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INTRODUCTION GENERALE

La conception d’un nouveau médicament est un processus basé sur une méthode
quasiment expérimentale, long, cotlitant trés cher a 1’industrie pharmaceutique (au moins 800
millions de dollars). Avec le développement de I’outil informatique, des méthodes de
modélisation moléculaire in silico, telle que le docking moléculaire, ont pris une place capitale
dans le processus du drug design. En effet, cette approche consiste a rechercher le mode
d’interaction le plus favorable d’un ligand au sein de son récepteur, ce qui est plus facile a mettre

en ceuvre, plus rapide pour un coit bien moindre que les méthodes expérimentales classiques [1].

Le diabéte est l'une des plus anciennes maladies connues de I'humanité dont 1'effet
dévastateur augmente de jour en jour et gravement a un niveau épidémique [2]. C'est une maladie
du métabolisme désordonné des glucides, qui affecte également les protéines et les graisses qui
sont causées par l'insuffisance totale ou relative de 1'action de I’insuline [3].

Sa prévalence ne cesse d’augmenter a travers le monde ces derni¢res décennies. Elle a
atteint des proportions pandémiques. En 1985, on estimait qu’un diagnostic de diabete avait été
posé chez environ 30 millions de personnes dans le monde [4]; en 2015, ce nombre était passé a
415 millions et on prévoit atteindre les 552 millions d’ici 2040 [5].

Parmi les mécanismes a l'origine du diabéte, la voie des polyols a été la premiere
découvert et en fait généralement accepté comme étant le mécanisme de premiere importance
dans la pathogenése de complications du diabete. L'aldose réductase (AR), la premicre et
I'enzyme contrdlant le débit dans la voie des polyols a été une cible potentielle pour la conception
de médicaments. Dans ce contexte, I’inhibition de la AR a été une approche attrayante pour le
traitement et prise en charge des complications du diabéte. AR est impliqué dans Ia
transformation du glucose en sorbitol qui a été impliqué dans la pathogenése du diabéte
secondaire complications telles que cataractogenése, rétinopathie, neuropathie, néphropathie et
cardiovasculaire) [6,7].

D’autre part, la modélisation moléculaire est devenue une nouvelle technique de
compréhension des phénoménes chimiques et un outil de travail a part entiére dans le domaine de
la chimie structurale, dans les calculs des surfaces d’énergie potentiel des molécules organique
[8]. Elles s'imposent souvent lorsque l'expérience réelle est trop difficile, trop dangereuse, trop
colteuse, trop longue ou trop rapide, éthiquement inacceptable, ou méme impossible a réaliser.

Elles permettent, actuellement, non seulement d’¢élaborer les mécanismes de complexassions et
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les profils énergétiques mais €également de justifier et prédire les conformations les plus stables
ainsi que les interactions existantes entre une enzyme et un ligand

Parmi les méthodes de la modélisation moléculaire on trouve le docking (amarrage) et la
dynamique moléculaire. Leurs calculs de ces dernicres sont donc des outils tres utiles en biologie,
pharmacie et médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui
interagissent avec une cible biologique d'intérét thérapeutique, généralement protéique
(récepteur), afin d'influencer le mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée [9].

Notre objectif de travail est d’étudier les interactions existantes entre une série de
flavonoides et ’enzyme aldose réductase en utilisent la méthode de Docking moléculaire, dont on
s’intéresse a déterminer le mode d’interaction du complexe par la fixation de I’inhibiteur dans le
site actif de ’enzyme, avec une meilleurs et forte complémentarité, donc une bonne inhibition.
En fin, le composé ayant présenté le meilleur score de docking a fait I’objet d’une étude de ses
propriétés physico- chimiques, et Drug likeness.

Notre travail est divisé en trois chapitres.
Le premier chapitre présente un apercu général sur le diabéte, I’enzyme aldose réductase,
et les flavonoides.

Le deuxiéme chapitre : Nous détaillons sur les différentes méthodes de criblage virtuel
(Docking moléculaire, ADMET).

Le troisieéme chapitre : Nous avons analysé et discuté les résultats obtenus.

Ces résultats aideront au développement d’un outil thérapeutique efficace pour lutter contre le

développement de la maladie du diabéte.
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CHAPITRE I GENERALITE SUR LE DIABETE, ALDOSE REDUCTASE ET LES
FLAVONOIDES

I.1. Diabete
I.1.1. Historique :

Les premiers signes du diabéte ont été décrits il y a plus de 3000 ans en Egypte, par un
scribe qui avait noté sur un papyrus que certaines personnes se mettaient subitement a boire et a
uriner abondamment. Une centaine d'années avant notre ¢re, le nom de diabéte fut pour la
premicre fois prononcé par un médecin grec.En 1800 aprés Langerhans découvre en Allemagne
les ilots pancréatiques qui porteront ultérieurement son nom. En 1902, Eugene Opie découvre
que les diabétiques sont porteurs d'une dégénérescence des ilots pancréatiques. A partir de cette
date, le rythme des découvertes ne cesse de s'accélérer [1].
1.1.2. Définition de diabéte :
Le diabete est défini comme une affection métabolique, caractérisée par une hyperglycémie
(taux de sucre dans le sang trop élevé) liée & une déficience, soit de la sécrétion, soit de
I’action de [linsuline, ou des deux. L’insuline est une hormone produite par le pancréas,
indispensable a la pénétration du glucose sanguin dans les cellules. Lorsqu’elle fait défaut, le
taux de sucre augmente dans le sang, or ['organisme est trés sensible a ces variations : la
chronicit¢ de I’hyperglycémie est responsable de complications a long terme touchant de

nombreux organes notamment les yeux, les reins, les nerfs, le coeur et les vaisseaux [2].

Figure .1 : Le diabéte
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1.1.3. Classification du diabeéte :

La classification du diabete a été revue par I'Association américaine de diabéte (ADA) en
1997 et 1'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) en 1999. Actuellement, elle est fondée sur la
physiopathologie des différentes formes cliniques et génétiques de la maladie, et non plus sur le

traitement regu (OMS 1999 ; ADA 2012 [3] .

Tableau I .1 : Caractéristiques respectives des diabétes de type 1 et 2

Antécédents familiaux de Rares Fréquents

méme type

Age de survenue Souvent avant 35 ans Souvent apres 35 ans

Démarrage Rapide et brutal Lent et insidieux

Symptomatologie Bruyante Pauvre voire absente

Corpulence Normale ou maigre Surcharge pondérale,

obésité

Hyperglycémie au Majeure (>3g/L) Souvent <2g/L

diagnostic

Cétose Souvent présente Souvent absente

Principale cause de Insuffisance rénale Maladies

mortalité cardiovasculaires

Etiologie Facteurs immunologiques Facteurs génétiques et
et environnementaux nutritionnels

Fréquence 5-10 % 90 %

I.1.3. 1. Diabete type 1 :

Le diabéte est une maladie chronique caractérisée par un exces de sucre dans le sang.
Dans 10 % des cas de diabéte, il s'agit d'un diabéte de type 1, dG @ un arrét de production
d'insuline. Cette maladie, favorisée par une prédisposition génétique, apparait dans l'enfance, a

l'adolescence ou chez 1'adulte jeune [4].
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1.1.3. 2. Diabéte type 2 :
I1 est a souligner que 90% des cas de diabétes sont ceux de type 2 (DT2) [5]. Le diabéte de

type 2 est caractérisé par une résistance a I’insuline et une carence relative de la sécrétion
d’insuline. Son apparition est lente : il peut évoluer avec un degré d hyperglycémie suffisant pour
engendrer des atteintes organiques et fonctionnelles dansde nombreux tissus mais sans symptome
clinique et donc sans diagnostic pendant plusieurs années. Cette forme de diabéte s’établie le plus

souvent chez des personnes adulte et trés majoritairement en surpoids [6].
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Figure 1.2 : Les types de diabétes
Tableau I 2 : Caractéristiques des diabetes de type 1 et de type 2

N N TR

Facteur héréditaire Faible Fort

Gravité immédiate Evolution vers I’acidocétose Non

Obésité Non Oui

Signes auto-immuns Oui Non

Type HLA (Human B8, B15, B18, DR3, DR4 Aucun particulier
Leucocyte Antigen)

Insulinosécrétion Nulle Carence relative
Insulinorésistance Non Oui
Complications Oui Oui
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I.1.3. 3. Le diabéte gestationnel :

Le diabete gestationnel est un trouble de la tolérance glucidique de sévérité variable, il
regroupe le diabéte préexistant méconnu avant la grossesse et les troubles directement li¢ a la
grossesse. Sa prévalence est comprise entre 3 et 6 % des grossesses [7]. Ce diabéte est en relation
avec la résistance a I’insuline augmentée et/ou déficit de sécrétion d’insuline et qui disparait
aprés 1’accouchement [8]. Les facteurs de risque de développer un diabéte gestationnel sont une
anamnese familiale de diabéte, un age maternel supérieur a 30 ans, une obésité, une hypertension,
des antécédents obstétricaux évocateurs de diabéte gestationnel, une évolution anormale de la

grossesse ou méme d’avoir un bébé de poids supérieur a 4kg [9].

Figure 1.3 : Diabéte gestationnel

I.1.4. Epidémiologie du diabéte :

Le diabete est la cause de déces de 3 a 4 millions de personne chaque année dans le
monde [10].

1.1.4. 1.Diabeéte de type 1 :

Depuis une vingtaine d’années, on estime que le nombre de diabétique de type 1
augmente de 3 a 4% par an avec une apparition de plus en plus précoce de la maladie puisque la
prévalence augmente chez les moins de 5 ans. Les raisons pouvant expliqué cette hausse ne sont
pas établies avec certitude mais plusieurs hypotheses ont été mises en avant. Des perturbations
environnementales pouvant modifi¢ le génome sont incriminées : augmentation de 1’age

maternel, type d’allaitement dans les premiers mois de vie [11].



CHAPITRE I GENERALITE SUR LE DIABETE, ALDOSE REDUCTASE ET LES
FLAVONOIDES

1.1.4. 2.DIABETE DE TYPE 2 :

On estime que 333 millions de personnes dans le monde seront atteintes du diabéte de
type 2 en 2025 ce qui est un chiffre dangereux pour la santé publique. Le diabete de type 2
représente 90% des cas de diabéte dans les pays riches.Il est estimé que 314 millions de
personnes dans le monde souffrent a I'heure actuelle d'intolérance au glucose. En 2007 le nombre
de personnes diabétiques dans le monde était estimé a 246 millions ce qui représente 5,9% de la

population agée de 20 a 80 ans [12].
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Figure 1.4 : Le diabéte dans le monde

I.1.5. Diagnostique du diabete :

Les critéres diagnostiques généraux du diabéte sont une glycémie a jeun égale ou
supérieure a 7 m mol/L, ou une glycémie aléatoire égale ou supérieure a 11,1 m mol/L, ou une
glycémie égale ou supérieure a 11,1 m mol/L deux heures apres I’ingestion de 75 grammes de

glucose, ou un résultat d’hémoglobine glyquée (HbA1c) égal ou supérieur a 6,5% [13].

I.1.6. Complication de diabéte :
Pratiquement toutes les parties du corps peuvent subir les contrecoups d'un diabéte mal
pris en charge : le cceur, les vaisseaux sanguins, les reins, les yeux, le systeme nerveux, etc.

Autant d’organes peuvent étre touchés car, avec le temps, I’hyperglycémie affaiblit les parois des
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petits vaisseaux sanguins qui approvisionnent tous les tissus en oxygene et en ¢léments nutritifs
[14].

Le diabete de type 2 entraine des complications nombreuse, trés invalidante et qui sont
d’autant plus redoutables qu’il n’existe pas (ou peu) de signes clinique au début de la maladie, le
développement progressif de I’hyperglycémie est bien toléré et souvent asymptomatique pendant
plusieurs années. Cependant, au cours de cette période, I’hyperglycémie est bien toléré est
souvent asymptomatique pendant plusieurs années. Au cours de cette période, I’hyperglycémie
entraine des effets délétéres qui ne se manifesteront cliniquement que plusieurs mois ou années

plus tard, a un stade parfois trés évolue [15].
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Figure L.5 : Complication des diabetes
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I1.1.7. Traitement de diabete :

L'hyperglycémie observée dans le diabéte sucré est le résultat d'un décalage entre la
quantité¢ d'insuline nécessaire pour réguler les processus métaboliques et la quantité d'insuline
sécrétée par les cellules B. Le traitement par 1'insuline est le pilier des patients atteints de diabéete
sucré de type 1[16]. .

Le traitement du DTI1 vise a remplacer la sécrétion d’insuline déficiente par

I’administration d’insuline exogene (humaine ou analogue) [17].
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Figure L.6 : Insuline
Le traitement du diabéte de type 2 repose d’abord sur des modifications du style de vie
(régime, perte de poids et exercice physique) et sur la prise en charge des facteurs de risque
cardiovasculaire associés. Selon les recommandations de I’HAS, (2006) la diététique est la
premicre étape de la prise en charge du diabéte de type 2. Une alimentation équilibrée est
conseillée, avec une augmentation des apports en glucides lents et une diminution des apports en

graisses saturées [18].

1.2. Aldose réductase :

I.2. 1. Définition :

Aldose réductase , une protéine appartient a la superfamille des aldo-kéto réductases
(AKR) qui comprend plusieurs enzymes qui catalysent les réactions d'oxydation et de réduction
impliquées dans divers processus cellulaires tels que la biosynthése, la détoxification et le
métabolisme [19].. L’AR (Aldose réductase.) humain (EC 1.1.1.21), est une enzyme
cytoplasmique ubiquitaire [20]. Responsable de la réduction du glucose en sorbitol en utilisant le
NADPH (Nicotinamide adénine di nucléotide phosphate.) comme cofacteur [21]. . L’AR
humaine a été identifié pour la premicre fois par Hers en1956 [22].. Son implication dans le
développement des complications diabétiques a été mise en évidence dans les années 60[23]..
Quatre ans apreés son identification, Van Heyningen a montré une accumulation de fortes
concentrations de galactitol et de sorbitol dans le cristallin chez le rat pendant la cataractogenése

induite par le sucre [24].

L’Aldose réductase réduit également un certain nombre d'aldéhydes dérivés de la

peroxydation lipidique ainsi que leurs conjugués de glutathion (GSH) [25]. .
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Figure 1.7 : Vue en perspective de la structure de I'AR humaine avec NADPH/Substrat

I. 2.2. Mode action :

L’AR est l'enzyme clé¢ de la voie des polyols, dont I'activation dans des conditions
d'hyperglycémie conduit a l'apparition de complications diabétiques chroniques a savoir la
neuropathie, la rétinopathie, la néphropathie et la cardiomyopathie [26]. et comprend deux
enzymes clés : I’AR et la sorbitol déshydrogénase. Le métabolisme du glucose par cette voie se
déroule en deux étapes : Lors de la premicre étape, le

Glucose est catalysé en sorbitol par I’action de ’AR en utilisant le cofacteur NADPH. Par la
suite, le sorbitol est converti en fructose sous I’action de Sorbitol déshydrogénase, en utilisant le

cofacteur nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) [27].
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Figure 1.8 : Implication de la voie des polyols dans les complications du diabéte
I.3. Les Flavonoides :
1.3.1. Définition

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires, appartiennent a la
famille des polyphénols. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux [28].

Les flavonoides font partie d’une classe de composés naturels largement répandue chez les
végétaux. Ils sont trés présents dans les feuilles, les graines, 1’écorce et les fleurs de plante,
abondants dans les 1égumes feuilles et présents dans les aliments d’origine végétale (Iégumes,
céréales, légumineuse, fruits, etc.) et les boissons (vin, thé, cidre biere, cacao, etc.). Cette
présence est en grande partie influencée par des facteurs génériques et des conditions

environnementales [29].

1.3.2. La structure chimique :

La classe des flavonoides est depuis bien des années définies par la nature de son squelette
de carbone qui comprend 15 atomes répartis selon la séquence C6-C3-C6 commune a tous les
flavonoides et dans laquelle deux cycles benzéniques A et B sont reliés par un élément a 3 atomes

de carbone[30]. .
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1.3.3. Propriétés biologiques des flavonoides :

Les flavonoides préviennent la cataracte diabétique par inhibition de 1’aldose
réductase du cristallin [31] [32] .En effet, la myricétine présente des effets hypoglycémiants et
hypotriglycéridémiants chez les animaux diabétiques [33] [34]. L’effet des flavonoides sur le
systéme immunitaire est complexe et demeure encore mal élucidé [35].Certains d’entre eux
réduisent 1’activation du complément, diminuant de fagcon générale la réponse inflammatoire
[36].A doses élevées, ils inhibent les fonctions lymphocytaires, mais, a concentrations plus
faibles, ils pourraient agir comme immunostimulants chez les sujets immunodéprimés. L’activité
immuno-modulatrice des flavonoides dépend, d’une part, de leur capacité a inhiber la formation
des eicosanoides et de 1’histamine et de leur pouvoir piégeur des radicaux libres d’autre part [37-

39].

Tableau 1.3 : Activités biologiques de flavonoides

Flavonoides Lutéoléine Antitumorale ,anticarcinogen,
Catéchine anti-inflammatoire,
Hespéridine antioxydant, Antidiabétiques
Quercetine antiallergique, antiulcéreuse,
Naringénine antivirale, antimicrobienne,
hypotenseur diurétique.
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I1.1. Drug discovry :

I1.1.1. Historique et développement :

La transmission des savoirs ancestraux médicinaux, est depuis toujours un facteur déterminant de
la découverte et de 1'utilisation des médicaments. La publication rapide et mondiale des résultats
scientifiques ont largement contribu¢ aux nombreux succes de la recherche moderne de

médicaments [1].

Par le passé, un grand nombre de médicaments ont été découverts tout simplement grace a
l'identification de principes actifs extraits de substances naturelles historiquement utilisées dans
la médecine non-conventionnelle, ou méme par hasard. Par la suite, les avancées dans le domaine
de la synthése chimique et de la pharmacologie ont conduit a une démarche de recherche

systématique permettant I’¢laboration de nouveaux médicaments de plus grande efficacité [2].

choix d"un [P e génération et
cibe R S optimisation
thérapeutigune | ' des leads

test
preclinigue s

Figure I1.1 : Etapes du processus de recherche et de développement des médicaments.
I1.1.2. Choix d’une cible thérapeutique :
Un médicament est défini par ses « propriétés curatives ou préventives a I'égard des maladies».
Le processus de découverte d'un nouveau médicament doit donc débuter par:
* la définition d'une maladie pour efficace.
* I'identification d'une cible biologique potentielle et la validation de sa pertinence.

Criteres sont a prendre en compte pour définir le potentiel d'une entité biologique a devenir une

bonne cible pour un médicament : son efficacité, sa sécurité [3].
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11.1.3. Identification de « hits » :

Apres avoir identifi¢ et choisi la cible thérapeutique, 1’objectif est de moduler son activité
afin d’altérer le processus pathologique. On appelle touches ou « hits » les composés capables de
tels effets. L’approche la plus couramment utilisée dans la recherche de « hits » est le criblage(ou
« screening ») de banques de petites molécules (ou chimio théques). Un criblage peut étre réalisé
in vitro grace aux techniques HTS permettant d’estimer 1’affinité et activit¢ de milliers de
composés sur la cible d’intérét. Cependant, la mise en ceuvre de HTS n’est pas toujours possible
du fait de leurs colits importants et du temps nécessaire a leur exécution. Les criblages de type
HTS et la wvalidation pré-clinique des caractéristiques pharmacologiques des composés

représenteraient 14% du budget de R&D de I’industrie pharmaceutique [4].
I1.1.4. Génération et optimisation de « leads » :

Cette ¢tape nécessite l'intervention des chimistes médicinaux qui vont tenter a partir des
hits précédemment identifiés, d'obtenir de nouvelles molécules que l'on qualifiera de tétes de

séries ou « leads ».

Les leads : sont des composés qui sont plus actifs et plus sélectifs que les hits dont ils sont

issus, tout en présentant des propriétés pharmacocinétiques optimales [5].

L'intervention des chimistes et des chémoinformaticiens est déterminante a cette étape pour
obtenir ces leads, en effectuant de vastes études de relations structure-activité (SAR) basées
principalement sur la variation et la modification des groupements fonctionnels tout en gardant
leurs squelettes de bases des hits. L’analyse des résultats issus de ces ¢études SAR sont
actuellement assistés par des approches bioinformatiques, ce qui permet de guider la sélection de
nouveaux leads en optimisant les propriétés favorables d'activité « drug-like » (activité,
sélectivité, toxicité, propriétés physico-chimiques,...) tout en tentant d’améliorer 'affinité avec la
cible et de prouver que l'effet biologique observé est bien induit par interaction du composé avec

la cible [6]
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I1.1.5. Test précliniques :

Les tests précliniques s’effectuent sur les animaux, in vivo, pour assurer une analyse du
métabolisme, de I’absorption et de la distribution du médicament et permettre également
d’obtenir plus d’informations toxicologiques dans le but de prédire ces effets secondaires et
déterminer les dosages adéquats pour les essais cliniques. De nos jours, pour épargner des vies
animales, ces tests sont réalisés in vitro en remplagant les modeles animaux par des cellules

humaines dérivant de différents tissus et organes |7].

I1.1.6. Test cliniques :

Les tests a échelle humaine appelés «tests cliniques», constituent I'étape la plus critique et
la plus longue de tout processus de R&D. Cette étape se passe en plusieurs phases en ¢valuant
l'efficacité du candidat médicament chez I'homme, ainsi que sa pharmacocinétique et sa sécurité

d'emploi pour une éventuelle mise du médicament sur le marché.

Dans une premiére phase, les tests sont effectués sur un faible nombre de volontaires
sains pour s'assurer de la sécurité du médicament candidat en recherchant les effets secondaires
qui apparaissent lors de I'administration croissante du candidat médicament et pour déterminer la
dose minimale active et la dose maximale tolérable. Cette phase n'est pas autorisée quand il s'agit
de molécules anticancéreuses et antibiotiques. Dans ces cas, les chercheurs passent directement a
la phase II. Réalisée sur un groupe de patients malades pour évaluer 1’efficacit¢ du candidat,
cette phase permet de déterminer la posologie du traitement et d'ajuster les dosages a prescrire en

fonction des réponses obtenues des patients.

Les premiers effets secondaires du médicament peuvent étre également déterminés lors de
cette phase, et si les effets secondaires sont trop importants le processus R&D(Recherche et de
développement) est suspendu définitivement a cette phase. Par conséquent, seul un tiers des
essais cliniques accedent a la phase III. Celle-ci s’effectue sur une large population de malades
et consiste a évaluer le potentiel thérapeutique réel du candidat médicament et établir le rapport
bénéfices/risques. Les résultats sont ensuite comparés avec ceux d'un traitement de référence

pour valider et confirmer 'efficacité du médicament [8].
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La phase IV Cette phase relativement récente (également appelée pharmacovigilance)
consiste a surveiller, a travers le réseau de médecins et aprés la mise sur le marché de la

molécule, 'apparition d'effets indésirables non détectés précédemment [9].

I1.2. Méthodes de criblage virtuel in silico :

Le criblage virtuel, analogue in silico de I'HTS  (Criblage a haut débit (High-throughput
screening) , peut schématiquement étre assimilé a un entonnoir dans lequel on verse un grand
nombre de composés, constituant la chimiotheéques a cribler, pour obtenir, a l'aide d'un algorithme
de criblage, un plus faible nombre de composé€s qui seront ensuite testés expérimentalement. Le
role des méthodes de criblage est donc d'éliminer les composés supposés inactifs ou les

molécules indésirables tout en priorisant les composés les plus susceptibles d'étre actifs [10].

On regroupe les méthodes in silico en deux grandes familles, le criblage virtuel «
structure-based » et le criblage virtuel « ligand-based ». Comme son nom I’indique, le criblage
virtuel « structure-based » est basé sur la structure de la cible en évaluent la capacité des ligands a
¢tablir des interactions avec le site de liaison étudié et ainsi sélectionner les molécules capables

de se lier a cette cible [11].

Meéthodes de criblage virtuel «in silico» au
cours du processus R&D

Docking Moléculaire

Conception de novo Méthodes

« structure-based
»
3D-QSAR
J
Pharmacophore

Meéthodes

QSAR « ligand-based »

Recherche de similarite

Figure II 2 : Classification des méthodes de criblage virtuel « ligand-based » et « structure-

based»
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I1. 2.1. Criblage virtuel « ligand-based » :

Les méthodes de criblage « ligand-based » reposent sur la connaissance préalable de
ligands ayant une activité sur la cible thérapeutique. Il sera ainsi possible d'utiliser ces ligands
comme une premiere base de « hits » afin d'identifier d'autres composés similaires, présentant des
caractéristiques d'activité comme aux ligands connus de la cible [12, 13] Différents types de
descripteurs moléculaires pourront étre calculés pour quantifier la similitude entre composés.
Suivant le nombre de ligands connus de la cible thérapeutique. Plusieurs méthodes peuvent étre
employées : la recherche de similarité, le criblage de pharmacophores, ou les approches QSAR

[12].
I1.2.2. Criblage virtuel « structure-based » :

Le criblage virtuel « structure-based » est basé sur la structure de la cible en évaluent la
capacité des ligands a établir des interactions avec le site de liaison étudié et ainsi sélectionner les
molécules capables de se lier a cette cible [14]. Cependant, cecriblage dépend essentiellement de
la disponibilit¢ de la structure 3D de la cible biologique qui est obtenue, soit par méthodes
expérimentales (RX et RMN) dans des bases de données (tel que PDB: Protein Database), soit par

des méthodes de prédiction de la structure 3D parhomologie de séquence [15].

Ligand-Based Drug Design Structure-Based Drug Design

Figure I1.3 : illustration schématiques des approches ligand bases structures bases
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I1.3. Docking moléculaire :

I1.3.1. Principe
Le docking est une technique informatique qui permet de prédire les interactions probables
entre des ligands (substrat, activateur ou inhibiteur) et la structure d'une protéine. Il se déroule en

deux étapes :

v une étape de positionnement du ligand dans le site choisi de la protéine.
v une étape d'évaluation des interactions énergétique potentielles entre le ligand et la
protéine.

Les méthodes utilisées pour ces deux étapes différentes en fonction du programme
de docking utilisé [16] .On peut dire que le docking est une méthode qui prédit 1'orientation d'une
molécule par rapport a une autre pour avoir le complexe le plus stable. Il est fréquemment utilisé
sur I'étude de la cible moléculaire des médicaments et réduire les essais expérimentaux. En
générale il Ya deux approches, 1'un basée sur la complémentarité des surfaces et 1'autre basée sur

le calcul de 1'énergie du complexe.

Figure I1.4 : Représentation schématique du docking moléculaire

Il est l'ensemble des mécanisme et interactions intervenant lors de la formation de
complexes moléculaire.il a des applications pratiques dans l'ingénierie des protéines et la

conception de nouveaux médicaments. [17].
Le docking comprend essentiellement deux étapes :

* La premicre (le docking) : est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le

site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses)
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possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interaction les plus favorables.
Bien que pouvant étre faite manuellement, cette étape est le plus souvent exécutée de maniere
automatisée a 1’aide d’algorithmes de docking, ce qui améliore la vitesse et la précision des

simulations.

* La deuxieme (scoring) : est I’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’affinité entre
le ligand et la protéine dans chacun des complexes sélectionnés lors de I’étape précédente. Cette
tache est accomplie par des outils informatiques nommeées fonctions de score. Celles-ci évaluent
d’abord les différentes contributions énergétiques pour la stabilisation du complexe protéine-
ligand, et ordonnent ensuite ces complexes, permettant ainsi I’identification des modes

d’interaction les plus probables [18] [19].

Docking Storing
— —

Figure IL5 : Principe général d’un programme de docking

Ligand
| g

Récepteur

Complete + AG

I1.3.2. Outils du docking moléculaire :

Les logiciels de docking sont des outils utiles en pharmacie et en médecine, car la plupart
des principes actives sont des petites molécules (ligand) congues pour interagi sur le plant
moléculaire avec leurs protéines cibles (récepteur), pour agir sur les voies biologiques dans

lesquelles ces derniére sont impliquées [20].
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I1.3.2. 1. Ligand :

En docking moléculaire, le choix du ligand est une étape trés importante. Ce choix doit
étre pertinent en raison de la spécificité du site actif de la cible évitant de tester inutilement des

molécules [21].
La structure des ligands est obtenue par deux moyens :

Le premier : consiste a utiliser des ligands du pdb ou de la littérature qu’on peut dessiner,
optimiser et enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2....) grace a des logiciels de

construction moléculaires tels que Titan [22].

Le deuxieme moyen consiste a consulter des banques de données de ligands
(chimiotheéques) fournissant un nombre trés important de structures 3D de ligands prétes pour le
docking. Parmi les chimiothéques les plus utilisés, nous pouvons citer la PubChem, Zinc....etc

[23].
I1.3.2. 2. Récepteur :

La Bank PDB (https://www.rcsb.org/) (« Protein Data Bank », en anglais) est la plus

grande archive de données structurales de macromolécules biologiques dont les protéines. Cette
banque contient 141447 séquences de structures protéiques obtenues soit par cristallographie
(rayons X), soit par RMN. Les coordonnées atomiques des structures se trouvent dans un format de
référence, appelé pdb, lu par différents logiciels de visualisation, de modélisation, de criblage
virtuel...etc. Donc il suffit de consulter la PDB et d’inscrire le nom de la structure pour
télécharger le fichier du récepteur au format pdb indispensable a 1’opération de docking

moléculaire [24].

Si la cible n’est pas encore déposée au niveau de la banque, et cette derniére contient une
protéine avec des séquences similaires, la modélisation par homologie intervient afin de
construire la structure 3D de la cible souhaitée [22].

I1.3.3.Type de docking moléculaires :

I1.3.3.1. Docking rigide :

Dans le cas des méthodes de Docking rigide, la recherche de la pose optimale se limite au

positionnement. Cette opération consiste en la recherche exhaustive dans I’espace discrétisé des


https://www.rcsb.org/
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6 degrés de liberté. Certains programmes, s’ils n’appartiennent pas a la famille des techniques de
Docking rigide, utilisent plusieurs étapes successives d’optimisation dont les premicres peuvent
s’apparenter a du Docking rigide. Par exemple, le programme Glide, utilise initialement, dans son
approche multi-étape, une recherche systématique pour positionner le ligand de fagon approchée

au sein du site actif de la protéine [25].
I1.3.3.2. Docking flexible :

Lorsque les méthodes de docking prennent en compte la flexibilité¢ du ligand, deux étapes
sont effectuées successivement pendant toute la durée du docking. La premicre étape correspond
a une exploration de 1’espace conformationnel de maniére a retrouver, parmi les conformations
proposées, la conformation bioactive. Pendant la deuxiéme étape une fonction de score évalue ces
conformations .Il existe plusieurs types d’algorithmes pour le traitement de la flexibilité¢ du
ligand : les méthodes systématiques (fragmentation/reconstruction), les méthodes aléatoires, et

les méthodes de simulation (dynamique moléculaire) [26].
11.3.3.3. Docking semi-flexible :

Lorsque I’espace conformationnel des ligands est exploré, le nombre de degrés de liberté
de I’espace de recherche peut étre conséquent dans le cas de molécules trés flexibles. Dans un tel
contexte, ’emploi de méthodes de recherche exhaustives apparait souvent inapproprié car
nécessitant des simplifications importantes au niveau de 1’échantillonnage. D’autres algorithmes,
dits de fragmentation, sont employés pour construire de fagon incrémentielle le ligand au sein du
site actif de la protéine. L’espace des conformations du ligand est alors restreint au voisinage
d’un ensemble initial d’états simplifiés. Cette stratégie de recherche par construction, qui se
présente sous diverses variantes, est notamment adoptée par les programmes DOCK, Flex, et

Hammer Head. [25]
I1.3.4.Programme de docking moléculaire :

Dans le domaine de docking moléculaire, plusieurs logiciels ont été utilisés pour étudier les

différentes interactions existantes entre deux entités moléculaires [23].

A T'heure actuelle, plus de 30 programmes de docking moléculaires (commerciaux ou
non) sont disponibles .Les plus fréquemment cités sont respectivement : AutoDock, GOLD,

FlexX, DOCK et ICM Ils permettent notamment un criblage rapide de vastes librairies de
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composés. Ces programmes reposent le plus souvent sur des algo-rithmes spécifiques

(Algorithme génétique, Recuit Simulé...), leur protocole est composé de 2 étapes essentielles

Docking / Scoring [27].
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Figure I1.6 : Comparaison des programmes de docking les plus cités.

Tableau II.1 : Principaux programmes du docking moléculaire.

Dock UCSF

http://dock.compbio.ucsf.edu/

AutoDock  Scripps

http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/

Fred OpenEyes http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
FlexX BioSolvelT  http://www.biosolveit.de/FlexX/

ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html

Glide Schrodinger  http://www.schrodinger.com/Products/glide.html

Surflex Biopharmics  http://www.biopharmics.com/products.htm.

LigandFit  Accelrys

http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html

Gold CCDC

http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/




CHAPITRE II ASPECTS THEORIQUE ET METHODOLOGIQUES

I1.3.5. Le processus de scoring :
I1.3.5. 1.Principe :

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. Le

principe thermodynamique suivant '28] :
AG = AGemplex — AGligand — AGprotéine

L'établissement d'une bonne fonction de score est un important probleme du docking. Il
arrive souvent que la solution évaluée comme étant la plus probable ne soit pas la forme native
attendue. Ceci peut étre di au fait que le complexe natif n'est pas forcément celui qui présente la
plus grande surface d'acces, ou encore le plus grand nombre de liaisons hydrogéné disponible

[29].
I1.3.6.Familles de fonctions de scoring :
I1.3.6.1.Les fonctions de score basées sur des connaissances statistiques :

Ces fonctions de score sont construites a partir déreégles fondées sur une analyse
statistique des complexes protéine-ligand résolus expérimentalement. Elles partent du principe
que les distances interatomiques les plus représentées statistiquement dans les complexes
constituent des contacts énergétiques favorables et, qu’a I’inverse, les plus rares représentent des
interactions moins stables. Ainsi, leur para métrisation dépend de la quantité d’informations
expérimentales disponibles et on doit leur apparition a la profusion de données structurales

accessibles dans des bases de données telles que la PDB [30].
I1.3.6.2.Les fonctions de score empiriques :

Ce type de fonction de score approxime I’énergie libre de liaison en sommant de
facon pondérée différents termes d’interaction dérivés de paramétres structuraux. Les différents
poids de la fonction de score sont ajustés pour reproduire en priorité¢ des données expérimentales,

telles que les constantes de liaison tirées d’un jeu d’entrainement de complexes protéine-ligand.

La plupart des programmes de Docking implémentent ce type de fonction décore

témoignant de leur efficacité (en termes de rapport précision/rapidité). Cependant, le principal
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inconvénient de ces fonctions empiriques est leur forte dépendance aux données utilisées poules
calibrer qui, en cas de mauvaise para métrisation, peut limiter leur transférabilité¢ sur des
systemes différents. Parmi les principales fonctions de score empiriques, on peut citer : Lismore

[31].

I1.3.6.3.Fonctions de score basées sur les champs de force

Les fonctions de score basées sur un champ de force qui est une fonction mathématique
exprimant 1’énergie d’un systétme par la somme de divers termes issus de la mécanique
moléculaire. L’utilisation de champ de force permet de calculer I’énergie d’interaction du
complexe récepteur ligand (interactions intermoléculaires) et 1’énergie interne du ligand. Les
interactions entre récepteur et ligand comprennent souvent des termes de Van der Waals et

¢lectrostatiques. [32,33].

I1.3.6.4.Fonctions de score consensus :

Combinent les informations obtenues a partir des différents scores, afin de compenser les erreurs
des fonctions de score individuelles. Plusieurs études ont montré que ces fonctions performent le
calcul des énergies libres des complexes et ainsi les interactions protéine - ligand mieux que les

fonctions individuelles [34,35].

I1.3.7.Les interactions recapture ligand :

Le docking moléculaire s’intéresse particulierement a I'é¢tude des interactions intervenant
lors de la formation de complexes moléculaires telles que : les interactions hydrophobes, les

interactions é€lectrostatiques et les liaisons hydrogene [36,23].
I1.3.7.1 .Interactions de Van Der Waals:

Les interactions de Van der Waals, également connues sous le nom d'interactions de
London ou de forces de dispersion, impliquent des dipoles instantanés. Elles sont de faible
intensité (ordre de grandeur du kcal.mol™), mais elles sont néanmoins trés importantes en

pratique a cause de leur trés grand nombre dans les complexes protéine-ligand [37].



CHAPITRE 11 ASPECTS THEORIQUE ET METHODOLOGIQUES

Figure I1.7 : Les interactions de Van Der Walls

I1.3.7.2. .Interactions hydrophobes :

Les acides aminés dont le radical est hydrophobe et apolaire ont la propriété d’empécher la
formation des liaisons hydrogene entre les molécules d’eau. Ils forment dans la structure des
protéines des zones hydrophobes ou les molécules d’eau ne peuvent échanger aucune liaison avec

les radicaux d’acides aminés [38].
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Figure IL.8 : Les interactions hydrophobes
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I1.3.7.3 .Liaison hydrogéne :

La liaison hydrogene est une liaison physique concerne la force attractive qui s’opere entre
deux groupes d’atomes accepteur et donneur impliquant un atome d’hydrogene [39]. Une liaison
hydrogéne résulte de D’interaction électrostatique entre un atome d’hydrogene (H), lié par
covalence a un atome électronégatif (O, N, S) (donneur) et un deuxiéme atome é€lectronégatif

possédant une paire d’électrons non partagée (accepteur) [40].

Figure I1.9 : La liaison hydrogénée

I1.3.7.4 .Les interactions 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 [41].  La distance pour une liaison saline, par exemple, est de 3.7 2 4.5 A, et sa force peut
atteindre 8 Kcal/mol. En présence de solvant, ces interactions sont favorisées du fait de la polarité

et de la petite taille de la molécule d’eau [23].

Figure I1.10 : La liaison ionique.
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11.4. ADMET :

Les filtres de type ADME-Tox (Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination et
Toxicité) sont rapidement devenus populaires. Ils reposent sur plusieurs critéres déterminant les
propriétés pharmacocinétiques potentielles des molécules et sont désormais largement utilisés
pour réduire le nombre de composés d’une chimio théque en sélectionnant les plus adaptes a
devenir des candidats médicaments, avant tout processus de criblage. L’utilisation de ces filtres a

donné de trés bons résultats [42].
I1.4.1.Absorption :

De nombreux facteurs influent sur 'absorption des médicaments dans le tractus gastro-

intestinal. Ils sont classés en trois catégories :

Physiologiques : ils ne peuvent pas étre controlés, comme le passage gastrique, le pH
gastro- intestinal, le temps de transit intestinal, le transport actif et efflux, et le métabolisme

de laparoi intestinale.

Physicochimiques : I’intérét de prédiction est donc centré sur les différentes propriétés
physicochimiques des composés, telle que pKa, solubilité, lipophilicité, stabilité, diffusivité et la

forme saline.

Facteurs de formulation : sont généralement optimisés expérimentalement (la forme
cristalline et la taille des particules du médicament, et la forme galénique telle qu'une solution,
une capsule, un comprimé, une émulsion, une suspension, un gel, et la vitesse de la libération qui
est modifiée (rapide, standard ou lente)). La perméabilité intestinale et la solubilit¢ d’un
médicament sont les propriétés les plus importantes qui déterminent l'absorption apres

administration orale [43,44].
I1.4.2.Distribution :

Ce critere mesure la capacité d'une molécule a diffuser, par exemple via le flux sanguin, a
travers l'organisme. En effet, une molécule doit pouvoir passer d'un compartiment a un autre, afin
de pouvoir arriver in fine a I'endroit ou sa cible doit étre atteinte. La forte liaison a des protéines

plasmatiques a un impact négatif sur la distributiond'une molécule [45].
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11.4.3.Métabolisme :

Le terme de métabolisme fait référence a la transformation, par une réaction enzymatique
d’un médicament en un ou plusieurs autres composés actifs ou inactifs au plan pharmacologique.
De nombreux tissus peuvent réaliser cette transformation (peau, poumon, rein, intestin...).
Néanmoins le principal site de biotransformation est situé¢ au niveau hépatique, dans les enzymes

des microsomes [46].
11.4.4.Elimination :

Les médicaments sont ¢liminés de 1'organisme par métabolisme et excrétion. Les voies
d'élimination les plus courantes sont l'excrétion rénale et/ou biliaire. Le rein est le principal
contributeur a I’excrétion du médicament et de certains métabolites.

Les grosses molécules et de nombreux médicaments conjugués a l'acide glucuronique sont
généralement excrétés dans la bile. La filtration a travers les membranes glomérulaires est le

principal mécanisme d’excrétion dans les urines.

Cependant, certains médicaments sont excrétés par des mécanismes de transport actifs

servant de substrats aux transporteurs épithéliaux tubulaires ou biliaires [47].

M Absorption Sang Distribution Tissus
-~ M-P " - ]
' Site d action M-E
# - % . ite d action
< _
Aétabolisme
Alétabolisme

M : médicament !
P : protéine e

R : recepteur

Figure I1.11 : Représentation schématique de devenir d’un médicament dans 1’organisme.
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I1.4.5.Toxicologie :

La toxicité d'un candidat-médicament est I'un des parameétres les plus redoutés par les
développeurs, surtout lorsqu'il entre en phases cliniques. En effet, un candidat-médicament
présentant des effets secondaires graves lors des phases cliniques est immédiatement
abandonné, et ce généralement de manic¢re définitive. Il est donc trés important de tenter de
prédire la toxicit¢ d'un composé a partir de sa structure lors des phases précoces de
développement R&D (Recherche et de développement. La toxicité peut €tre classifiée selon

l'organe affecté ou selon le mécanisme de toxicité [46].
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III. 1. Introduction :

La modélisation moléculaire englobe les différentes méthodes de calculs théoriques
utilisée dans des différents domaines comme : Chimie, Biologie, Pharmacie et médecine. Elle
permet de déterminer, la représentation graphique de la géométrie, la configuration des atomes
d'une molécule et évaluer les propriétés physico-chimiques de la molécule étudiée [1].

Le but du Docking moléculaire est de déterminer le mode d’interaction d’un
Complexe formé de deux ou de plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans
L’espace et des conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur [2].

Le profii ADME d'une molécule est I'ensemble des paramétres caractérisant sa
biodisponibilité dans 1'organisme, c'est a dire, son absorption, sa distribution, son métabolisme,
son excrétion et sa toxicité. La démocratisation du criblage in silico a entrainé la nécessité de
modeles ADME pour éliminer rapidement les composés ayant les propriétés physicochimiques
les moins similaires avec les médicaments disponibles sur le marché « drug like » [3].

L’objectif de notre travail est étudier les interactions entre les inhibiteurs (29 molécule des
dérives de flavonoide) et l'enzyme Aldose réductase par les méthodes du docking moléculaire.
En outre, huit composés ont été filtrés selon 1 énergie de Score, ensuit, on a étudié les propriétés

Drug likeness.
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I11. 2. Matériels utilisé :
III. 2. 1. MOE 2014 :

MOE, « Molecular Operating Environment » est un package c’est-a-dire un ensemble de
plusieurs logiciels destinés a la découverte et a la conception assistée par ordinateur de molécules
biologiquement actives [4]|.Est une plateforme logicielle de découverte de médicaments qui
intégre la visualisation, la modélisation, et les simulations [5].

Cette logiciel présente une forme de docking flexible dans lequel le récepteur et le ligand

change de conformation et s’adaptent a 1’environnement [6].

m MOE 2014.0901 32-bit = | = X

File Edit Select Render Protein Compute Window Help SVL sEq | 13X

Open
Ligx
Constrain »

Close

Center

SiteView
Hydrogens
Hide »
Show »
Ligand »
Surface »
Measure »
Sketch
Minimize

Select »
Extend »

Delete
60 M »
RS L

Figure II1.1 : Interface de logiciel MOE
III. 2. 2. Chem Draw Ultra 12.0 :
Professional est 1'outil complet destiné aux chimistes et biologistes, intégrant toute une
gamme d’outils intelligents permettant de faciliter les travaux des chercheurs au quotidien. En
plus des fonctionnalités de Chem Draw Prime, il inclut de nombreux outils innovants tels que la

prévision RMN ou la fonction nom=structure [7].
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8] ChemDraw Ultra - [Untitled Document-1 7] - - = e |
] File Edit View Object Structure Text Curves Color Online  Window Help [= =] =]
O e Hs 2w e~ X B @y [0 o mm
[ = H== = = B I I [ ]

| | >

|Saves the document

Figure II1.2 : Interface de logiciel Chem Draw
I1I. 2. 3. La banque de données protéiques (PDB) :
C’est la principale source de données de biologie structurale et permet en particulier
d’accéder a des structures 3D de protéines d’intérét pharmaceutique [8].
I1 comprend des données obtenues par cristallographie aux rayons X et résonance
magnétique nucléaire (RMN) spectrométrie soumise par des biologistes et biochimistes du monde

entier [9].

3RX3

Crystal Structure of Human Aldose Reductase Complexed with Sulindac
PDB DOI: 10.2210/pdb3RX3/pdb

Classification: OXIDOREDUCTASE

Organism(s): Homo sapiens

Expression System: Escherichia coli

Mutation(s): No

D i 2011-05-10 2011-11-30

Deposition Author(s): Zheng, X, Chen, J., Luo, H., Hu, X

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation ®© 3D Report || Full Report
Method: X-RAY DIFFRACTION Metric Percentile Ranks. Value
Resolution: 1.90 A Fires E— S—— .15
R-Value Free: 0.201 i I —

Ramachandran outliers B o
R-Value Work: 0.150 ) ) )
Sidechain outliers IE— 0.4%

Global Symmetry: Asymmetric - C1 R-Value Observed: 0.153 SRz outiers IT’- e
Global Stoichiometry: Monomer - A1 worce. emr

Figure.Ill.3 : L’interface graphique du site web de base de données PDB
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I1I. 2. 3. Discovry Studio :

Discovry Studio est une suite de logiciels pour stimuler les systémes de petites molécules
et macromolécules. Il couvre les domaines suivants: simulations, conception de ligands,
modélisation de pharmacophores, conception basée sur la structure, QSAR et ADMET [10].

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help

[Frocromoiectio | Smmoitson [T TR o mcophores | Small Moleculos | %=y | iy ook = rm—
Grew B R E = Pl B | @ [ Display Style... ~

Toos 3 | R

Define Ligar

Step through ligands.
F + &+ 2

Display receptor-igand interactions.

Expand
Change the visibility of the receptor and
lig:

Atoms  Pocket Atoms

Show receptor-igand interactions on a 2D
diagram.

Show 2D Diagram

Figure I11.4 : Interface de logiciel Discovry Studio
I1I. 2. 4. Swiss ADME :

Swiss ADME est un outil Web qui donne un acces gratuit a un pool de modéles prédictifs
rapides mais robustes pour les propriétés physico-chimiques, la pharmacocinétique, la
ressemblance avec les médicaments et la convivialité de la chimie médicinale. Une saisie et une
interprétation simples et efficaces sont assurées grace a une interface conviviale via le site Web
http://www.swissadme.ch. Spécialistes, mais aussi un non expert en chimie informatique ou en
chimie computationnelle peut prédire rapidement des parameétres clés pour une collection de

molécules pour soutenir leurs efforts de découverte de médicaments [11].

-
SwwissADME
i

e P

[ T e ] ferTi

Figure II1 5 : La page d'accueil du serveur SwissADME
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I11. 3. Méthodologie des calculs :

» Té¢lécharger ’enzyme a partir de la base de
données Bookhaven Protein Data Bank(PDB)

Préparation de la

. .Choix d’une bonne résolution.
structure : la cible

* Elimination les molécules d’eau, et les

cofacteurs-

« Détecter la cavité (Site actif)-

* Dessiner les ligands en utilisant le logiciel

Préparation et Chem Draw.

Minimisation . o
* Les ligands sont optimisés avec Champ de

force-MMFF94X.

des ligands

Recherche de la
meilleure pose
(Conformation)

Bilan d'énergie

Figure I11.6 : Méthodologie de Travaille.

III. 3. 1. Préparation de ’enzyme :
Le téléchargement de 1’enzyme a été fait a partir de la base de données Bookhaven Protein

Data Bank (www.rcsb.org/pdb) avec le code d’acces (3RX3) [12].

La structure tridimensionnelle (structure 3D) de L’enzyme essentiellement déterminées par
diffraction en rayon X avec une résolution 1.90A , [(1Z)-5-fluoro-2-methyl-1-{4-
[methylsulfinyl] benzylidene}-1H-inden-3-yl] aceticacid C,yH;;F O3;S. Aprés le
téléchargement On a €éliminé les molécules d'eau et les cofacteurs pour obtenir un modele simple

de I'enzyme en utilisant la fonction SEQ. Puis nous avons optimisé le récepteur a I’aide de MOE.
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Figure II1.7 : Structure 3D de I’enzyme Aldose réductase non simplifi¢ Code PDB (3RX3)

I1I. 3. 2. Préparation des ligands :
Les molécules utilisées dans ce travail sont des dérivés de flavone (phényl-benzopyrane) [13] Les
ligands dessinés en utilisant le logiciel« Chem Drew Ultra (12.0) » toutes les structures ont été

optimisées a 1’aide le programme Moe [14].

Figure LLL.8 : Structure de flavonoide
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Figure.Ill 9 : Structure chimique de ligand de référence

Tableau ITL.10 : Structures chimiques des ligands étudiés

1 OCH3 OH OCH3 OH OH OH
2 OH OCH3 OH CH2Ph OH OH
3 OH OCH3 OCH3 OCH3 OH OH
4 OCH3 OH OH OH OH
5 OCH3 OH OCH3 OH OH
6 OH OH OH OCH3 OH OH
7 OCH3 OCH3 OCH3 OCH3 OH OH
8 OH OH OH OH OH
9 OH OCH3 OCH3 OH OH
10 OH OCH3 OH OH OH
11 OCH3 OH OH OCH3 OH OH
12 OH OH OCH3 OH OH
13 OH OH OCH3 OH OH
14 OCH3 OH OCH3 OCH3 OH OH
15 OCH3 OH OH OCH3 OH OH
16 OH OH OCH3 OCH3 OH
17 OH OH OH OCH3 OH
18 OH OH OH OCH3 OCH3 OH
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19 OH OCH3 OCH3 OH

20 OH OCH3 OH OCH3 OCH3 OH

21 OCH3 OH OCH3 OCH3 OCH3 OH

22 OH OCH3 OCH3 OCH3 OH

23 OH OH OH OCH3

24 OCH3 OH OCH3 OCH3

25 OH OCH3 OCH3 OCH3 OH
26 OCH3 OH

27 OH OCH3 OCH3 OH OCH3
28 OH OH

29 OH OH OH

I1I. 3. 3. Détermination du site actif :

Les enzymes sont constitué¢es de plusieurs sites actifs. Le logiciel MOE nous a permis

D’identifier et présenter les résidus qui forment le site actif en utilisant le module « Site

Finder » qui comprend un outil pour la détection de la cavité enzymatique, ainsi que le site le

Plus favorable. On donne les propriétés de premicre cavité détectée par MOE dans le tableau I11

.2 .Nous avons choisi la cavité 1 Le site le plus favorable pour faire notre calcul de docking car :

1. Le ligand qui Co-cristallisé de 3RX3.

2. Un volume important par rapport autres cavités.

3. Les mémes résidus de site actif de la littérature.

Tableau I11.2 : Différentes propriétés de cavité 1 détectée par MOE de 3RX3

1 165 4,13 54 97 1:(GLY18 THR19 TRP20 LYS21 ASP43
VAL47 TYR48 LYS77 TRP79 HIS110
TRP111 PHE122 SERI159 ASN160
GLN183 TYR209 SER210 PRO211
LEU212 GLY213 SER214 PRO215
ASP216 TRP219 ILE260 PRO261
LYS262ARG296  VAL297 CYS298
ALA299 LEU300 LEU301 SER302
CYS303)
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Figure.IIl.10 : Cavité 1 d’enzyme 3RX3

I11. 4. Résultats et discussion :

I11. 4. 1. Le test RMSD (Root Mean Square Deviation) :

Correspond a la moyenne de la déviation de chacun des atomes du ligand (le ligand de
référence) [16] .La prédiction du mode d’interaction consiste a déterminer le positionnement
correct du ligand par rapport a son récepteur. La capacité d’un programme a réussir ce travail est
habituellement jugé au moyen de la déviation quadratique moyenne ou RMSD entre la position
du ligand du complexe cristallographique et celles des ligands amarrés par le programme de
docking. Un seuil maximal de 2A est souvent utilisé pour discriminer une bonne d’une mauvaise

position [17].les valeurs sont présentées dans le tableau III.3.

Tableau III. 3 : Résultats de SCORE et RMSD des ligands étudiés avec la cavité 1

L1 -7.1024 2.2144 L 15 —7-5225  1-8866

L2 -6.7835 2.8533 L 16 =7-1787  1-1292

L3 —6-9600 1-0467 L17 —6:4262  1-4434
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L4 —6.5055 1-5759 L 18 —6:2593  1-3507
LS —6-8691 1-4971 L 19 —6:6086  1-7952
L6 —6:4112 34534 L 20 —7-4480  2-1750
L7 —6-0189 1-5868 L 21 —6-8737  2:5807
L8 —6-4982 2:6609 L 22 —7-4928  2:3698
L9 —6-3121 1-1749 L 23 —6:2002  1-6287
L 10 —7-5234 1-4531 L 24 —6:4526 16791
L 11 —6:4942 2:0775 L 25 —7-6306  2-8029
L12 —6:4354 1-2951 L 26 —6:2809  1-4179
L13 —6:3066 1-4304 L 27 —7-1351  1-3091
L 14 —6-8932 0-7918 L 28 —6:3572  1-2501
L ref —5-7199 0-6174 L 29 —6:2947  1-2952

Nous note comme indiqué dans la figure ci-dessus que 70% des valeurs sont inferieures ou égale

2 A tandis que 30% sont supérieures a la valeur précédente.
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RMSD<2 | RMSD>2

structures Parfaites | structures
Acceptables
J
. ~N 4 N\
L3,L5,L9,L10,L13,L14,Lr
ef,16,L17,1.18,1.26,1.27,L L2,L6,L8.L21.
28,1.29,L.4,L.7,L.15,L.19,L.2 L25,1L.2,1.20,L11,L1
3,124
- Y, . J

Figure II1.11 : Valeurs de RMSD données par le logiciel MOE

Ventes

= RMSD<2
5 RMSD>2

Figure II1.12 : Résultats en pourcentage des valeurs de RMSD
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I1I. 4. 2. Les interactions Aldose réductase — Ligand :

Nous avons employé¢ la méthode de Docking a I’aide de logiciel MOE 2014. On va
présenter pour chaque ligand les meilleures résultats de scores (kcal/mol) et du RMSD (Root
Mean Square Deviation)- les valeurs sont présentées dans le tableau I11.4 .

On a choisir les meilleurs ligands qui présente 1’énergie de score les plus bas a 1’énergie de score
de ligand de référence :

L25>L10>L15>L22>L20>L16>L27>L1>L ref

Tableau I11.4 : Résultats de Docking moléculaire et I’analyse des interactions pour les meilleurs

complexes

AR-ligand de LYS77 CYS298 CYS298 —5-7199
référence TYR48 TRP20
TYR209
LYS262
TRP20
TYRA48
TYR209
AR-ligand 01  TPP20 TYR209 -7.1024
ASN160 PRO211
ASP43 CYS298
ILE260 LEU212
ASP216 TYR209
TRP111
PRO211
LYS262
LYA21
PRO261
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AR- ligand 10

AR- ligand 15

AR- ligand 16

PRO261
SER210
LYS27
TYR48
HIS10
ASP43
GLNI183
SER159,
SER210

TRP20
CYS298
TRP219
LEU 300
CYS298
PHE 122
LEU300
TRP219
TRP111
CYS298

ASN160
HIS110
ALA299
LEU300

TYR29
HIS10
TRP2
CYS298
TYR209
TYR29
LYS262
TRP20
TYR48

HIS110
LEU300
ALA209

SER302
GLNI183

TRP20
LEU30
CYD298
TRPI111
TRP219

CYS298 ~7-5234
75225
CYS298 ~7-1787
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AR- ligand 20 SER210 LYS262 CYS298 —7-4480
GLN183 TRP20
TYRA48 TYR209
HIS110 TYR209
SER210 HIS110
TYR209
HIS110
CYS298
TRP20
AR- ligand 22 LEU300 —7-4928
GLN183 TRP20
HIS110 CYS298
TYR209
TYR48
TRP111
TRP219
AR- ligand 25 ASP43 TYR209 —7-6306
SER210 ILE260
ASN160 g;(;{zélgé%g
HIS110 HIS110
s
TRP219
ASN160

TRPI111
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AR-ligand 27  SER302 TRP20 —7-1351
CYS298
TRP20
VAL47 TRP111
HIS10
TYR 209
TRP219 LEU301

* Complexe AR- ligand de référence :

L’¢tude de I’interaction (AR- ligand de référence) est importante pour faire la
comparaissant avec les autres ligands.

Les résultats de docking moléculaire (Figure II1.13, Tableau III. 4) montrent que le ligand
de référence est caractérisé par une énergie de score —5.7199 kcal/mol. L'analyse visuelle montre
que le ligand de référence formé deux liaisons hydrogéne entre la fonction cétone et les
résidus LYS77, TYR48 de site actif AR ,et sept interaction hydrophobique interviennent
¢galement pour stabiliser le complexe : Quatre interaction se formé entre le cycle benzénique A
et les résidus CYS298,TRP20,TYR209 , et une interaction entre le cycle benzénique B et le
résidu LYS262 de site actif AR , et 3 interaction entre le pyranne et le résidus
TRP20,TYR48,TYR209-. Le derni¢re deux interaction de type Pi-sulfure se forment entre le
pyranne, le cycle benzénique A et le résidu CYS298 de site actif AR -
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LEU
AZ212
TRP
S5ER A0 g
A159 2 LE
HIS
Al10
C¥5 SER
ASM A298 A214
Aled e
. AZ10 o
e ¥R L¥s A2
A111 Az209 A:262
ASP
AtZ2lie
Interactions
D van der Waals Pi-Pi Stacked
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Pi T-shaped
[:I Carbon Hydrogen Bond l:l Pi-Alkyl
I l Pi-Sulfur

Figure II1.13 : Les interactions 2D de ligand de référence avec les résidus de site actif AR

* Complexe AR- ligand 01 :

Le complexe AR-ligand 01 est caractérisé par une €nergie de score -7.1024 kcal/mol.
L’analyse visuelle montre que le ligand 01 forme sept liaisons hydrogeéne avec le site actif AR
(voir Figure III.14, Tableau III. 4) : Quatre liaisons d'hydrogéné qui se forment entre les groupes
hydroxyle de cycle benzénique A et les résidus PRO211 ,PRO261, LYS21 , ILE260 de site actif
AR, et une liaison hydrogéné entre le groupe méthoxy de cycle benzénique A et le résidu
LYS262 de site actif AR, et deux liaisons d'hydrogéné entre le groupe hydroxyde de cycle
benzénique B et le résidu TRP111, ASN160 de site actif AR. Il faut également souligner
I’intervention des résidus TYR209,CYS298, LEU212, PRO211 dans la stabilit¢ du complexe

AR-Ligand 01 en s’impliquant dans la formation de nombreuses interactions de type hydrophobe.
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Tnteractinns

D van der Waals - Fi-H1 Stacked
- Cnnventinnal Hydrogen Rond I:I Alley

I:I Carhon Hydrogen Bond :I Pi-Alkyl

I I Pi-Dionor Hydrogen Bond

Figure II1.14 : Les interactions 2D de ligand 01 avec les résidus de site actif AR

* Complexe AR- ligand 10 :

La reconstruction du complexe AR-Ligand 10 par docking moléculaire avec MOE donne
un score de —7-5234 kcal/mol. L’analyse visuelle (Figure III.15, Tableau III. 4) révele la
présence de cing liaisons hydrogene : le premier est formé entre I'atome oxygéné de cycle Pyréne
et le résidu SER 210 de site actif AR, et quatre liaisons hydrogene entre les groupes méthoxy et
les résidus TYR48,LYS77, TYR48, HIS110. Les interactions hydrophobiques avec les résidus
TYR209, TRP20, LYS262, et liaison de type Pi-sulfure formé entre le cycle benzénique A et le
résidu CYS298.
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Figure II1.15 : Les interactions 2D de ligand 10 avec les résidus de site actif AR

* Complexe AR- ligand 15 :

Le complexe AR-ligand 15 est caractérisé par une énergie de score —7-5225 kcal/mol.
L’analyse visuelle montre que le ligand 15 forme trois liaisons hydrogéne avec le site actif AR
(voir Figure II1.16 Tableau III. 4) : Deux liaisons d'hydrogéné qui se forment entre les groupes
méthoxy de cycle benzénique A et les résidus ALA299 ,LEU300 de site actif AR, et une liaison
hydrogéné entre le groupe méthoxy de cycle benzénique B et le résidu GLN183 de site actif AR,
Complexe AR-Ligand 15 se forment de nombreuses interactions de type hydrophobe avec les

résidus HIS11,0 LEU300 ,ALA209 , SER302 , GLN18 de site actif AR .
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Figure I11.16 : Les interactions 2D de ligand 15 avec les résidus de site actif AR

* Complexe AR- ligand 16 :

Les résultats de docking moléculaire (Figure III.17, Tableau III. 4) montrent que le
ligand 16 est caractérisé par une énergie de score —7-1787  kcal/mol. L'analyse visuelle
montre que le ligand de référence formé 13 liaisons : trois liaison de type hydrogeéne, deux entre
groupe méthoxy de cycle benzéne A et les résides ALA299, LEU300, une liaison entre cycle
benzene B et le résidu ASN160 de site actif AR. Et huit interaction hydrophobique ,trois liaison
entre pyranne et les résidus TRP219 ,CYS298,TRP111,et trois entre cycle benzénique A et les
résidus LEU300,TRP219,CYS298,une liaison entre cycle benzénique B et le résidu TRP20,et
autre entre C de groupe methoxy de cycle benzénique A et le résidu TRP219 de site actif AR
Une liaison de type Pi- sulfur entre le cycle benzénique B et le résidu CYS298 de site actif AR .
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Figure III 17 : Les interactions 2D de ligand 16 avec les résidus de site actif AR

* Complexe AR- ligand 20

La reconstruction du complexe AR-Ligand 22 par docking moléculaire avec MOE donne
un score de —7-448 kcal/mol. L’analyse visuelle (Figure II1.18, Tableau III. 4) révele la présence
de quatre liaisons hydrogene : le premier est formé entre I'atome oxygéné de cycle Pyréne et le
résidu SER 210 de site actif AR, et deux liaisons hydrogen entre les groupes hydroxyde de cycle
A et les résidus TYR48,GLN183 .et une interaction entre groupe méthoxy de cycle A et le résidu
HIS110. Les interactions hydrophobiques avec les résidus LYS262, TRP20, TYR209,
HIS110,TYR209,HIS110,CYS298,TRP20 de site actif AR., et une liaison de type Pi-sulfur entre
le cycle benzénique A et le résiduCYS298.
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Figure II1.18 : Les interactions 2D de ligand 20 avec les résidus de site actif AR

* Complexe AR- ligand 22 :

Le complexe AR-ligand 22 est caractérisé par une énergie de score —7:4928 kcal/mol.
L’analyse visuelle montre que le ligand 22 forme deux liaisons hydrogéne avec le site actif AR
(voir Figure II1.19, Tableau III. 4) : Deux liaisons d'hydrogéné qui se forment entre groupe
hydroxyde de cycle B avec le résidu GLN183.et entre le groupe méthoxy de cycle A avec le
résidu LEU300. Douze interaction hydrophobe avec les résidus CYS298,TRP219,LEU300,
PHE122,LEU300,TRP219 TRP111,CYS298 TRP20,CYS298 , TYR209,TYRA4S de site actif AR.
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Figure I1I 19 : Les interactions 2D de ligand 22 avec les résidus de site actif AR

* Complexe AR- ligand 25 :

Les résultats de docking moléculaire (Figure II1.20, Tableau III. 4) montrent que le
ligand 25 est caractérisé par une énergie de score —7-6306  kcal/mol. L'analyse visuelle
montre que le ligand de référence formé 20 liaisons : trois liaison de type hydrogene, Une
interaction entre le groupe methoxy de cycle benzénique A et le résidu LEU 300, et une liaison
entre le groupe hydroxyde de cycle B et le résidu SER210, autre liaison entre le groupe méthoxy
de groupe benzénique B et le résidu HIS110 . Quatorze liaison de type hydrophobe , trois
liaisons entre le cycle benzénique B et les résidus ,,CYS298,ILE260,HIS110,ASN160,TRP111
, LEU300,TRP219, TYR209,TYR4S de site actif AR,
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Figure II1.20 : Les interactions 2D de ligand 25 avec les résidus de site actif AR

* Complexe AR- ligand 27 :

La reconstruction du complexe AR-Ligand 27 par docking moléculaire avec MOE donne
un score de —7-1351 kecal/mol. L’analyse visuelle (Figure II1.21, Tableau III. 4) révele la
présence de une liaison hydrogene se formé entre groupe méthoxy de cycle benzénique A et le
résidu SER 302 de site actif AR. Les interactions hydrophobiques ave les résidus

TRP20,CYS298, TRP20, VAL47 ,TRP111, HIS10, TYR 209, TRP 219, LEU301 de site actif
AR.
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Figure I11.21 : Les interactions 2D de ligand 27 avec les résidus de site actif AR

I11.4.3. Les propriétés Physico-chimique et Drug Likness

Les propriétés physico-chimiques telles que la solubilité et la lipophile jouent un réle majeur dans
la progression d'un médicament vers un candidat médicament réussi, ces calculs ont été effectués
en utilisant le site Swiss ADME. Les parameétres considérés pour mesurer le score sont la
lipophile (Log p < 5), le poids moléculaire (MW)

(150 < MW < 500 g/mol), polarité (20 < TPSA < 140), solubilité (0 < log S <-6) et flexibilité (0
< NROT< 10) Les propriétés physico-chimiques des composes sont indiqués dans le tableau III
5.

Tableau IIL5 : Propriétés physicochimiques des ligands L1, L10, L15, L16, L20, L22 125, L27

et LRéf
|

Lget 22224 2 0 1 3,46 67,92 -1,09 30,21

L, 346,29 8 4 3 2,30 89,00  -3,81 129,59
Lio 316,26 7 4 2 2,29 82,50 -3,76 120,36
Lis 346,29 8 4 3 2,30 89,00  -3,81 129,59
Lie 330,29 7 3 3 2,59 86,97 -3,83 109,36
Lo 360,31 8 3 4 2,60 9347 -3,86 118,59
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Ly 344,32 7 2 4 2,90 91,44 -4,33 98,36
Los 352,38 7 2 4 1,27 88,98  -2,28 94,45
Ly, 34432 7 2 4 2,90 91,44 433 98,36

MW :molecular weigth

HBA : Num. H-bond acceptors

HBD: Num. H-bond donors

NROT: Num. rotatable bonds;

LogP: Log Po/w (XLOGP3)

TPSA: Topological polar surface Area
MR :Molar Refractivity
CSp3:Fraction Csp3

Log S : topological method implemented from Delaney

Les résultats dans le tableau IIT montrent que :

*Tous les ligands étudiés contiennent des valeurs de LogP <5 et 0 < Log S <-6, danc ils ont une
absorption raisonnable et modérée et ils ont une bonne solubilit¢ dans 1’eau, une élimination
efficace par les reins et une bonne perméabilité a travers la membrane cellulaire
* Tous les ligands ont des valeurs de TPSA inférieures a 140 A ce qui montre la bonne
prédiction de la biodisponibilité orale et le transport a travers les membranes biologiques.
* Nous pouvons également voir dans le (tableau I11.9) que tous ces ligands ont des
Nombre accepteurs d'hydrogéne inférieurs a 10, et nombre donneurs d’hydrogéne inférieurs a 5,
ce qui conduit a une meilleure perméabilité.
*Le poids moléculaire des les ligands ayant des valeurs inférieures a 500 g/mol, donc ils
traversent facilement les membranes cellulaires.
La drug likeness est une méthode traditionnelle pour évaluer la drug, elle est étude la
Plus connue consiste a vérifier la conformit¢ de dans ce domaine la régle de Lipinski[18]
Veber[19], Muegge, Egan [20]et Ghose.

e . Laregle de Lipinski :
La regle de Lipinski de cinq (ROS5) est utilisée pour évaluer la vraisemblance médicamenteuse

d'un composé chimique. L'activité orale d'un composé médicamenteux est prédite en calculant
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certains parametres suivants : Log P <5, masse moléculaire <500 Da, accepteurs de liaisons
H<S5et donneurs de liaisons H<5
o Les régles Veber :

Les régles Veber suggérent que le nombre de liaisons rotatives doit étre inférieur a 10 et la
surface polaire (TPSA) du composé doit étre inférieure a 140 A2. La réduction de la flexibilité
moléculaire et la faible surface polaire sont des prédicateurs importants de la bonne
biodisponibilité orale|[21] .

*Le tableau III  montre que les 7 meilleurs les ligands étudiés répondent parfaitement a la régle
de Lipinski et ainsi que les régle de Veber, Muegge, Ghose, Egan, et le score biodisponibilité les

composes ont la méme valeur (0.55).Donc ces composés sont capables d’€tre utilisés comme

inhibiteurs de I’AR sans poser des problémes d’absorption par voie oral.
Tableau III .6: Drug likeness et biodisponibilité des des ligands L1, L10, L15, L.16, L.20, L22
L25, L.27 et LRéf

Réf Oui Oui Oui Oui Oui 0,55
L1 Oui Oui Oui Oui Oui 0,55
L10 Oui Oui Oui Oui Oui 0,55
L15 Oui Oui Oui Oui Oui 0,55
L16 Oui Oui Oui Oui Oui 0,55
L20 Oui Oui Oui Oui Oui 0,55
L22 Oui Oui Oui Oui Oui 0,55
L25 Oui Oui Oui Oui Oui 0,55
L27 Oui Oui Oui Oui Oui 0,55
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Conclusic Generale



Conclusion Génerale

Conclusion :

Notre objectif essentiel était de nous initier au docking moléculaire afin de proposer de
nouveaux inhibiteurs de L'aldose réductase ; cible thérapeutique trés utilisée en médecine pour le
traitement de diabete.

Afin d'atteindre cet objectif nous sommes passés par deux étapes :

Dans une premier étape, nous avons utilisés la technique de docking moléculaire sur une série qui
contient 29 molécules de flavonoide afin d’étudier leurs mode d’interaction vis a- vis de notre
cible AR et ces molécules .L.’outil informatique utilisé pour le docking est MOE .Ce programme
a été développé pour aider a la mise au point de molécules a activité thérapeutique.

L'¢tude par docking a révélé que les ligands L25,0.10,L15,L.22,1.20,L16,L27,L.1 sont des
meilleurs complexes, et cela justifie par la présence de différents types d'interactions, en plus que
ces ligands ont des niveaux d'énergie de score les plus bas a 1’énergie de score de ligand de
référence . Les résultats de docking indiquent que les meilleurs des complexes ont montré des
interactions de liaison hydrogene avec Les acides aminés suivants, HIS110, TYR48, LEU300,
GLN183.

L’analyse des propriétés Drug likeness montre que ces ligands utilisés dans cette étude répondent

a la reégle de Lipenski. Veber Muegge, Egan et Ghose.



Résume :

Le diabéte est une maladie trés répandue dans le monde entier. Dans notre travail, nous
avons fait appel aux approches par docking moléculaire avec MOE afin de proposer de nouveaux
inhibiteurs de 'aldose réductase ; cible thérapeutique validée pour le traitement de diabéte.

L'analyse de docking moléculaire de dérivés de flavonoides permet a sélectionner des
ligands intéressants qui ont théoriquement des valeurs d'énergie plus faibles LO1, L10, L15, L16,
L20, L22, L25, L27. Ces ligands ont été soumises a la prédiction des propriétés drug likennes ,

peut étre d'une importance soutien a l'identification de nouvelles molécules a visée thérapeutique.

Abstract:

Diabetes is a very common disease all over the world. In our work, we have used
molecular docking methods with MOE to propose new inhibitors aldose reductase; The
therapeutic goal of treating diabetes has been validated.

Molecular docking analysis of flavonoid derivatives allows selection of interesting bonds
that theoretically have lower energy values LO1, L10, L15, L16, L20, L22, L25, L27. These
linkages have been subject to predicted drug-like properties, which may be of interest in

supporting the identification of new molecules for therapeutic purposes.
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