.6 : L’interaction entre 1’inhibiteur A et les résidus de site 4DP3.
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Figure 11.7 : L’interaction entre 1’inhibiteur B et les résidus de site 4DP3.
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Figure 11.8 : L’interaction entre 1’inhibiteur C et les résidus de site 4DP3.
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Figure 11.9 : L’interaction entre 1’inhibiteur D et les résidus de site 4DP3.



I1.5. Discussion des résultats :
D'aprés les rapports de docking précédents et les résultats obtenus, nous avons

constaté que tous les chalcones étudiés interagissent réellement avec le site actif de
4DP3 ; le composé A ne montre qu'une interaction avec le résidu (ASN 108), par la suit
le composé B et le composé C ont été attachées de maniere surprenante aux mémes

récepteurs (ILE 112). Par contre, le composé D interagi avec un seul résidu (ASP 54).

A un niveau plus large, I'étude de docking révéle que la distance entre chaque
ligand et les sites de liaison était comprise entre [2.98 A et 4.23 A]. D’aprés Anne Imbert
et col, Les interactions ayant des distances comprises entre 2.5 A et 3.1A sont considérés
comme fortes et celles comprise entre 3.1A et 3.55A sont supposées moyennes et quand

leurs distances sont supérieures a 3.55A elles sont considérées faibles [10].

Donc, selon ces résultats d'étude nous pouvons facilement constater que les
distances entre les acides aminés du site active et les chalcones A et D ont une liaison
forte d’interaction, 3.26 A et 2.98 A respectivement par rapport les chalcones B et C ont
une seule liaison faible d’interaction 4.23 A et 4.05 A successivement.

L’analyse des résultats obtenus montre que la chalcone D est le meilleur ligand
pour inhiber le fonctionnement de 1’enzyme 4DP3. Cet inhibiteur posséde une forte
interaction de type H-donneur avec le résidu ASP 54 de site actif de I’enzyme, qu’est le
plus impliqué dans le mécanisme d’inhibition de I’enzyme, pour former un complexe

stable.

11.6. Conclusion :
En conclusion, cette étude montre que I’interaction entre 4DP3 et les chalcones

recensés est possible et pourrait étre optimisée et améliorée afin d’obtenir de meilleurs
résultats de docking pouvant conduire a la découverte d’un nouvel inhibiteur de 4DP3

prometteur.
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Dans ce travail, nous nous sommes orientés vers la synthese de dérivés de chalcones,
suivi par une étude de docking moléculaire, pour prédire I’affinité de ces composés avec
une cible choisie.

Dans la premiere partie, nous avons congu et préparer quatre dérive de chalcones a
partir de quelque dérivé de benzaldéhyde et d’acétophénone par la méthode Claisen-
Schmidt. Les rendements de nos produits que nous avons synthétisés entre 60% et 80%.
Les structures des chalcones ont été confirmées par les méthodes spectroscopiques
(IR-FT, RMN (*H), et RMN %3C). Ces produits peuvent susciter un vif intérét
thérapeutique.

Dans une deuxieme partie, nous avons pu mettre en évidence une étude de docking
moléculaire pour prédire I’affinité avec la cible plasmepsin cette derniere est basée sur
les interactions existantes entre certain groupement de la chaine latérale de protéine (site
actif) et ceux de ligands. Ce travail nous a permis de calculer les énergies d’interactions,
des distances et le RMSD, suivant ces résultats on peut choisir le meilleur inhibiteur qui
a une grande affinité a se lier avec 1I’enzyme 4DP3.

Cette étude montre que I’inhibiteur 3-(3-éthoxy-4-hydroxyphényl)-1-phénylprop-2-
én-1-one (composé D) est probablement le meilleur inhibiteur pour inhiber le
fonctionnement de ’enzyme plasmepsine. Cet inhibiteur possede la plus basse énergie
de score par rapport aux autres, et en plus il a des fortes interactions avec le résidu
ASP 54 de site actif de ’enzyme 4DP3, qui est le plus impliqué dans la reconnaissance
et dans le mécanisme d’inhibition d’enzyme, et par conséquent ce ligand peut former un

complexe stable.




Résumé :

Les travaux réalisés dans cette mémoire ont été entrepris dans le but de préparer des
dérivés du chalocones a partir de dérives d’acétophénone et de benzaldéhyde par la
condensation de Claisen-Schmidt, pour étudier leur affinité antipaludique. Les chalcones ont
été obtenus avec des bons rendements, ses structures ont été confirmées par les méthodes
spectroscopiques FT-IR, RMN (*H) et RMN 3C.

Dans un deuxiéme temps, ce travail s’articule autour d’une étude « in silico » par
docking moléculaire pour prédire la structure 3D d’un complexe protéine-ligands. Dans ce
contexte, le logiciel MOE est utilisé pour estimer I’affinité des chalcones vis-a-vis de
I’enzyme plasmepsine (4DP3), une enzyme impliquée la maladie de paludisme.

D’apres les résultats obtenus et comparativement a la molécule référence MMV (P218)
dont le pouvoir inhibiteur est trés important, toutes les molécules testées présentent des
capacités d’inhibition vis-a-vis de la plasmepsine. La chalcone D (3-(3-éthoxy-4-
hydroxyphényl)-1-phénylprop-2-én-1-one) se classe en premiere position.

Mots clés : Chalcones, Antipaludique, Condensation de Claisen-Schmidt, Paludisme,

Plasmepsine, Docking moléculaire, MOE.

Abstract:

The aim of the work in this note is to prepare the derivatives of chalocones from
acetophenone and benzaldehyde derivatives by Claisen-Schmidt condensation, to study their
antimalarial affinity. The chalcones were obtained with good vyields, its structures were
confirmed by spectroscopic methods FT-IR, *H NMR and 3C NMR.

In a second step, this work is based on an "in silico™ study by molecular docking to
predict the 3D structure of a protein-ligand complex. In this context, the MOE software is
used to estimate the affinity of chalcones for the enzyme plasmepsin (4DP3), an enzyme
implicated in malaria disease.

According to the results obtained and compared to the reference molecule MMV
(P218), the inhibitory power of which is very important, all the molecules tested have
plasmepsin inhibition capacities. Chalcone D (3- (3-ethoxy-4-hydroxyphenyl) -1-
phenylprop-2-en-1-one) is in first position.

Key words: Chalcones, Antimalarial drugs, Claisen-Schmidt condensation, Malaria,
Plasmepsin, Molecular Docking, MOE.



