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Résumeé

La grippe, ou influenza, est une infection virale respiratoire causée par des virus de la famille
des Orthomyxoviridae. Les symptdmes typiques incluent de la fievre, des frissons, des maux de

téte, des courbatures, une toux seche, une fatigue intense et des douleurs musculaires

La protéine neuraminidase, une composante clé du virus, joue un réle crucial dans sa réplication
et sa propagation dans I'organisme humain. En conséquence, cette protéine représente une cible

majeure pour le développement de médicaments antiviraux visant a lutter contre l'infection.

Pour la découverte de nouveaux traitements potentiels contre le virus la grippe, la méthode de
Docking Moléculaire, utilisant le logiciel Schrédinger, a été employée dans cette étude. Cette
approche a permis d'appliquer le criblage de 2175 composés naturels en se focalisant sur le site

actif de la protéine neuraminidase (4ks2).

Parmi ces composes, seuls 7 composes ont demontré une affinité supérieure a celle du compose
de référence (1SJ ), avec un score inférieur a-9.047 kcal/mol. Pour évaluer les propriétés DRUG-
LIKENESS et pharmacocinétiqgues (ADME-Tox) des candidats, des serveurs Web tels que
SwissADME et pkCSM ont été utilisés. Ces analyses ont suggéré que trois composés (L5,
L6,L7) pourraient représenter des candidats prometteurs en tant qu'inhibiteurs potentiels de la

protéine neuraminidase ((4ks2) pour le futur.

Mots clés: Protéine neuraminidase, Docking moléculaire, Virus la grippe , DRUG-
LIKENESS, ADME-Tox.



Summary

Influenza, or the flu, is a viral respiratory infection caused by viruses from the
Orthomyxoviridae family. Typical symptoms include fever, chills, headache, body aches, dry
cough, intense fatigue, and muscle pain. The neuraminidase protein, a key component of the
virus, plays a crucial role in its replication and spread within the human body. Consequently, this

protein represents a major target for the development of antiviral drugs to combat the infection.

For the discovery of potential new treatments against the flu virus, the Molecular Docking
method, utilizing Schrodinger software, was employed in this study. This approach enabled the
virtual screening of 2175 natural compounds, focusing on the active site of the neuraminidase
protein (4ks2). Among these compounds, only 7 demonstrated a higher affinity than the
reference compound (1SJ), with a score lower than -9.047 kcal/mol. To assess the DRUG-
LIKENESS and pharmacokinetic properties (ADME-Tox) of the candidates, web servers such as
SwissADME and pkCSM were used. These analyses suggested that compounds (L5, L6, L7)
could represent promising candidates as potential neuraminidase protein inhibitors (4ks2) for the

future.

Keywords: Neuraminidase protein, Molecular docking, Influenza virus, DRUG-
LIKENESS, ADME-Tox.
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Introduction Genérale
La grippe demeure une menace persistante pour la santé publique mondiale, avec la capacité de
causer des épidémies saisonnieres récurrentes et des pandémies occasionnelles. L'un des
principaux agents pathogenes responsables de la grippe est le virus de la grippe, qui présente une
variabilité génétique considérable, rendant souvent inefficaces les vaccins et les médicaments
antiviraux existants. Dans ce contexte, la recherche de nouveaux agents antiviraux, en particulier

ceux ciblant des protéines virales essentielles, revét une importance cruciale. [1].

La neuraminidase (NA) est une enzyme virale clé présente a la surface du virus de la grippe,
jouant un réle essentiel dans le processus de réplication virale en libérant les virions
nouvellement formés des cellules hotes infectées. En tant que cible thérapeutique, I'inhibition de
la neuraminidase offre une approche prometteuse pour le développement de nouveaux

médicaments antiviraux. [2]

La quéte de nouveaux médicaments antiviraux s'accompagne d'un intérét croissant pour les
composes naturels en raison de leur diversité chimique et de leur historique d'utilisation dans la
médecine traditionnelle. Les composés naturels dérivés de plantes, de micro-organismes et
d'autres sources biologiques offrent souvent une palette riche en molécules bioactives possédant
une variété de mécanismes d'action pharmacologique. De plus, les organismes vivants ont évolué
pour synthétiser des composés bioactifs capables de répondre a divers stimuli environnementaux,

ce qui en fait une source précieuse de molécules médicamenteuses potentielles. [3]

En particulier, les composés naturels peuvent présenter plusieurs avantages par rapport aux
molécules synthétiques, notamment une meilleure biodisponibilité, une réactivité biologique
accrue et une toxicité réduite. Leur origine biologique peut également faciliter leur intégration
dans les processus de régulation métabolique et d'interaction avec les systemes biologiques, ce

qui peut se traduire par une meilleure tolérance et une réduction des effets indésirables. [4]

Dans cette étude, nous nous sommes concentrée sur l'identification d'inhibiteurs naturels de la
neuraminidase du virus de la grippe, en utilisant une approche intégrée combinant le docking
moléculaire, I'évaluation ADMET (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion et
Toxicité) et l'analyse de druglikeness. Le Docking moléculaire est une technique informatique

puissante qui permet de prédire l'interaction entre une petite molécule (ligand) et une protéine



cible (récepteur), fournissant ainsi des informations précieuses sur le potentiel d'inhibition des
composes candidats [5]. L'évaluation ADMET est essentielle pour évaluer la viabilité
pharmacocinétique et toxicologique des candidats médicamenteux potentiels, tandis que I'analyse
de druglikeness vise a évaluer la similitude des composés avec les caractéristiques des

médicaments existants [6].

En combinant ces approches, nous visons a identifier des composés naturels présentant a la fois
une forte affinité de liaison avec la neuraminidase, une bonne pharmacocinétique et une faible
toxicité, tout en maintenant des propriétés pharmacologiques similaires a celles des médicaments
existants. Cette approche rationnelle pourrait conduire a la découverte de nouveaux agents
antiviraux prometteurs pour le traitement de la grippe, offrant ainsi de nouvelles perspectives

dans la lutte contre cette maladie infectieuse débilitante.
La présentation générale de notre travail est structurée comme suit :

. Introduction générale : nous donnons un apercu du virus de la grippe et

définissons l'objectif de notre étude.

. Chapitre | : nous présentons des informations genérales sur le virus de la grippe, y

compris sa structure, son mode de réplication virale et les vaccins existants.

. Chapitre 11 : nous décrivons les différentes méthodes de criblage virtuel, en

mettant particulierement l'accent sur le Docking moléculaire.

. Chapitre 111 : nous exposons les méthodes et matériels utilisés dans notre étude, en

détaillant les méthodologies et les logiciels employés.

. Chapitre 1V : nous présentons nos résultats principaux et discutons de leur

pertinence et de leur interprétation.

. Conclusion genérale : nous synthétisons le travail effectué et exposons nos

perspectives pour de futures recherches dans ce domaine.
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CHAPITRE I : Généralités sur la grippe

1. Introduction
La grippe, également connue sous le nom d'influenza, est une maladie virale respiratoire

contagieuse qui affecte chaque année des millions de personnes a travers le monde. Son agent
pathogéne principal est le virus de la grippe, une entité microscopique dotée d'une capacité
redoutable a se propager rapidement et a provoquer des épidémies saisonniéres [1]. Ce virus
présente une grande diversité génétique, ce qui rend son contrble et son traitement
particulierement complexes [2]. Dans ce chapitre, nous explorerons les caractéristiques
essentielles du virus de la grippe, ses différentes souches, son mode de transmission et les

défis posés par sa prévention et son traitement [3].

2. Historique de virus de la grippe

Le terme "influenza" (de l'italien "influence™) a été utilisé pour la premiere fois au XlIVe
siecle a Florence. Cette expression reflete I'idée d'une influence des astres et du froid,
soulignant ainsi le caractére saisonnier de l'affection. Par ailleurs, I'¢tymologie du mot
francais "grippe" pourrait provenir de l'allemand "grippen”, signifiant saisir brusquement.
L'histoire des pandémies grippales a été de mieux en mieux documentée au fil des années. La
premiére pandémie a été enregistrée en 1850, et depuis lors, 31 pandémies ont été
répertoriées. [4]. A partir de la fin du XVIlle siécle, cing pandémies grippales sont identifiées
et documentées comme telles. Par exemple, les pandémies de 1729-1733 et de 1781-1782 sont
a mentionner. Le XIXe siecle a connu trois pandémies, en 1830-1833, 1889-1891, puis une
particulierement grave en 1898-1900. L'activité grippale a ensuite diminué jusqua la
tristement célebre "grippe espagnole™ en 1918. Au cours du XXe siécle, les connaissances sur
la grippe se sont améliorées : distinction entre épidémies saisonniéres et pandémies,
identification de l'agent étiologique viral par Richard E. Shope en 1920, puis isolement du
virus influenza de type A humain par Wilson Smith, Christopher Andrews et Patrick Laid
Law en 1933. Les virus influenza de type B ont été isolés en 1940, de type C en 1947 et de
type D plus récemment, en 2011 [5]. Malgré les progrés significatifs dans notre
compréhension des virus de la grippe, ils continuent de poser un fardeau humain considérable,
ainsi qu'un impact économique significatif. Une étude a estimé qu'en moyenne, chaque saison
grippale codte 87 milliards de dollars aux Etats-Unis. Ce chiffre englobe les divers colits

médicaux ainsi que les journées d'absence au travail.
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3. La structure de Verus la grippe
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Figure I .1: La structure du virus influenza détaillant ses protéines de surface et le génome

segmente

La structure du virus de la grippe est assez complexe et se compose de plusieurs éléments

clés. Voici un apercu de sa structure :

Capside protéique)protiene M(: Le virus de la grippe est enveloppé dans une

capsule protéique, appelée capside, qui lui confere sa forme caractéristique. Cette
capsidet protege le matériel génétique du virus [6].

Enveloppe lipidique) capacide protéique (: Autour de la capsidet, le virus de la

grippe est enveloppé dans une membrane lipidique dérivée de la membrane de la
cellule héte lorsqu'il quitte la cellule infectée. Cette enveloppe lipidique contient des
protéines virales, telles que I'némagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA), qui
jouent un rdle crucial dans I'entrée du virus dans les cellules hotes et sa libération a
partir de celles-ci[7].

Hémagglutinine (HA) : L'hémagglutinine est une protéine présente a la surface du

virus de la grippe. Elle est responsable de I'attachement du virus aux récepteurs des
cellules hotes, ce qui lui permet de pénétrer dans ces cellules et de les infecter [8].

Neuraminidase (NA) : La neuraminidase est une autre protéine présente a la surface

du virus de la grippe. Elle joue un rdle crucial dans la libération des virus
nouvellement formeés a partir des cellules infectées en clivant les liaisons entre le virus

et les récepteurs de la cellule héte [9].
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e ARN viral : Le matériel génétique du virus de la grippe est constitué d'’ARN (acide
ribonucléique) a simple brin, ce qui en fait un virus a ARN. Cet ARN viral contient les
instructions nécessaires a la production de nouvelles particules virales a l'intérieur des

cellules hotes infectées [10].

Ensemble, ces composants forment la structure fondamentale du virus de la grippe, lui
permettant d'infecter les cellules hétes, de se répliquer et de se propager dans l'organisme
infecté[11].

4. Caractéristiques et classifications

4.1 Caractéristique
Le virus de la grippe transporte un genome a ARN simple-brin de polarité négative, composé
de 8 segments variant de 900 a 2 300 bases, avec un genome total atteignant 13 500 bases.
Ces segments codent pour 11 proteines [12]. La particule virale contient les 8 ARN
encapsidés dans des protéines virales, entourés par une couche de protéines de matrice et
enveloppés dans une membrane similaire a celle des cellules, formant une particule virale de
80 a 120 nanométres de diameétre [13]. L'enveloppe des virus comprend deux types de
protéines : I'némagglutinine (H), qui facilite I'attachement du virion a la cellule hote, et la
neuraminidase, qui facilite le détachement des bourgeons lors de la formation des particules
virales. La neuraminidase joue également un réle dans la lyse du mucus, qui possede des

propriétés antivirales [14].

4.2 Classifications
Il existe quatre types de virus grippaux : A, B, C et D. Les virus grippaux A et B circulent et

provoquent des épidémies saisonnieres.

e Les virus de la grippe A sont classés en sous-types en fonction des combinaisons de

leurs protéines de surface. Actuellement, les sous-types A(HIN1) et A(H3N2)
circulent chez I'nomme. Le virus A(H1N1), également désigne sous la forme
A(HIN1) pdm09, a causé la pandémie de 2009 et a remplacé le précédent virus
A(H1IN1) qui circulait avant 2009. D'apres les données disponibles, seuls les virus
grippaux de type A ont provoqué des pandémies [15].

e Les virus grippaux B ne sont pas classés en sous-types, mais peuvent étre divisés en

lignées. lls appartiennent soit a la lignée B/Yamagata, soit a la lignée B/Victoria [16].
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Le virus de la grippe C est détecté moins fréquemment et les infections qu'il cause

sont généralement bénignes. Il ne présente donc pas d'importance particuliére pour la
santé publique [17].

Les virus de la grippe D affectent principalement les bovins et, selon les informations

disponibles, ils ne provoguent ni infection ni maladie chez I'homme [18].

5. Cycle biologique du virus
Le cycle biologique du virus de la grippe peut étre résumé en cing étapes principales :

Entrée du virus dans la cellule héte : Le virus de la grippe se fixe aux
récepteurs de la surface des cellules épithéliales du tractus respiratoire, puis pénetre
dans la cellule hote par endocytose [19].

Libération des ribonucléoprotéines virales (RNPv) dans le

cytoplasme: A lintérieur de la cellule héte, le virus libére ses RNPv dans le
cytoplasme suite a la fusion de la membrane virale avec la membrane endosomale
[20].

Transport des RNPv dans le noyau cellulaire : Les RNPv sont transportées
dans le noyau cellulaire a travers le pore nucléaire, ou elles sont impliquées dans la
transcription et la réplication du génome viral [21].

Transcription et réplication du génome viral : Dans le noyau cellulaire, les
RNPv sont responsables de la transcription et de la réplication du génome viral,
produisant de nouveaux ARN messagers viraux et ARN complémentaires [22].
Assemblage, bourgeonnement et libération des particules virales : Les
nouveaux virions sont assemblés a la membrane cytoplasmique de la cellule hote a
I'aide de composants viraux et cellulaires. Une fois assemblées, les particules virales
sont libérées de la cellule hote et peuvent infecter de nouvelles cellules [23]. Ce cycle

biologique du virus de la grippe est crucial pour sa propagation et son pouvoir
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infectieux dans le tractus respiratoire humain.
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Figure 1.2 Schéma du cycle d'infection des virus influenza de type A

6. Protéine neuraminidase

6.1 Définition
La neuraminidase est la deuxieme glycoprotéine majeure présente a la surface du virion. C'est
un homotétrameére (environ 240 kDa) sous forme d'un champignon. Chaque monomere est
composé de 4 régions : une queue cytoplasmique conservée [24]. un domaine
transmembranaire [25]. une région linéaire nommée « pied » , et une région globulaire,
nommeée « téte ». La téte globulaire (~200 kDa) s’attache au pied qui s'insére sur la membrane

virale par sa région transmembranaire proche de I'extrémité N-terminale, [26].

6.2 Structure
Le traitement protéolytique de la molécule neuraminidase (du sous-type N2) permet la

libération de sa téte globulaire, dont la structure tridimensionnelle a été déterminée par
cristallographie aux rayons X en 1983 [27]. Cette structure est divisée en 6 parties composées
principalement de feuillets Ui antiparalléles. Elle porte 4 sites enzymatiques (un sur chaque
monomeére), et 7 zones antigéniques. La poche de fixation de I'acide sialique est constituée des

résidus conservés communs entre les souches du virus de type A et B (figure 1.9c) [28].
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7 Be ﬁ

Figure 1.3 Structure de la neuraminidase

a) Représentation schématique de la structure secondaire de la NA.

b) La structure monomérique de la NA.

¢) Représentation schématique du monomeére de la NA (sous-type N2) et ses résidus conservés autour du site
actif : Y Glu 119, Asp 151, Asp 198, Glu 227, Asp 243, Glu 276, Glu 277, Asp 330, Glu 425 ; zArg 118, Arg
152, Arg 224, His 274, Arg 292, Lys 350 ; C Tyr 121 (remplacé par Phe pour les virus de sous-type N1 et de
type B), Leu 134, Trp 178. Source : Colman, Varghese et Laver, 1983, Nature ; Wilson et Cox, 1990, Annu Rev
Biochem [29].

6.3 L'activité enzymatique de la neuraminidase, aussi appelée sialidase, est montrée
par sa capacité a hydrolyser la liaison glucosidique entre 1’acide sialique et le galactose voisin
. Huit réis[30].dus du site actif ont une interaction directement avec le substrat : Arg 292, Glu
276, Glu 277, Glu 119, Asp 151, Son activité enzymatique est cruciale pour la propagation du

virus dans l'organisme infecté.
Voici quelques aspects de son activité enzymatique :

e Clivage des liaisons glycosidiques : La neuraminidase agit en clivant les liaisons
glycosidiques entre l'acide sialique (ou neuraminique) et d'autres molécules, ce qui
permet la libération des virions nouvellement formés des cellules infectées. L'acide
sialique est un sucre présent a la surface des cellules hotes et est nécessaire a la

fixation initiale du virus [31].
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e Prévention de I'agrégation virale : En plus de sa fonction de libération des virions, la
neuraminidase empéche également I'agrégation des particules virales a la surface des

cellules infectées. Cela permet une diffusion efficace des virions dans I'environnement

extracellulaire, favorisant ainsi la propagation de I'infection [32].

e Role dans I'évasion immunitaire : La neuraminidase peut également jouer un réle
dans I'évasion du systéeme immunitaire de I'néte. En modifiant les récepteurs de
surface via le clivage de l'acide sialique, elle peut masquer les virions contre la
reconnaissance par les anticorps et d'autres composants du systeme immunitaire,

permettant ainsi au virus de se propager plus efficacement dans I'organisme[34].
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Figure 1.4 L’interaction entre les résidus du site actif de la NA avec I’acide sialique.

6.4 Inhibition naturellement de I’enzyme neutramidase

Il existe plusieurs composes naturels et stratégies qui ont été étudiés pour leur capacité a

inhiber I'enzyme neuraminidase. Bien que ces inhibitions naturelles puissent étre moins

puissantes que les médicaments antiviraux synthetiques, elles peuvent contribuer a renforcer

le systeme immunitaire et a atténuer les symptomes de la grippe. Voici quatre exemples :

> Thé vert : Le thé vert contient des catéchines, en particulier I'épigallocatéchine

gallate (EGCG), qui ont été étudiées pour leurs propriétés antivirales, y compris leur

capacité a inhiber la neuraminidase. Des études in vitro ont montré que I'EGCG peut
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réduire l'activité de la neuraminidase du virus de la grippe, ce qui peut contribuer a
réduire la propagation virale[35].

Figure I. 5Thé vert

» . Ginseng : Le ginseng est une plante utilisée en médecine traditionnelle chinoise
depuis des siecles pour renforcer le systéme immunitaire. Des études ont montré que
les extraits de ginseng peuvent inhiber l'activité de la neuraminidase du virus de la

grippe, réduisant ainsi sa capacité a se propager dans l'organisme[36].

Figure I .6Ginseng
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Curcuma : La curcumine, un compose trouvé dans le curcuma, a démontré des
propriétés antivirales, y compris une activité inhibitrice de la neuraminidase. Des
études in vitro ont montré que la curcumine peut réduire l'activité de la neuraminidase

du virus de la grippe, ce qui pourrait contribuer a atténuer les symptomes de la

grippe[37].

Figure 1.7 Curcuma

Propolis : La propolis, une substance produite par les abeilles, est connue pour ses
propriétés antimicrobiennes et antivirales. Des études ont montré que certains
composes présents dans la propolis peuvent inhiber l'activité de la neuraminidase du
virus de la grippe, ce qui peut contribuer a réduire la propagation virale et a atténuer

les symptdmes de la grippe [38].
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Figure. 8 Propolis
> Lethym

Il est reconnu pour ses propriétés anti-infectieuses, antiseptiques et détoxifiantes, utilisé sous
forme de poudre ou en décoction pour traiter les refroidissements, les troubles gastriques
(pancréas, digestion lente, manque d'appétit) et les affections pulmonaires (sinusite, bronchite,
toux, grippe). Le Thymus pallescens est freguemment employé dans la médecine populaire
algérienne pour ses effets antitussifs, antiseptiques, expectorants, anti-helminthiques et
antispasmodiques.  Thymus fontanesii  présente des propriétés antimicrobiennes,
antifongiques et antioxydantes, tandis que Thymus lanceolatus Desf agit comme anti-

infectieux et antidiabétique, pouvant étre utilisé dans le traitement des affections pulmonaires.
[39].

Figure 1. 9Thymus




CHAPITRE I : Genéralités sur la grippe

> Le clou de girofle

il possede diverses propriétés bénéfiques, agissant comme antiseptique, carminatif,
stomachique, tonicardiaque, diurétique, antibactérien, analgésique, dermacaustique, stimulant,
réchauffant, révulsif et antalgique. La décoction des feuilles est utilisée pour traiter les

affections urinaires, les problémes d'estomac, I'asthme, la toux, la bronchite et la grippe par

fumigation [40].

Figure 1.10 Le clou de girofle

> .Lacannelle

La cannelle offre une gamme d'activités bénéfiques, telles que ses propriétés anti-infectieuses,
antibactériennes, stimulantes douces, anti-inflammatoires et antioxydantes. Elle est
principalement utilisée pour atténuer les maux hivernaux tels que le rhume, la grippe, ainsi
que pour soulager les problémes digestifs tels que ballonnements, diarrhée, nausées et

vomissements. De plus, la cannelle est reconnue pour son role naturel dans le traitement du

diabete de type 2 [41].

Figure 1.11 La cannelle
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> Verbena officinalis

Elle appartient au genre Verbena officinalis et est couramment appelée verveine ou "Luisa"
dans le langage vernaculaire. Utilisée dans la médecine traditionnelle, cette plante agit comme
un antidépresseur léger, un apaisant, un stimulant digestif, un stomachique et un carminatif.
Elle présente également des bienfaits contre les palpitations, la fiévre, les névralgies, les
migraines, les vertiges, I'épuisement nerveux, l'insomnie, ainsi que dans la lutte contre les

refroidissements et la prévention des grippes [42].

Figure 1.12 Feuilles Verbena officinalis

7. Les médicaments de virus de la grippe

Les médicaments antiviraux utilisés pour traiter la grippe comprennent les inhibiteurs de la
neuraminidase. Ces médicaments agissent en empéchant l'activité de la neuraminidase, une
enzyme virale nécessaire a la libération des virions nouvellement formés des cellules
infectées. En inhibant la neuraminidase, ces médicaments limitent la propagation du virus

dans I'organisme infecte, réduisant ainsi la gravité et la durée des symptémes de la grippe[43].

Les principaux inhibiteurs de la neuraminidase utilisés dans le traitement de la grippe

comprennent :

7.1 Le zanamivir
Le zanamivir (Relenza® ) est administré sous forme unidose de 5 mg en poudre & inhaler par

la bouche a I’aide d’un appareil appelé Diskhaler® . Il est indiqué dans le traitement curatif de
la grippe a partir de 5 ans a la dose de deux inhalations (2 x 5 mg) deux fois par jour pendant

5 jours, soit une dose quotidienne totale inhalée de 20 mg [44]. La licence fut déposée par le
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laboratoire GlaxoSmithKline en 1990. Le zanamivir fut approuvé par la FDA (Food and Drug
Administration) pour la commercialisation aux Etats-Unis en 1999. L’autorisation de mise sur

le marché fut obtenue le 26 juillet 1999 en France.

Depuis janvier 2013, le zanamivir administré par perfusion intraveineuse posséde une
autorisation temporaire d’utilisation (zanamivir 10 mg/ml) réservée a I’usage hospitalier [45].
Il est destiné au traitement de certaines formes graves d’infection par le virus de la grippe
pour des patients hospitalisés ne pouvant pas étre inclus dans les essais cliniques [46]. Ce
traitement est destiné a des patients qui n’ont pas répondu aux antiviraux antigrippaux par
voie inhalée ou orale, ou pour lesquels une voie d’administration autre que la voie injectable
n’est pas possible, ou a des patients infectés avec un virus de la grippe résistant a d’autres
agents antiviraux et pour lesquels un traitement par zanamivir inhalé n’est pas approprié[47].
La posologie usuelle pour les adolescents de plus de 50 kg et pour tous les adultes (age > 18
ans) présentant une fonction rénale normale est de 600 mg deux fois par jour pendant 5 jours.

La prolongation du traitement au-dela de 5 jours peut étre envisagée [48].

HO OH o

Figure 1.13 La structure de Le zanamivir

7.2 L’oseltamivir
L’oseltamivir (Tamiflu® ) est administré sous forme de gélule (30 mg, 45 mg et 75 mg) ou de
suspension buvable (6 mg/ml et 12 mg/ml) [49]. Il est indiqué dans le traitement curatif de la
grippe a partir de 1 an lors des épidémies saisonnieres et chez le nourrisson en cas de
pandémie grippale. La posologie d'oseltamivir recommandée est de 75 mg deux fois par jour

pendant 5 jours par voie orale pour les adolescents (agés de 13 a 17 ans) et les adultes[50].
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Figurel .14 La structure de L’oseltamivir

7.3 Le peramivir
Le peramivir, administré par perfusion intraveineuse, a éeté développé par le laboratoire

pharmaceutique américain BioCryst Pharmaceuticals. Il n’est pas commercialisé en France. Il
a été autorisé aux Etats-Unis de facon exceptionnelle et temporaire par la FDA le 23 octobre
2009, alors qu’il était toujours en cours d’essai de phase III, dans le contexte de la pandémie
grippale A(HIN1)pdmO09 [51, 52]. La possibilité de prescription concernait les patients

hospitalisés pour une infection avérée ou suspectée de grippe A(H1N1)pdmO09, dans le cas ou

les traitements autorisés s'avéraient inactifs ou impossibles. Cette disposition d'urgence a été

HZNYNH
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Figure 1.15 La structure de Le peramivir
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1. Introduction

Le criblage virtuel est devenu une approche cruciale dans la découverte de médicaments, offrant
une alternative économique et efficace aux méthodes traditionnelles de criblage [1]. Ce chapitre
se penchera sur les différentes méthodes utilisées dans le criblage virtuel, lesquelles explorent un
vaste ensemble de composés chimiques afin d'identifier les candidats potentiels pour le
développement de médicaments [2]. Nous examinerons en détail les techniques informatiques
avancées telles que le docking moléculaire, la DFT et ADMET, mettant en lumiére leur role dans

la prédiction de l'interaction ligand-protéine.

2. Cribage virtuel

2.1 Definition
Le criblage virtuel regroupe diverses méthodes informatiques visant a sélectionner, parmi les
molécules d’une ou plusieurs chimiothéques (Rognan, al., 2014) [3] . Ce que lui permet de pris
une importance croissante dans les processus de conception de médicament largement appuyé
par les progres en informatique et en bio-informatique (Leach et al., 2006) [4]. Les méthodes de
criblage sont séparées en deux grandes familles : « ligand-based » et «structure-based » [5]., en
fonction du type de données sur lesquelles elles reposent Lorsqu’une structure 3D de la protéine
ciblée est disponible [6]., les méthodes « structure-based » permettent d’évaluer le potentiel
d’interaction entre les composés criblés et le site d’interaction sélectionné sur la structure

(Butkiewicz et al., 2013) [7].

Figure 11.1 criblage virtuel in silico (Safa et al., 2021).
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221 Cible

Les structures 3D des differentes protéines sont disponible et accessibles gratuitement dans la
banque de donnée PDB. (« Protein Data Bank », en anglais). Il s’agit de la plus grande archive
de données structurales de macromolécules biologiques (protéines, ADN, ARN ...etc.) avec la
mise a disposition de plus de 160000 structures 3D. Elles ont été résolues pour la grande majorité

par cristallographie aux rayons X [8].
2.2.2 Ligand

A P’heure actuelle, il existe deux moyens pour obtenir la structure chimique d’un ligand donné
Le premier moyen est souvent d’aspect commercial, est constituée de bases de données de
structures chimiques appelées chimio theques ou espaces chimique. Le second moyen consiste a
utiliser des ligands issus de la littérature qu’on peut dessiner, optimiser et enregistrer dans
différents formats (pdb, mol, mol2...etc.) grace a des logiciels de construction moléculaire tels
que ChemDraw, Arguslab, Titan ou Sybyl ...etc. Il est a souligner que les programmes Titan et

ChemDraw ont été utilisés dans le présent travail en vue de construire les ligands d’intéréts [9].
2.2.3 Les programmes de screening virtuel

Sont des outils essentiels dans la découverte de médicaments, offrant une approche efficace pour
explorer de vastes bibliothéques de composés chimiques afin d'identifier des candidats potentiels
pour le développement de médicaments. Au fil des années, une multitude de programmes de
screening virtuel ont été développés, chacun avec ses propres algorithmes et protocoles. Parmi
ces programmes figurent des outils renommeés tels que DOCK, AutoDock, FlexX, Surflex, OR,
ICM, Glide, Cdocker, LigandFit, MCDock, et bien d'autres. Ces programmes Ss‘appuient sur une
combinaison de techniques informatiques avancées telles que le docking moléculaire, la
simulation de dynamique moléculaire, et d'autres méthodes de modélisation moléculaire pour

prédire l'interaction entre les ligands potentiels et les cibles biologiques.
2.2 But du criblage virtuel
Le but du criblage virtuel est de filtrer de maniére efficace et économique une grande quantité de

composés chimiques afin d'identifier ceux qui ont le plus fort potentiel pour interagir avec une

cible biologique spécifique, telle qu'une protéine ou un récepteur. Cette méthode permet de
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réduire le nombre de composés a tester expérimentalement, ce qui économise du temps et des
ressources, tout en augmentant les chances de découvrir de nouveaux médicaments ou COMposes

biologiquement actifs. [11].

2.3 Les stratégies de criblage virtuel
Le terme criblage virtuel regroupe un ensemble de techniques computationnelles ayant pour
objectif I’exploration de bases de composés a la recherche de molécules d’intérét. Une analogie
souvent utilisée compare ces techniques a des filtres qui permettraient de constituer des
ensembles de molécules partageant certaines propriétés, de sélectionner les plus susceptibles
d'interagir avec une cible donnée et d'éliminer les composés supposés inactifs ou les molécules
indésirables. Ces différentes méthodes de criblage virtuel peuvent ainsi étre utilisées dans les
premiéres phases de R&D de nouveaux médicaments par les chimistes (Figure 11.2) [12]. En
particulier lors de I’identification de hits. Il a alors pour but de sélectionner au sein de chimio
theques variées des ensembles réduits de molécules dont le potentiel d’activité envers la cible
thérapeutique visée est supérieur a celui des autres molécules .1l peut également étre utilisé lors
de I’optimisation des leads. Dans ce cas, le criblage a pour objectif 1’identification de motifs
structuraux essentiels dans la liaison ligand-récepteur, et la discrimination des meilleurs
composés au sein de chimio theques orientées comprenant des molécules appartenant a une

méme série.

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

Docking Moléculaire

Conception de novo Méthodes
« structure-based
3D-QSAR %
Pharmacophore
Méthodes
QSAR « ligand-based »

Recherche de similarité

Figure 11.2 Classification des méthodes de criblage virtuel « ligand-based » et « structure-based »
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Les méthodes in silico sont regroupées en deux principales catégories : le criblage virtuel "structure-based" et le

criblage virtuel "ligand-based".

24.1 Criblage virtuel basé sur la structure de ligand

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 communs aux ligands connus de la cible. Différents types de
descripteurs moléculaires pourront étre calculés pour quantifier la similitude entre composés.
Suivant le nombre de ligands connus de la cible thérapeutique, plusieurs méthodes peuvent étre
employées : la recherche de similarité, le criblage de pharmacophores, ou les approches QSAR
[14].

24.2 Criblage virtuel basé sur la structure de la cible

Le criblage virtuel « structure-based » est considéré comme un équivalent in silico d’un test
experimental étudiant la liaison ligand-cible biomoléculaire47. Cependant, ce criblage dépend
essentiellement de la disponibilité de la structure 3D de la cible biologique qui est obtenue, soit
par méthodes expérimentales (RX et RMN) dans des bases de données (tel que PDB: Protein
Database), soit par des méthodes de prédiction de la structure 3D par homologie de séquence
[15]. Différentes approches peuvent étre employées pour réaliser ce criblage: la construction de
modeéles pharmacophoriques 3D, 1’établissement de modeles 3D-QSAR), la conception de novo
« de novo design » et les méthodes de docking moléculaire qui sont les plus populaires .Au cours
de ce travail, nous sommes intéressés uniquement aux techniques de criblage virtuel « structure-
based » [16]

3. Le Docking moléeculaire

Le docking moléculaire est une méthode informatique utilisée en chimie et en biologie pour
predire l'interaction entre une petite molécule, généralement un ligand (tel qu'un médicament
potentiel), et une macromolécule biologique, souvent une protéine. Cette méthode simule la
maniére dont le ligand se lie a la protéine cible dans le site actif, en tenant compte des

interactions moléculaires telles que les liaisons hydrogene, les interactions électrostatiques et les
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interactions hydrophobes. Le docking moléculaire permet de prédire la conformation spatiale la
plus favorable du complexe ligand-protéine et fournit des informations sur la force et la nature de
I'interaction entre le ligand et la protéine. Cette technique est largement utilisée dans la

conception de médicaments et la recherche de nouvelles molécules bioactives. [17].

Figure 11.3 Représentation schématique du Docking de deux molécules.

3.1 Principe
Le principe du docking moléculaire repose sur la simulation informatique des interactions

entre un ligand et une protéine cible. Voici les étapes principales du processus de docking:

e Préparation des structures : Les structures tridimensionnelles de la protéine cible et du
ligand sont préparées en utilisant des logiciels de modélisation moléculaire. Des
informations sur les sites actifs de la protéine et les conformations possibles du ligand
sont généralement prises en compte.

e Recherche de conformations : Le ligand est placé de maniere flexible dans le site actif
de la protéine, et différentes conformations (poses) sont générées pour explorer les
interactions possibles entre le ligand et la protéine.

e Evaluation des poses : Chaque conformation générée est évaluée en fonction de
critéres tels que I'énergie de liaison, la complémentarité des formes, les interactions
hydrophobes, les liaisons hydrogene, etc. Cette évaluation est basée sur des fonctions

de scoring qui mesurent la qualité de I'interaction ligand-protéine.
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e Sélection des poses optimales : Les poses les mieux classées, c'est-a-dire celles avec
les scores les plus élevés, sont sélectionnées comme les structures les plus probables
du complexe ligand-protéine.

e Analyse et interprétation : Les poses sélectionnées sont analysées pour comprendre
les interactions spécifiques entre le ligand et la protéine, ce qui permet de prédire

I'efficacité du ligand en tant que médicament potentiel ou agent biologiquement actif.

3.2 Les méthodes de Docking moléculaire

Avec ligand rigide : Le ligand et la protéine sont tous les deux considérés comme étant

rigides. Seuls les 6 degrés de liberté de translation et rotation sont explorés pour le ligand,
le subir des translations et rotations dans chacune des trois dimensions, la recherche
conformationnelle commence en énumérant toutes les translations et rotations possible
avec au minimum 1 A et 1.5 A de RMSD, respectivement, entre chaque changement.
Chaque pose sans clash est notée a l'aide d'une fonction de score. Les pose ayant les
meilleurs scores sont affinées par le programme, qui teste les rotations et translation
proches (RMSD supérieure a 0.5 A et 0.75 A, respectivement) [22]. D'autres
programmes, tels que DOCK [18] font aussi docking rigide. La précision de ces
méthodes peut étre améliorée en générant plusieurs conformeé pour chaque ligand. Bien
que moins précises que les méthodes de docking flexibles, leur rapidité et leur relative
efficacité les rendent intéressants pour les protocoles de criblage hiérarchique. Elles
peuvent constituer un premier filtre, éliminant de la chimioteque les molécules trop
grandes ou présentant une mauvaise complémentarité avec le site de liaison [23-24]

Avec ligand semi-flexible : Lorsque I'espace conformatoinnel des ligands est exploré, le

nombre de degrés de liberté de I'espace de recherche peut étre conséquent dans le cas de
molécule trés flexible, dautres algorithmes dit de fragmentation, sont employés pour
construire de facon incrémentielle le ligand au sien du site actif de la protéine, I'espace
des conformations du ligand est alors 40 restreint au voisinage d'un ensemble initiale
d'états simplifiés. Cette stratégie de recherche par construction, qui se présente sous
diverses variantes [25], est notamment adoptée par les programmes DOCK [26-27],
FLEXX [28] et Hammerhead [29]. Les programmes de docking semi —flexible considéré
comme les plus efficaces emploient des méthodes de recherche aléatoires ou

stochastique.




CHAPITRE Il : Méthodes de criblage virtuel

3.3 Avec ligand 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 premiére étape correspond a une exploration de I'espace conformationnel de
maniéré a retrouver, parmi les conformations proposeées, les conformations bioactives

- la deuxiéme étape, une fonction de score évalue ces conformations [30]. IL existe
plusieurs types d'algorithmes de recherche conformationnelle.

3.4 Les interactions protéine-ligand

Le docking moléculaire permet 1’étude des interactions non-liantes intervenant lors de la
formation du complexe ligand récepteur. Cette association est assurée grace a plusieurs types de

liaisons faibles :

e Les interactions de Van Der Waals Ces interactions ont été étudiées par J.D. van der
Waals, physicien hollandais, prix Nobel de physique 1910. Elles reposent sur les
interactions entre les dipdles constitués par les molécules. On distingue trois types de ces
interactions :

» Interaction dipble permanent — dipdle permanent ou effet d’orientation de Keesom : Ce
type d’interaction se développe entre deux molécules polaires.

» Interaction dipble permanent — dipdle instantané ou effet d’induction de Debye : Ce type
d’interaction se développe entre une molécule polaire et une molécule quelconque
(polaire ou apolaire).

» Interaction dip6le instantané — dipdle instantané ou dispersion de London : Ce type
d‘interaction se développe entre deux molécules quelconques (polaires ou apolaires).
Ces interactions sont trés faibles mais dans le cas des macromolécules, leur nombre

élevé va produire au totale une force importante. [31]
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Figurell.4 Les interactions de Van der Waals .

e Les liaisons hydrogenes : Les liaisons hydrogéne découlent de I’interaction
¢lectrostatique entre un atome d’hydrogéne (donneur) et un élément tres électronégatif
portant au moins un doublet non liant (accepteur) comme (oxygeéne, azote ou fluor)[32].
(Figurell.5) La liaison hydrogéne est le responsable de la structure secondaire des
protéines car cette derniere est compos€ par une chaine (ou séquence) d’acides aminés

liés entre eux par des liaisons peptidique[33].

Liaison hydrogene

Figure II.5 Les liaisons hydrogene.

e Les interactions électrostatiques :
Les interactions électrostatiques, liaisons ioniques résiduelles faibles, proviennent de

I’interaction entre deux atomes de charges opposées conduisant a la création d’une force

attractive [34]
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Figure 11.6: Les interactions électrostatiques

Certains acides aminés peuvent étre chargés positivement ou négativement, ce qui donne lieu a

des phénomeénes électrostatiques favorisant la formation d'un complexe protéique spécifique.
e Lesinteractions hydrophobes

Les interactions hydrophobes sont des chaines organiques saturées ou aromatiques non polaires
ayant trés peu d'affinité pour ’eau. Ils ont tendance a se positionner de maniere a présenter la

plus faible surface de contact avec I'environnement aqueux [35]

3.5 Les étapes de Docking moléculaire

Le processus de docking moléculaire consiste a faire interagir un ligand avec le récepteur

(généralement de nature protéique). La technique de docking comprend quatre étapes principals
(figll.7):
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Figure 11.7: Les étapes impliquées dans la mécanique du docking moléculaire

Etape | : Préparation de la protéine : La structure tridimensionnelle de la protéine doit étre
récupérée a partir de la banque de données des protéines (PDB) ; ensuite, la structure récupéree
doit étre prétraitée. Cela comprend la suppression des molécules d'eau de la cavité, la
stabilisation des charges, le remplissage des résidus manquants, la génération des chaines

latérales, etc., selon les paramétres disponibles.
e Selon le programme de Docking utilisé
o Selection de la structure
o Selection du site

e Souvent, il est nécessaire d'ajouter des hydrogénes, certains programmes étant plus

sensibles aux positions que d'autres
o Supprimer/inclure les molécules d'eau, les cofacteurs, les métaux
o Avant le Docking, pensez a prendre en compte les résidus ou atomes manquants.

Etape Il : Prédiction du site actif : Aprés la préparation de la protéine, le site actif de la protéine

doit étre prédit. Le récepteur peut posséder de nombreux sites actifs, mais seul celui qui nous
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intéresse doit étre sélectionne. La plupart du temps, les molécules d'eau et les atomes hétéros

sont supprimes s'ils sont presents.

Etape 111 : Préparation du ligand : Les ligands peuvent étre récupérés a partir de plusieurs bases
de données telles que ZINC, PubChem, ou peuvent étre dessinés en utilisant I'outil ChemSketch.
Lors du choix du ligand, la préparation du ligand implique des considérations similaires, la
premiére étape consistant souvent a I'extraire de la structure de la protéine. Dans le criblage
virtuel, les ligands peuvent provenir de sources différentes de la PDB (par exemple, des dépots

publics comme PubChem, la synthése organique ou des composés virtuels).

Etape 1V : Docking : Le ligand est docké contre la protéine et les interactions sont analysées. La
fonction de score donne un score sur la base du meilleur complexe ligand-docké qui est
sélectionné [36-40].

3.6 Logiciels de Dockings moléculaire
Les logiciels de docking moléculaire représentent des outils essentiels dans la recherche de
nouveaux meédicaments, offrant la possibilité de prédire et d'analyser I'interaction entre une petite
molécule (ligand) et une cible biologique spécifique (récepteur). Ces logiciels utilisent des
algorithmes sophistiqués pour explorer les différentes conformations spatiales possibles des
ligands et évaluer leur capacité a se lier de maniére spécifique et stable a la cible d'intérét. Parmi
les logiciels de docking moléculaire les plus couramment utilisés, on trouve AutoDock,
AutoDock Vina, DOCK, GOLD, SwissDock, et Maestro de Schrddinger, chacun offrant ses
propres fonctionnalités et algorithmes pour prédire les interactions ligand-récepteur. Ces outils
permettent aux chercheurs de cribler rapidement de vastes bibliothéques de composés chimiques,
facilitant ainsi I'identification de candidats médicamenteux potentiels pour un large éventail de
cibles thérapeutiques. Cependant, il convient de noter que les résultats du docking moléculaire
doivent étre interprétés avec prudence et souvent confirmés par des experiences biologiques in

vitro et in vivo pour valider I'efficacité des candidats identifiés[41-47].
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4. Les parametres de "DRUG-LIKNES"
4.1 Régle de LIPINSKI

Un contributeur majeur dans le domaine de la caractérisation des composés "ressemblant a des

médicaments" est Lipinski avec la "regle des 5". [48]

Cette régle est la plus utilisée pour l'identification des composés "ressemblant a des
médicaments"”. [49] Selon cette régle, les composés qui ne répondent pas a au moins deux des

critéres suivants ont tres probablement des problémes d'absorption ou de perméabilité :
e Masse moléculaire <500 Da
e logP<5
e Accepteurs de liaison H< 10
e Donneurs de liaison H <5

La "régle des 5" a éeté développée a partir de composés administrables par voie orale qui ont
réussi les essais cliniques de phase Il. Elle n'est donc pas une méthode pour distinguer les
composes potentiellement médicamenteux de ceux qui ne le sont pas, mais plutét une méthode

pour identifier les composés ayant une faible absorption ou une faible permeabilité.

4.2. Regle de VEBER
Deux autres criteres introduits par Veber, la surface polaire (PSA) et le nombre de liaisons
pouvant pivoter < 10, sont souvent utilisés en complément de la "régle des 5". Ces limites ont été

établies a partir de mesures de la biodisponibilité orale des candidats médicamenteux [50] .
Il existe deux descripteurs définis pour une biodisponibilité orale idéale :
e Le nombre de liaisons pouvant pivoter est inférieur a 10.

o La surface polaire est inférieure & 140 A2. La PSA est utilisée pour calculer le
pourcentage d'absorption (% ABS) selon I'équation suivante : % ABS = 109 + 0,345 x
PSA [51].
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5. Filtres ADME-Tox

Les filtres ADME-Tox sont des outils utilisés dans la recherche pharmaceutique pour évaluer les
propriétés pharmacocinétiques et la toxicité potentielle des composés chimiques. ADME est un
acronyme pour Absorption, Distribution, Métabolisme et Excrétion, tandis que Tox fait référence
a la toxicité[52].. Ces filtres sont congus pour identifier les composés qui présentent des
caractéristiques indésirables en termes d'absorption intestinale, de distribution tissulaire, de
métabolisme hépatique et d'excrétion rénale, ainsi que des risques potentiels de toxicité pour les
organes et systemes biologiques. En utilisant des critéres prédéfinis basés sur les connaissances
pharmacologiques et toxicologiques, les filtres ADME-Tox aident a sélectionner les candidats
médicamenteux les plus prometteurs, tout en minimisant les risques d'échec lors des étapes

ultérieures du développement clinique [53].

5.1 Absorption
Apreés avoir été ingéré, un médicament commence son parcours a travers le corps par la phase
d'absorption, qui consiste en sa penétration dans l'organisme. Cette phase débute apres
I'administration orale, ou les processus de désagrégation de la forme galénique et de dissolution
du principe actif dans les sucs digestifs se produisent. Ensuite, le médicament en solution doit
traverser les cellules épithéliales de I'intestin gréle, généralement a travers des mécanismes de
transport paracellulaire ou transcellulaire[54].. Ces mécanismes dépendent des propriétés
physicochimiques du medicament telles que sa solubilité, sa lipophilie et son pKa. Le pKa,
notamment, influe sur l'ionisation de la molécule, affectant ainsi sa solubilité et sa capacité a

traverser les membranes cellulaires [55].

Pour évaluer ces phénomenes, des propriétés telles que la fraction absorbée et la biodisponibilité
sont utilisées. La fraction absorbée représente le pourcentage de la dose qui traverse les cellules
épithéliales pour atteindre la circulation sanguine, tandis que la biodisponibilité refléte la fraction

du médicament disponible dans la circulation aprés absorption et premier passage hépatique. [56]
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Figure 11.8 Vue d’ensemble des phénomeénes qui interviennent lors de la phase d’absorption.

5.2 Distribution

La phase de distribution d'un médicament comprend son transport a travers la circulation
sanguine et sa répartition entre le sang et les différents tissus de l'organisme. Les protéines
plasmatiques, comme I'albumine et les a-1-glycoprotéines acides, sont essentielles pour cette
distribution. Une fois dans la circulation, le médicament se lie réversiblement aux protéines
plasmatiques, déterminant sa disponibilité pour produire un effet thérapeutique[57]..

distribution dans les tissus dépend de la capacité du médicament a traverser les membranes
cellulaires, avec une diffusion pouvant aller du volume intravasculaire au volume intracellulaire.

Cette spécificité dépend du mode d'action du médicament.

Le volume de distribution (\Vd) est utilisé pour évaluer la diffusion tissulaire, représentant le
volume nécessaire pour contenir la méme concentration de médicament que dans le plasma,

calculé en fonction de la dose administrée et de sa concentration plasmatique[58]..
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Figure 11.9 Vue d’ensemble des phénomeénes qui interviennent lors de la phase de distribution.

5.3 METABOLISME

La phase de métabolisme implique généralement des réactions enzymatiques qui débutent des
les premiéres étapes d'absorption et de distribution du médicament[59].. Les réactions de phase |
oxydent la structure moléculaire du médicament, tandis que celles de phase Il ajoutent des
groupes fonctionnels polaires pour le rendre plus soluble. Ces processus font intervenir diverses
enzymes telles que les cytochromes P450, les mono oxygénases, les UDP-glucuronosyl
transférases et les N-acétyle-transférases, avec une prédominance des cytochromes P450. Parmi
eux, les cytochromes P450 tels que CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 et CYP1A2 sont
les principaux responsables du métabolisme des médicaments chez I'nomme. Les interactions
médicamenteuses peuvent résulter de leur capacité a étre substrat, inhibiteur ou inducteur de ces
enzymes. La déetermination de l'affinité d'une molécule pour un cytochrome P450 spécifique est
utilisée pour évaluer son implication dans le métabolisme. Cependant, d'autres facteurs tels que
la stabilité métabolique du médicament, évaluée par des propriétés comme la demi-vie et la
clairance hépatique, influent egalement sur la quantitt de médicament métabolisee par

I'organisme. [60]
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5.4 Elimination
La phase délimination d'un médicament est essentielle pour évacuer le médicament et ses
métabolites du corps. Elle implique principalement le foie et les reins. Dans le foie, le
médicament est métabolisé par les hépatocytes et excrété dans la bile, puis éliminé via les selles
ou reabsorbé dans la circulation sanguine. Dans les reins, le médicament est filtré dans les
glomérules, puis sécrété ou réabsorbé dans les tubules rénaux, avant d'étre excrété dans l'urine.
Des paramétres tels que la clairance totale et le temps de demi-vie permettent d'évaluer

I'élimination du médicament Toxicité [61].

La toxicologie est cruciale dans le développement de nouveaux médicaments pour évaluer les
risques pour la santé. Elle examine les effets nocifs des molécules sur les organismes vivants,
pouvant entrainer des dommages graves voire mortels, souvent liés a un surdosage ou une
exposition prolongée. Les tests in vivo sur plusieurs especes animales déterminent des
parameétres comme la dose létale (LD50) ou la dose maximale tolérée. La toxicité peut découler
de cing phénomenes biologiques tels que la toxicité hors cible, la modulation de la cible
primaire, I'nypersensibilité immunologique, le métabolisme des médicaments et les réactions
idiosyncratiques. Des approches in vitro, in vivo et in silico, comme les modeles QSAR, sont
utilisées pour évaluer la toxicité, réduisant ainsi le recours aux tests sur les animaux

conformément aux principes des 3R. [62].
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1. Introduction

Ce chapitre est dédie a la présentation les matériaux utilises et les méthodes employées dans
le cadre de cette etude . Une compréhension approfondie de ces éléments est essentielle pour
interpréter les résultats obtenus et évaluer la validité de nos conclusions. Dans cette section,
nous décrivons en détail les matériaux utilisés dans notre recherche, y compris les
équipements . De plus, nous exposons les procédures et les méthodes expérimentales

employeées pour collecter les données, effectuer les analyses et parvenir a nos résultats .

2. Matériel et outils utilisés

2.1 Micro-ordinateur
Dans notre étude nous avons utilisé un micro-ordinateur avec une mémoire de 8GB, un

processeur (Intel(R) Core(TM) i5-8250U CPU @ 1.60GHz 1.80 GHz ) et un systéeme
d’exploitation Windows 10 Version 22H2.

2.2 Banques de donnees et logiciels
2.2.1 Protéine Data Bank (PDB)»

Protéine Data Bank c’est une collection mondiale de données sur la structure
tridimensionnelle (structure 3D) des macromolécules biologiques : protéines essentiellement,
et acides nucléiques. Ces structures sont essentiellement déterminées par cristallographie aux
rayons X ou par spectroscopie RMN , La PDB est la principale source de données de
structures 3D de macromolécules biologiques [1] La structure 3D de notre enzyme d’intérét
ainsi que les complexes cristallographiques utilisés pour réaliser le test RMSD proviennent de

cette banque [2].
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Figure 111.1 L’interface du site Protein Data Bank

2.2.2 Labanque de données NPASS (Natural Product Activity and Species

Source)

Pour notre recherche d'inhibiteurs de neuraminidase, nous avons exploité la version 2.0 de
NPASS (Natural Product Activity and Species Source). NPASS est une base de données
regroupant une collection de 2175 composés chimiques issus de produits naturels. Elle est
librement accessible via le site web http://bidd2.nus.edu.sg/NPASS/. L'utilisation de NPASS
nous a donné acces a une large diversité de produits naturels, offrant ainsi une grande variété

de structures chimiques a explorer dans notre quéte d'inhibiteurs [3].

SEARCH

Natural Product Activity & Species Source Database

NATURAL PRODUCT ACTIVITY
& SPECIES SOURCE DATABASE

Integrating Species Source of Natural Products & Connecting Natural Products
to Biological Targets via Experimental-derived Quantitative Activity Data

Version 2.0
SROWSE >
N n Here!

Figure 1112 L’interface du site NPASS
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2.2.3 Schrodinger suite

Le logiciel Maestro 11.8 offre de nombreuses options de visualisation pour répondre aux
besoins variés des différentes applications. Il apporte de la clarté a une large gamme de
systemes modélisés [4]. Nous avons utilisé Maestro pour la visualisation des complexes et des
interactions établies entre le site actif de I’enzyme et les inhibiteurs. Ce logiciel, geré et
distribué par Schrodinger, a été utilisé aussi pour créer des images de haute qualité des

complexes étudiés.

Figure 111.3 L’interface du logiciel Schrodinger suite.

2.2.4 Discovery Studio®

Discovery Studio est une suite de logiciels développé et distribué par Dassault Systemes
BIOVIA permettant de simuler des systemes a petites molécules et macromolécules [5]. Il a
été utilisé pour générer les diagrammes 2D des interactions de chaque ligand avec la cible

enzymatique 4ks2 simplifiant I’analyse visuelle.
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Discovery Studio Visualizer - X
File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help

[ocromolecute | Semuaton [P R PRSP pharmacophores | Smah oeces | Kra |y Tk | Y
Gew BB HE 7 1) [ Display Styte... ¥ Non-bond Interactions...

[Horra | =

Figure 1114 Interface du logical Discovery Studio.

225 PKCSM

pkCSM(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/) utilise des signatures structurelles baseées sur

des graphes pour explorer et anticiper diverses propriétés ADME-Tox de nouvelles entités
chimiques. Cette méthode offre une plateforme permettant l'analyse et l'amélioration des
caractéristiques pharmacocinétiques et de toxicité, présentées dans une interface Web intuitive
et accessible gratuitement. Cet outil se révele précieux pour les chimistes medicinaux, les
aidant a équilibrer la puissance, la sécurité et les caractéristiques pharmacocinétiques des

composés[6].

e Step 1: Please provide a set of molecules (SMILES format)
e
e » Description
- G i
....... 1
>
X
Y o\ Upload your SMILES file: OR Provide a SMILES string:
Choisir un fichier |Aucun fichier choisi
-
e o ; " Example:
, les are expected o have headers CC(=0)0CH=CC=CC-CIC(=0)0
identifying the columns [§

Step 2: Please choose the prediction mode

Figure 1115 L’interface du site pk CSM.
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2.2.6 SwissADME

Ce serveur permet le calcul de descripteurs physico-chimiques et de propriétés

pharmacocinétiques des composés. Vous pouvez consulter ce serveur via le lien suivant[7] :

http://www.swissadme.ch/

) i
SwissADME
Swiss Institute of

Bioinformatics Home FAQ Help Contact Terms of Use

This website allows you to compute physicochemical descriptors as well as to predict ADME parameters, pharmacokinetic properties,
druglike nature and medicinal chemistry friendliness of one or multiple small molecules to support drug discovery.

The main article describing the web service and its underlying methodologies is SwissADME: a free web tool to evaluate
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules. Sci. Rep. (2017) 7:42717.

For details about development and validation of iLOG, please refer to this article: iLOGP: a simple, robust, and efficient description of n-
octanol/water partition coefficient for drug design using the GB/SA approach. J. Chem. Inf. Mode/. (2014) 54(12):3284-3301

For details about development and validation of the BOILED-Egg, please refer to this article: A BOILED-Egg to predict gastrointestinal
absorption and brain penetration of small molecules. ChemMedChem (2016) 11(11):1117-1121.

Developed and maintained by the Molecular Modeling Group of the SIB | Swiss Institute of Bioinformatics.

= S CX®8 ®~‘_E € Enter a list of SMILES here:
|, e
& H
/ c
rH‘ N
® o
S s

Figure 111.6 L’interface du site SwisSADME.

3. Methodologies des calculus
Dans notre étude nous avons basés sur les interactions entre le site actif de la protéine

Neuraminidase et les ligands pour former des complexes stables a 1’aide du programme
Schradinger suite [8]. Le protocole général de Docking moléculaire utilisée dans notre travail
est schématisé dans la Figure 7.

1- Préparations des ligands

Teéléchargement les ligands

2- Préparation de la protéine i pl pumihan .
< + L'optimisation des ligands
« Téléchargement de grace a logiciel
la protéine 4ks2. Schrodinger (Lig Prep)
+ Eliminer les autres MJEEC O
« Rechercher les meilleurs chaines et les
conformations des ligands. mo!écules d‘eau: :
4- Prédiction des » Visualiser les interactions b De‘eﬂe"’!a cavite
propriétés des meilleurs conformations de la protéine.
moléculaire ‘ pour les complexes
+ Appliquer la régle du ligands4ks2etles
Lipinski. meilleurs énergies
* Appliquer la régle du scores.
Viber.
* Appliquer les filtres
ADME-Tox

3- Docking Moléculaire

Figure 11.7 La méthodologie de notre travail.
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3.1 Preparations des ligands
La premiére étape du processus de Docking moléculaire implique la préparation des ligands
qui seront utilisés dans I'étude. Dans notre recherche, nous avons privilégié l'utilisation de
composes naturels en tant que ligands. Les composés naturels constituent une vaste et variée
classe de composés organiques présents dans la nature. Ces composes ont été obtenus a partir
de la base de données NPASS sous forme de fichiers "sdf" et leurs géométries ont été
optimisées a l'aide du logiciel LigPrep de la suite Schrodinger 2018. Pour chaque ligand, cette
préparation a généré un ensemble de structures (jusqu'a 32), incluant différents énantiomeres,

et leurs états d'ionisation et de tautomérisation ont été prédits par Epik2.2 a un pH de 7,0 + 2.

3.2 Préparation de la protéine

La structure de la protéine Neuraminidase une cible majeure dans le traitement de la grippe, a
été obtenue en la téléchargeant depuis la base de données Protéine Data Bank a l'adresse
www.rcsh.org/pdb, sous forme de fichier PDB avec le code dacceés 4ks2. Cette structure
tridimensionnelle a été résolue par diffraction de rayons X, avec une résolution de 2.60 A,
comme illustré dans la Figure 111.8. Les caracteristiques cristallographiques de la protéine
4ks2 sont résumées dans le Tableau I11.3. Dans notre travail, le composé (3S,4R,5R)-4-
(acétylamino)-3-carbamimidamido-5-(pentan-3-yloxy)cyclohex-1-éne-1-carboxylique  (1js),
Co cristallisé avec la protéine, sera considéré comme le composeé de référence. Cette décision
a été prise aprés avoir examiné attentivement les informations disponibles et les études
antérieures. La structure PDB présente des lacunes en termes de connectivité et de charges
formelles. Lors de l'importation de la structure protéique depuis PDB vers Maestro, via
l'assistant de préparation de protéines, certaines étapes ont eté entreprises pour simplifier la
structure. La chaine B ainsi que les molécules d'eau ont été éliminées. Ensuite, des atomes
d'hydrogéne ont été ajoutés et les liaisons hydrogéne ont été optimisées. De plus, les états de
protonation de HIS, GLN et ASN ont été veérifiés. Pour minimiser I'énergie, une contrainte
RMSD de 0,3 A et le champ de force OPLS 2005 ont été utilisés.
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Figure 111.8 Structure 3D de la protéine 4ks2 préparé.

Tableaulll.2 Donnes cristallographiques.

Protéine Classification Chaine Résolution Résidus

4ks2 Hydrolase/ A 2.60 A 390 2175
hydrase
inhibiteur

3.3 Détection de cavité
Les cavités dans les protéines équilibrent stabilité et flexibilité thermodynamique [9]. Elles
sont cruciales pour la fonction des protéines, notamment dans les sites actifs des enzymes, ou
elles fixent spécifiquement les substrats. Les cavités enzymatiques sont donc fréequemment
étudiées pour comprendre leur réle fonctionnel et structurel. En outre, méme les cavités moins
spécifiques peuvent influencer de maniere subtile mais significative la fonction des protéines
[10,11]. La boite de grille peut généralement étre générée en utilisant “the receptor grid
generation”. La génération de grille de récepteurs nécessite une structure protéique préparée
avec un ordre de liaison approprié et des charges formelles. Le site actif est défini comme un
rectangle, situé aux coordonnées (x = —23,4893 A, y = 20,7720 A, et z = —9,6124 A), et la
taille de la grille est x = 26,4819 A, y = 25,6602 A, et z = 24,2547 A. La Figure 111.9 présente
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la cavite choisie de la protéine avec le co-cristallise 1sj.

1s2¥4

irg3

Figure I111.9 La cavité choisie de la protéine 4ks2.

3.4 Simulation de Docking moléculaire

Le protocole GLIDE de la suite Schrodinger a été utilisé pour ancrer les ligands dans la grille
de récepteurs générée, permettant d'évaluer les interactions ligand-protéine et de sélectionner
les ligands les plus prometteurs. Tous les composés ont d'abord été soumis au Docking SP
(Standard Precision) pour prédire leur conformation et interaction dans le site actif de la
protéine cible. Les composés ayant obtenu les meilleurs scores en SP ont ensuite été ancrés en
utilisant le Docking XP (Extra Precision), une méthode plus avancée et précise, pour affiner
les prédictions de liaison et estimer plus précisément l'affinité et la stabilité des complexes
ligand-protéine. Cela permet de sélectionner les composés les plus susceptibles de se lier avec

une haute affinité a la protéine.

3.5 Prediction les propriétés moleculaires des ligands

Nous avons utilisé I'outil serveur ADME_ SWISS pour étudier la régle de Lipinski et VVeber

dans cette étape de notre travail.
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3.6 Prédictions ADME-Tox propriétés

Afin d'étudier les propriétés cruciales des composés candidats médicament, nous avons
exploré les caractéristiques de I'absorption, de la distribution, du métabolisme, de I'excrétion
et de la toxicité (ADME-Tox). Pour ce faire, nous avons utilisé I'outil pkCSM disponible a
l'adresse suivante : https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/prediction. En entrant les SMILES de

chaque compose dans I'outil, nous avons obtenu les résultats nécessaires. [12]
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1. Introduction

Le développement d'un nouveau médicament est un processus complexe et colteux, allant de
la découverte d'une cible thérapeutique a son administration chez le patient. Parmi les étapes
clés, les essais cliniques, suivant la phase de développement préclinique, sont essentiels pour
identifier et optimiser les molécules biologiqguement actives [1].Dans ce contexte, la
modélisation moléculaire, notamment le Docking moléculaire, joue un rdle crucial en
permettant de prédire les interactions entre une protéine cible et un ligand potentiel, facilitant
ainsi la conception de nouveaux médicaments [2 ].Ce chapitre se concentre spécifiquement
sur la recherche de nouveaux médicaments antiviraux a partir de composés naturels, avec un
intérét particulier pour les inhibiteurs du virus de la grippe. L'objectif principal est d'analyser
les interactions entre ces composés et la protéine Neuraminidase du virus de la grippe, une
cible thérapeutique cruciale pour le développement d'agents antiviraux efficaces [3].En
utilisant la technique de docking moléculaire, notre objectif est de prédire comment ces
composes se lient a la protéine cible, ce qui pourrait conduire a la découverte de nouveaux

agents antiviraux prometteurs [4 ].

2. Résultats et discussion

Apres avoir expliqué les méthodes de calcul et leurs approches dans le chapitre précédent, nous

aborderons maintenant les résultats obtenus.

2.1 Résultats de Dockings moléculaires

Notre étude de docking moléculaire est divisée en trois parties : la validation du docking, I'application

du docking et la compréhension des interactions.
2.1.1 Validation du Docking par la RMSD

La méthode de validation utilisant la RMSD est cruciale pour évaluer la qualité des résultats
du Docking, et le site Web https://zhanggroup.org/DockRMSD/ fournit un outil précieux a cet
effet. En général, une RMSD inférieure & 2 A est considérée comme trés bonne pour le
Docking, indiquant une bonne superposition entre les conformations du ligand avant et aprés
le Docking. Cependant, il est important de noter que cette valeur peut varier en fonction du
systeme étudié et des protocoles spécifiques utilisés dans I'analyse. Il est donc nécessaire de

prendre en compte ces facteurs lors de l'interprétation des valeurs de RMSD.
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La valeur spécifique de la RMSD que nous avons obtenue, soit 0.699, demontre une similarité
structurale relativement élevée entre le ligand de référence accompagnant la protéine, tel que

trouvé dans la base de données de protéines, et le ligand de référence aprés le Docking.

Figure 1'V.1: superposition entre les conformations du ligand 1SJ avant et aprés le Docking

Cette similarité suggere que le ligand de référence reste bien lié a la protéine méme apres le
processus de Docking. Cela confirme la validité du Docking, nous permettant ainsi de

commencer notre étude.

2.2.2 Discussion les résultats de Docking moléculaire

Comme mentionné dans le chapitre précédent, nous avons débuté notre étude avec 2175
composes d'origine naturelle dans le but de déterminer de potentiels inhibiteurs de I'enzyme
neuraminidase. Nous avons exploré la conformation la plus stable du complexe protéine-
ligand, correspondant au niveau d'énergie le plus bas. Nous avons focalisé notre attention sur
sept ligands, désignés par L1, L2, L3, L4, L5, et L7, ayant les scores d'énergie les plus bas
(TableaulV.2). Notre objectif est d'identifier les composés présentant une meilleure affinité et
interaction avec la protéine cible (code 4ks2) par rapport au ligand de référence (3S,4R,5R)-4-
(acetylamino)-3-carbamimidamido-5-(pentan-3-yloxy)cyclohex-1-ene-1-carboxylic acid,
abrégé en 1sj, qui a un score de -9.047 kcal/mol. Les résultats des interactions entre ces
ligands et la protéine sont résumés dans le TableaulV.2. Les structures 2D et 3D des

interactions protéine-ligand ont été visualisées a l'aide du logiciel Discovery Studio, mettant
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en évidence les interactions avec les résidus d'acides aminés du site actif, notamment par le

biais de liaisons hydrogene et d'interactions hydrophobes.

Tableau I'V. 1 Scores Les meilleurs Composés dans L'étude de docking moléculaire

ligands | Structure Xp score
Kcal/mol

o -12.706
0:7—0'
-10.485
M0 " no o

-9.504

e
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-9.668

-9.645

-9.278

-9.047

e Ligand de référence 1SJ

La re-Docking du ligand de référence consiste a repositionner ce dernier dans le site de liaison
d'une cible protéique. Son objectif est de vérifier la capacité précise du logiciel de Docking a
prédire la pose du ligand de référence dans ce site, en se basant sur les informations
structurales de la cible. Des rapports précédents ont déja identifie plusieurs résidus critiques
qui forment le site actif et la structure environnante de I'enzyme NA. Ces résidus
comprennent ARG 118, GLU 119, ASP 151, ARG 152, ASP 198, ILE 222, ARG 224, GLU
227,ASP 243, HIS 274, GLU 276, GLU 277, ARG 292 ET ASP 330, ARG 371.
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Cette re-Docking du ligand de référence (1SJ) a été effectuée en utilisant le logiciel
Schrodinger. Les résultats ont révelé un score de-9,047 kcal/mol. 1l a été observé que le ligand

de référence a établi 17 interactions distinctes avec le récepteur4ks2.

Tableaul V.2 Les différentes interactions ligands-Protéines.

ligands Résidus d'acides | Nombre de | Distance de Nombre de Nombre de
amineés liaisons liaison liaisons liaisons
hydrogene hydrogene hydrophobe Electrostatique
A

ARG118,GLU27 1.66_3.92
7,TRP178,TYR4
06, ASP151.
ARG118,GLU11 8 1.66_3.01 0 13
9,ASP151,VAL1
49,PROA431,
GLU277,TRP178 | 12 1.93_2.75 0 5
, TYR406,
ARG224,ASP151
GLU119,ARG29 | 5 1.78-2.87 2 13
2,TRP178,
VAL149,
GLU119,ARG37 | 7 2.00-2.64 0 9
1,ASP178,TYR4
06, TRP178.
ARG292,GLU27 5 1.70-2.52 1 8
7,TRP178,
TYR406,ASP151
JLE222
ARG371,GLU22 8 1.75-2.80 2 9
7,TRP178,ASP15
1,ALA246,ILE22
2
ARG152,GLU11 5 1.62-2.88 1 13
9,ASP151,TRP17
8,ALA246

-
.
.
.
.
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Figure 1V.2 Interactions entre le ligand de référence et les résidus de la poche de I'enzyme
4ks2 (structure 2D).

wplle

Arg292

Figure 1'V.3 Interactions entre le ligand de référence et les résidus de la poche de I'enzyme
4ks2 (structure 3D).
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Quatre liaisons hydrogéne ont été établies entre les atomes d'hydrogéne du ligand et les
atomes d'oxygeéne des résidus GLU227 et TRP178 de la protéine. De plus, le ligand de
référence a formé une liaison hydrogéne entre lI'atome d'oxygéne du ligand et le résidu
ARG152 de la protéine. Une liaison hydrophobe a également été formée entre le cycle
benzénique du ligand de référence et le résidu ALA246 de la protéine. En outre, six liaisons
électrostatiques ont été établies entre les atomes d'hydrogene du ligand et les atomes
d'oxygéne des résidus ARG292, ARG371 et AG118 de la protéine. Quatre liaisons
électrostatiques ont été établies entre les atomes de carbone du ligand et les atomes d'oxygéne
des résidus ASP151 et GLU119 de la protéine. Enfin, trois liaisons électrostatiques ont été
établies entre les atomes d’hydrogene du ligand et les atomes d'oxygene des résidus GLU277,
GLU119, GLU277 de la protéine.

» Les interactions protéine-L1

La complexe L1_4ks2 présente un score de Docking moléculaire faible de -12,706 kcal/mol,
indiquant ainsi une forte affinité entre le composé et la protéine. De plus, ce composé est le
meilleur inhibiteur identifié lors de notre criblage virtuel en termes de score. Dans cette
conformation, il forme 17 interactions avec la protéine, comprenant des liaisons hydrogéne et
des liaisons électrostatiques avec différents residus d'acides aminés de la protéine. Nous avons
observé 8 liaisons hydrogéne différentes dans le complexe étudié. Sept d'entre elles se sont
formées entre les atomes d'hydrogéne du ligand et les atomes d'oxygeéne des résidus GLU277,
GLU277, TRP178, TYR406 et ASP151. Pour le résidu GLU277, 5 liaisons ont été détectées a
des distances de 2.22 A, 2.92 A, 2.03 A, 2.38 A et 2.56 A, tandis que pour le résidu TRP178,
les liaisons ont été mesurées a des distances de 1.67 A, et une autre impliquant le résidu
THRA406 avec une distance de 2.44 A, ainsi que le résidu ASP151 avec des distances de 2.52
A et 2.51 A. Nous avons également observé 10 liaisons électrostatiques différentes dans le
complexe étudié. Deux d'entre elles se sont formées entre les atomes d'hydrogéne du ligand et
les atomes d'oxygene des résidus GLU277, GLU277, TRP178, TYR406 et ASP151. Nous
avons egalement identifié deux liaisons formeées entre les atomes d'oxygene du ligand et les
atomes d'hydrogéne du résidu ASP151, GLU119, avec des distances de 2.08 A pour ASP151
et 1.58 A pour GLU119. De plus, deux liaisons ont été observées entre I'atome d'oxygeéne du
ligand et I'atome de carbone du résidu GLU277, GLU277, a une distance de 5.53 A et 5.15 A.
Enfin, six liaisons ont éte observées entre I'atome d'oxygeéne du ligand et I'atome d'oxygene du
résidu ARG118, ARG292, ARG371, a des distances de 2.78 A, 1.79 A, 1.77 A, 2.10 A, 1.56
Aet 155 A,
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A partir des résultats des interactions, nous avons remarqué que le nombre de liaisons
électrostatiques dans ce complexe est plus éleve que dans le composé de réference, ce qui

pourrait expliquer la stabilité accrue du complexe.

Figure 1'V4. Interactions entre le ligand L1 et les résidus de la poche de I'enzyme 4ks?2
(structure 2D).

Figure 1.5 Interactions entre le ligand L2 et les résidus de la poche de I’enzyme 4ks2
(structure 3D).
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» Les interactions protéine-L2

Le score de Docking moléculaire du complexe est de -10,485 kcal/mol, ce qui est consideré
comme un score faible, indiquant une forte interaction entre le ligand et la protéine. Le
complexe forme un total de 21 liaisons, ce qui suggére une forte affinité entre le ligand et le

site actif de la protéine.

Ce complexe présente 8 liaisons de type hydrogéne : 2 liaisons sont formées entre les atomes
d'oxygéne du ligand et les atomes d'hydrogene des résidus ARG371 et ARG291, avec des
distances de 1,77 A et 2,03 A. De plus, 6 liaisons sont formées entre les atomes d'hydrogéne
du ligand et les atomes d'oxygéne des résidus GLU277, GLU277, VAL149, ASP151 et
ARG371, ARG292, avec des distances de 1,66 A, 2,01 A, 3,01 A, 2,76 A, 2,13 A, 1,65 A,
1,77 A et 2,10 A. Le ligand forme également 13 liaisons de type électrostatique. Deux liaisons
sont formées entre les atomes d’hydrogéne du ligand et les atomes d’oxygeéne des résidus
GLU119, GLU227, avec des distances de 1,81 A et 2,07 A. Huit liaisons sont formées entre
les atomes de carbone du ligand et les atomes d’oxygéne des résidus GLU119, GLU227,
GLU227, ASP151, ARG118, dont deux liaisons pour ARG118 (2,07 A et 3,01 A), deux pour
GLU227 (4,27 A et 452 A), et 2 pour GLU119, ASP151 (3,45 A et 396 A
respectivement).Enfin, deux liaisons de type hydrophobe sont observées entre le carbone du
ligand et le résidu PRO431, avec des distances de 4,36 A et 5,44 A, et une pour VAL149 (5,30
A).Ce qui distingue ce complexe du premier, c'est la présence de liaisons hydrophobes qui ont

également contribué a la stabilité du complexe.

FigurelV.6_Interactions entre le ligand L2 et les résidus de la poche de I’enzyme 4ks2
(structure 2D).
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Figure V.7 Interactions entre le ligand L2 et les résidus de la poche de I’enzyme 4ks2
(structure 3D).

» Les interactions protéine-L3

Ce complexe présente un total de 17 liaisons et affiche un score énergétique de -9,688
kcal/mol.

Le ligand forme 12 liaisons de type hydrogéne. Huit liaisons sont formées entre les atomes
d’hydrogeéne du ligand et les atomes d’oxygeéne des résidus GLU227, GLU227, GLU119,
TYR178, TYR406, TRP178, ASP151, dont quatre liaisons pour GLU227 (2,51 A, 2,54 A
2,57 A, 2,68 A), une pour GLU119 (1,9 A), et quatre pour TYR178, TYR406, TRP178,
ASP151 (2,52 A, 2,04 A, 2,34 A 2,47 A respectivement). De plus, il y a une liaison formée
entre les atomes d'oxygéne du ligand et les atomes d'hydrogéne du résidu (1,75 A).

Enfin, cing liaisons de type électrostatique sont observées, avec deux liaisons formées entre
les atomes de carbone du ligand et les atomes d’oxygene des résidus GLU227, GLU119 (2,02
A, 1,80 A respectivement), et trois liaisons formées entre les atomes d’hydrogéne du ligand et
les atomes d’oxygéne des résidus ASP151, GLU227, GLU119 (1,58 A, 4,66 A, 3,61 A).

Les mémes acides aminés présents dans le composé de référence ont été associés a ce

compose, et il y avait un équilibre dans les liaisons électrostatiques et hydrogéniques.
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Figure 1V 8 Interactions entre le ligand L3 et les résidus de la poche de I’enzyme 4ks2
(structure 2D).

Figure 1V. 9 Interactions entre le ligand L3 et les résidus de la poche d’enzyme 4ks2
(structure 3D).

» Les interactions protéine-L4

Le ligand forme 5 liaisons de type hydrogéne. Il y a 5 liaisons formées entre les atomes
d’hydrogéne du ligand et les atomes d’oxygene des résidus VAL149, ASP151, GLU277,
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TRP178, dont 2 liaisons pour ASP151 (1,78 A, 2,17 A), et des liaisons pour VAL149,
GLU277, TRP178 (2,87 A, 2,14 A, 2,62 A respectivement).

Le complexe présente 13 liaisons électrostatiques, dont 3 impliquent les atomes d'hydrogéne
du ligand et les atomes d'oxygéne des résidus ASP151, GLU119, GLU227 (3,24 A, 4,93 A,
3,07 A respectivement). De plus, il y a 6 liaisons entre I'atome d'oxygéne du ligand et I'atome
d'hydrogene du résidu ARG118, ARG292, ARG371. Les distances des deux liaisons de
ARG118 sont de 3,00 A et 1,77 A, et avec ARG292 (1,88 A, 2,23 A), et aussi avec ARG371
(1,80 A, 1,77 A). Il y a également 2 liaisons de type hydrophobe formées entre les atomes de
carbone du ligand et le résidu VAL149 avec des distances de 4,03 A et 5,16 A

Malgré la présence d'une chaine alkyle dans le composé, nous notons l'absence de liaisons
hydrophobes. Cela est di a la nature spécifique du site actif de I'enzyme, ou la plupart des
interactions se forment par des liaisons électrostatiques et hydrogéniques. Les acides aminés
de la protéine cible, bien qu'ils puissent former des liaisons hydrophobes avec des ligands
appropriés, privilégient ici dautres types d'interactions en raison de leur disposition et
orientation dans la poche de liaison. Ainsi, cette observation souligne I'importance d'une
analyse détaillée de la structure moléculaire et des interactions spécifiques au sein de la poche

de liaison pour comprendre pleinement les mécanismes de reconnaissance ligand-enzyme.

TRP
A:178

Figure 1V.10 Interactions entre le ligand L4 et les résidus de la poche de I’enzyme 4ks2
(structure 2D).
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Figure 1'V.11 Interactions entre le ligand L4 et les résidus d’enzyme 4ks2 (structure 3D).

> Les interactions protéine-L5

Le complexe présent affiche un score de -9,645 Kcal/mol, qui est attribué a la
formation de 7 liaisons de type hydrogéne. Les atomes d'hydrogéne du ligand se lient aux
atomes d'oxygene des résidus TRP178, TYR406, ASP 151, GLU277pour former cinq
liaisons distinctes. Le résidu TRP178 forme deux liaisons, dont les distances sont de 1.89
A et 2.23 A tandis que les résidus TYR406, ASP 151, GLU277 forment également 3
liaisons, avec des distances de 2.24 A, 2.35 A, 2.64 A. liaison est formée entre I'atome
d'oxygéne du ligand et I'atome d'hydrogene du résidu ARG292, ARG371, a des distances
de 2.30, 2.93 A. Et aussi 9 liaisons électrostatique, dont 2 impliquent les atomes
d'hydrogéne du ligand et les atomes d'oxygéne de résidu, GLU119, (2.71 A, 2.89 A). De
plus, il y a 3 liaisons entre I'atome d'oxygéne du ligand et I'atome d'hydrogene du résidu,
ARG118, ARG292, ARG371, dont les distances sont de 1.99 A et 2.92 A, 1.85 A
Généralement, une liaison hydrogene forte a une longueur comprise entre 1,5 et 2,5
angstroms (A). Dans cette plage, les liaisons hydrogéne présentent une force et une
stabilité accrues, ce qui contribue de maniére significative a la stabilité structurelle

globale du complexe et a ses interactions moléculaires.
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Figure 1V.12_Interactions entre le ligand L5 et les résidus de la poche de I'enzyme 4ks2
(structure 2D).

Trplye

Figure 1V.13 Interactions entre le ligand L5 et les résidus de la poche de I'enzyme 4ks2
(structure 3D).
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» Les interactions protéine-L6

Le score de ce complexe est de -9.668 Kcal/mol, avec formation de 10 liaisons: Il y a 5
liaisons de type hydrogene dans ce complexe, dont 2 sont formées entre les atomes
d'hydrogéne du ligand et les atomes d'oxygene des résidusTRP178, TYR406 sont de
distances1.97, 2.05A et 2.18 A. De plus, 3 liaisons est formées entre I'atome d'oxygéne du
ligand et I'atome d'hydrogéne du résidu, ARG118, ARG153, ARG371avec des distances de
1.70, 2.52, 1.97 A. En outre, ce complexe présente 8 liaisons de type électrostatique, dont 3
impliquent les atomes d'hydrogéne du ligand et les atomes d'oxygéne de résidu, GLU119,
ASP151 (2.38 A, 2.56 A) .ASP151 (4.12A). De plus, il y a 3 liaisons entre I'atome d'oxygéne
du ligand et I'atome d'hydrogéne du résidu, ARG118, ARG292, ARG371, dont les distances
sont de 4.56 A et 2.53 A,2.12 A en fin 2 liaisons entre I'atome carbone du ligand et I'atome
d'hydrogéne du résidu, GLU277, ASP151, dont les distances sont de 4.56,4.12A et 2.53
A 2.12 Respectivement. Ces complexes présentes 1 seul liaisons de type hydrophobe entre
I'atome carbone du ligand et I'atome d'hydrogéne du résidu, ILE222 avec une distance de 4.13

A

ARGY
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Figure 1V.14 Interactions entre le ligand L6 et les résidus de la poche de I'enzyme 4ks2
(structure 2D).
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Figure 1V.15_Interactions entre le ligand L6 et les résidus de la poche de I'enzyme 4ks2
(structure 3D).

» Les interactions protéine-L7

Le score de ce complexe est de -9.278 Kcal/mol, avec formation de 10 liaisons : Il 'y a 8
liaisons de type hydrogene dans ce complexe, dont 7 sont formées entre les atomes
d'’hydrogéne du ligand et les atomes d'oxygéne des résidus ASP151, ARG371, TRP178,
GLU277, sont de distances de GLU277 1.97 (2.66 A, 2.34 A, 2.33 A) et de ASP151,
ARG371, TRP178, (2.08 A, 2.21 A, 2.37 A) respectivement. De plus, 2 liaisons est formées
entre I'atome d'oxygéne du ligand et I'atome d'hydrogéne des résidus, ARG292, ARG371avec
des distances de ARG292 (1.75 A, 2.23A) et, ARG371 (2.21A) En outre, ce Complexe
présente 9liaisons de type électrostatique, dont 2 impliquent les atomes d'hydrogéne du ligand
et les atomes d'oxygeéne de résidu GLU227, (2.22 A, 3.12 A). De plus, il y a 3 liaisons entre
I'atome d'oxygene du ligand et I'atome d'hydrogene du reésidu ARG292, ARG371, dont les
distances sont de ARG292(5.14 A) ARG371 (1.95 A;3.12 A). En fin 4 liaisons entre I'atome
carbone du ligand et lI'atome d'hydrogéne du résidu, GLU119 , ASP151, dont les distances
sont de GLU119 (4.48A) ASP151 (3.40 A, 4.61 A, 5.52 A).

Le site actif de la neuraminidase, principalement composé de résidus d'arginine, d'aspartate et

de glutamate, interagit avec les groupements acides sialiques chargés sur les glycoprotéines.
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Cette polarité du site actif est essentielle pour cliver les groupements acides sialiques, ce qui
suggere que les inhibiteurs proposés devraient cibler ces résidus chargés par des interactions
électrostatiques pour perturber l'activité enzymatique, et c'est ce que nos composés ont

accompli.

ALA
A:246,

Figure 1V.16 Interactions entre le ligand L7 et les résidus de la poche de I'enzyme (structure
2D).

X
/ N

Figure 1V.17 Interactions entre le ligand L7 et les résidus de la poche de I'enzyme 4ks2
(structure 3D).
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2.2 Résultats des proprietés moléculaires (DRUG LIKNESS)

Reégle de VEBER

Tableau V.3 Résultats des propriétés moléculaires (DRUG LIKNESS)

Régle de LIPINSKI

Les TPSA (A?) Nombrede Masse Log P | Nombre Nombre Nombre de
liaisons violation moléculaire d'accepte | de violation
rotative (g/mol) urs de donneurs
S liaisons de
hydrogén | liaisons
e hydrogene
3 156.70 Non; 1 243.15 -382 7 5 oui; 0
violation: violation
TPSA>140
165.27 Non; 1 346.36 -195 4 6 oui; 1
violation: violation:
TPSA>140 NHouOH>5
142.10 Non; 1 326.39 282 4 4 oui; 0
violation: violation
TPSA>140
144.09 Non ;1 346.18 022 4 6 oui; 1
violation: violation:
TPSA>140 NHouOH>5
124.01 oui 213.19 -0.78 | 6 5 oui
92.78 oui 211.21 036 |5 3 oui
103.76 oui 445.46 267 |9 1 oui
137.53 oui 326.39 033 5 5 oui

A. Application de la regle de LIPINSKI
> Les valeurs des poids moléculaire:

Les ligands ayant un poids moléculaire inférieur 2 500 UMA, tels que nos composés et 1SJ

(voir le Tableau 1V.3), sont généralement mieux absorbés par le corps. Leur petite taille

facilite leur passage a travers les membranes cellulaires, ce qui favorise une absorption plus

efficace aprés leur administration.

> Les valeurs de log p:

Les ligands (L4,L6, L7) ainsi que 1SJ présentent des valeurs de log P positives, inférieures a

5, ce qui suggeére leur caractére lipophile. Ces composés démontrent une bonne perméabilité a

travers la membrane cellulaire, une forte affinité pour les protéines plasmatiques et une

métabolisation hépatique. Néanmoins, ils affichent une faible solubilité et une tolérance

gastrique limitée. En contrepartie, les ligands (L1,L2,L3, L5) possedent des valeurs de log P
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négatives, signalant leur caractére hydrophile. Ces composés présentent une bonne solubilité
dans l'eau, une tolérance gastrique améliorée et une élimination efficace par les reins.
Cependant, leur perméabilité a travers la membrane cellulaire est réduite et leur affinité pour
les protéines plasmatiques est faible.

» Nombre des liaisons d’hydrogéne accepteur:

Tous les ligands ainsi que la 1SJ présentent un nombre d'accepteurs d'hydrogene inférieur a
10. Une molécule possédant moins de 10 liaisons hydrogéne accepteur peut démontrer une
plus grande sélectivité dans son interaction avec les récepteurs cibles. Ceci peut aider a
minimiser les effets indésirables en réduisant les interactions non spécifiques avec d'autres
composants du corps. Une molécule avec un nombre restreint de liaisons hydrogéne accepteur
peut également afficher une meilleure activité pharmacologique, en se liant de maniére plus
spécifique a sa cible thérapeutique. Ce phénomene peut améliorer I'efficacité du médicament

et réduire les doses nécessaires pour obtenir I'effet désiré.

» Nombre des liaisons d’hydrogéne donneur:

Les ligands (LI,L3.L5,L6, L7) ainsi que la 1SJ présentent un nombre de donneurs d'hydrogene
inférieur ou égal a 5, ce qui améliore leurs propriétés physico-chimiques, favorisant
notamment une meilleure solubilité et une plus grande perméabilité a travers les membranes
biologiques. Cette caractéristique facilite I'absorption, la distribution et la biodisponibilité du

médicament dans l'organisme.

En contraste, les ligands (L2,L4) présentent un nombre de donneurs d'hydrogéne supérieur a
5, ce qui diminue leur perméabilité a travers la bicouche lipidique, limitant ainsi leur capacité

a traverser les membranes biologiques.

> Le nombre de violation:

Tous les ligands étudiés, y compris 1SJ, respectent la régle de Lipinski avec un nombre de
violations inférieur ou égal a 1. Par conséquent, on peut conclure que ces composes sont
conformes a la régle de Lipinski, ce qui suggére théoriqguement qu'ils ne devraient pas

rencontrer de problémes de biodisponibilité orale.
B. Application de la Regle de VEBER

Une fois que nous avons verifié la conformité avec la régle de Lipinski et confirmé des

résultats positifs, nous pouvons ensuite examiner si la molécule respecte également la regle de




CHAPITR IV : Résultats et Discussion

Veber pour garantir sa conformité. Cette regle se focalise sur le nombre de liaisons libres dans

la molécule et évalue sa mobilité potentielle [13].

> Les valeurs des liaisons rotatives :

Nos composeés affichent généralement des valeurs de liaisons rotatives inférieures ou égal a
10, ce qui suggere une faible flexibilité moléculaire lors de leur interaction avec une protéine,

et donc des changements de conformation minimes.

> Les valeurs des TPSA:

Les composés (L5,L6,L7) ainsi que la 1SJ présentent des valeurs de surface moléculaire
polaire inférieures a 140 A2, ce qui suggeére une faible polarité moléculaire. Les molécules
avec une faible surface polaire ont tendance a étre moins solubles dans les milieux aqueux,
limitant ainsi leur dissolution et leur biodisponibilité dans le corps, ce qui peut affecter leur
efficacité.

En revanche, les composés (L1,L2,L3,L4) présentent des valeurs de surface moléculaire
supérieures a 140 A2, indiquant une capacité de transport limitée a travers les membranes.
D'aprés les résultats de I'étude des propriétés moléculaires (DRUG LIKENESS), seuls les
composes (L5, L6, L7) et 1SJ respectent les regles de Veber et de Lipinski. Le respect de ces
regles est une étape cruciale dans la sélection de composés potentiels en tant que
médicaments. Nous examinerons maintenant les propriétes ADMETox de ces Composés.

2.3 Résultats des filtres ADME-Tox

L'analyse du profil ADME-Tox des trois composes revét une importance capitale afin de saisir
leur capacité a générer I'effet thérapeutique recherché tout en prévenant la survenue d'effets
secondaires indésirables. De plus, l'utilisation de la prédiction ADME-Tox comme critére de

sélection facilite I'identification du composé le plus prometteur parmi ceux examinés.

2.3.1 Absorption

Cette étape vise a évaluer la capacité du compose a étre absorbé par le systeme biologique

apres son administration.
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Tableau 1V.4 Les résultats de I’ Absorption.

Ligands | Solubilité | Perméabilité Absorption Perméabilité Glycoprotéine
dans Caco2 (Log intestinale cutanée P de la
I’eau Papp an 10-6 (humain (Log.kp) Substrat
cm/s) Absorbé %)

| L5 -2.891 -0.258 37.358 -2.735 oui

| L6 -2.89 -0.1 46.56 -2.735 oui

| L7 -2.722 -0.837 58.046 -2.735 oui

| 1SJ -2.637 -0.349 35.291 -2.735 non

> Solubilité dans I'eau:

C'est une caracteristique cruciale pour I'absorption. Selon le Tableau 1V.4, tous les composés,
ainsi que la 1SJ, présentent des valeurs inférieures a -2, ce qui les classe comme des
molécules solubles dans I'eau. La solubilit¢ dans I'eau facilite I'administration des
médicaments, car de nombreuses formes de médicaments sont administrées sous forme de
solutions orales ou injectables. Un composé soluble dans I'eau peut étre formulé plus aisément
dans ces formulations et permet une administration plus pratique au patient.

> Perméabilité caco?:

Les lignées cellulaires Caco2 ou d'adénocarcinome colorectal épithélial humain sont
communément utilisées comme modeles in vitro pour évaluer I'absorption d'un médicament
administré par voie orale a travers la muqueuse intestinale humaine. Selon nos résultats, les
valeurs prédites de tous les composés dépassent 0,9, ce qui indique une perméabilité élevée
pour le Caco2. Une perméabilité réduite pour les cellules Caco-2 peut signifier que le
composé éprouve des difficultés a franchir la barriere intestinale et a étre absorbé
efficacement dans la circulation sanguine. Cette situation peut entrainer une biodisponibilité
réduite du medicament, ce qui signifie qu'une quantité limitée de celui-ci atteint la circulation
systémique.

> Absorption intestinale :

En raison de sa grande surface, l'intestin représente le principal lieu d'absorption pour un
médicament administré par voie orale. Lorsque la valeur de I'absorbance d'une molécule est
inférieure a 30 %, on consideére qu'elle est mal absorbée. Ainsi, selon notre analyse, tous les
trois composés (L5, L6, L7) ainsi que 1SJ présentent une bonne absorption dans les intestins
humains.

» Perméabilité cutanée:

Le développement de systémes d'administration de medicaments transdermiques et d'autres

formulations topiques est fortement influencé par la perméabilité cutanée. Une pénétration
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cutanée satisfaisante est anticipée lorsque le log Kp est supérieur a -2,5. Cependant, selon nos
résultats, les valeurs de log Kp de tous les composés sont inférieures a -2,5, ce qui suggeére
généralement une capacité limitée a traverser la peau.

» Substrat P-glycoprotéine:

Les résultats démontrent que tous les composes sont des substrats de la glycoprotéine P (P-
gp), sauf le ligand de référence 1SJ. La glycoprotéine P (P-gp) agit comme une pompe de
transport active, jouant ainsi un role dans l'efflux des médicaments hors des cellules,
notamment des cellules de la peau. Par conséquent, nos composés pourraient offrir des
avantages par rapport au ligand de référence 1SJ en termes de meilleure rétention

intracellulaire et potentiellement une plus grande efficacité thérapeutique.
2.3.2 Distribution.

Les paramétres de distribution des inhibiteurs les plus efficaces ont été évalués lors du
processus de développement du médicament. Les résultats détaillés sont présentés dans le
Tableau ci-dessous.

Tableau 1.5 Les résultats de Distribution.

Ligands Vds (humain) Perméabilité BBB Perméabilité du

SNC

0.016 1.029 3518
0.208 0.897 3.041
-0.849 -0.898 -3.336
0.62 -1.296 -3.659

> Le volume de distribution:

Le volume de distribution, un paramétre essentiel de la pharmacocinétique, est crucial pour
évaluer la distribution d'un médicament dans les tissus corporels, ce qui est indispensable pour
élaborer une posologie adaptée a chaque médicament [5]. Il représente le volume de plasma

ou de sang ou le composé est supposé étre dissous a I'état stable ou a I'équilibre [6].

Un volume de distribution inférieur a 0,15 est qualifié de faible, tandis qu'une valeur
dépassant 0,45 est considérée comme élevée. D'apres notre analyse, tous les composés ainsi
que le compose 1SJ présentent des valeurs de volume de distribution faibles. Cette

observation peut étre attribuée a un effet d'efflux de la glycoprotéine P (P-gp).

> Perméabilité BBB:

La "perméabilité de la BBB" ou "perméabilité du cerveau™ se référe a la capacité d'une

substance ou d'un médicament spécifique a traverser la barriére hémato-encéphalique (BBB),
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qui est la barriére qui separe le sang des tissus cérébraux. La perméabilité de la BBB est
cruciale pour déterminer la capacité d'un médicament a atteindre le cerveau, car le
médicament doit franchir cette barriere pour étre efficace dans le traitement de diverses
affections du systeme nerveux central. Les molécules avec un "log BBB" supérieur a 0,3 ont
tendance a traverser aisément la barriére hématoencéphalique, tandis que celles ayant un "log
BBB" inférieur & -1 ont généralement une faible distribution dans le cerveau. Par conséquent,
les valeurs de "log BBB" le composé L5 ainsi que la 1sj étant inférieures a -1, cela suggére
une faible distribution dans le cerveau pour ces composés. Comme nos composés ciblent
I'enzyme de la Neuraminidase, et n'ont donc pas besoin de traverser la barriere
hématoencéphalique, le résultat prévu est considéré comme positif pour les composés

Proposeés.

> Perméabilité de SNC:

La mesure de la perméabilité du systéeme nerveux central (SNC) est considérée comme plus
directe que celle de la permeabilité de la barriere hémato-encéphalique (BBB), car elle repose
sur des perfusions cérébrales in situ ou le composé est injecté directement dans l'artére
carotide. Contrairement a la mesure de la perméabilité BBB, cette méthode est moins sensible
aux effets de distribution systémique, qui pourraient altérer la pénétration du composé dans le
cerveau [7]. Les composés dont le coefficient de perméabilité a travers la barriére
hématoencéphalique (PS) est supérieur a -2 peuvent accéder au systéeme nerveux central
(SNC), tandis que ceux avec un PS inférieur a -3 sont incapables de franchir cette barriére
pour atteindre le SNC. Selon l'analyse, tous les composés présentent des valeurs de PS
inférieures a -3, ce qui indique leur incapacité a traverser la barriéere hématoencéphalique et a
atteindre le systéme nerveux central. Par conséquent, ces composés ne peuvent pas manifester
d'activité pharmacologique dans le SNC ni induire d'effets secondaires dans cette région du

corps.

2.3.2 Métabolisme

Les modéles de type "Oui" ou "Non" renseignent sur la probabilité accrue qu'une molécule
donnée soit un inhibiteur ou un non-inhibiteur d'un cytochrome P450 (CYP) spécifique. Dans
le métabolisme, deux types de réactions sont distingués : la phase | et la phase Il. Les
cytochromes P450 sont les enzymes les plus fréquemment impliquées dans la phase I, se

déroulant dans le foie, ou elles sont responsables de l'oxydation, de la réduction et de
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I'nydrolyse des composeés lipophiles. Si une molécule ne réagit pas avec ces enzymes, elle ne

subira pas ces réactions et ne sera pas métabolisée lors de la phase I.

Tableau I'V.6 Les résultats de Métabolisme.

Ligands | Inhibiteur Inhibiteur | Inhibiteur | Inhibiteur Inhibiteur

duCYP1A2 | du du du du
CYP2C19 | CYP2C9 | CYP2D6 CYP3A4

Les résultats de I'analyse (Tableau 1.6 ) ont révélé que nos composés ne reéagissent pas avec
les enzymes de la phase I, ce qui implique qu'ils ne subiront pas les réactions d'oxydation, de
réduction et d'hydrolyse au cours de cette phase du métabolisme. Cependant, s'ils sont des
inhibiteurs du CYP, ils peuvent encore étre soumis a d'autres réactions de métabolisme de
phase I, telles que la glucuronidation, la sulfatation ou la méthylation. Malgré cela, cette
constatation suggére que le risque d'interaction avec d'autres médicaments est probablement
faible.

2.34 Elimination

La phase ultime du cycle de vie d'un médicament est son élimination de l'organisme, ou
excrétion. Cette étape revét une grande importance pour le corps. Les principaux parameétres

liés a cette phase sont répertoriés dans le Tableau 1V.7.

Tableau I1'V.7 Les résultats de I’Elimination.

non
0.771 non
0.556 non

> Laclairance totale:

La clairance totale d'un médicament résulte de la combinaison de sa clairance hépatique et de
sa clairance rénale, et elle est étroitement liée a sa biodisponibilité. Déterminer les doses

nécessaires pour atteindre des concentrations a I'état d'équilibre est crucial. Nous notons que
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tous les composés présentent des valeurs de clairance totale élevées, ce qui suggere qu'ils sont

éliminés plus rapidement de I'organisme.

» Le transporteur rénal de cations organigues 2 (OCT2):

Le transporteur de cations organiques 2 rénal (OCT2) est un acteur clé dans I'élimination
rénale des médicaments cationiques. Cela implique un risque potentiel d'interactions
médicamenteuses, notamment pour les composés qui inhibent I'OCT2, réduisant ainsi la
clairance du substrat OCT2[8] Cependant, les résultats obtenus ont montré qu’aucun des

composeés n'était considéré comme un substrat rénal de I'OCT?2.
2.35Toxicité

L'étude de la toxicité in silico d'une substance implique la réalisation de simulations
pharmacologiques visant a déterminer son niveau de dangerosité et/ou de nocivité, afin de
réglementer son utilisation. L'évaluation de l'action d'une substance toxique se base sur
plusieurs parameétres, notamment son mode d'administration [9]. Le Tableau 1V.8 présente les

différents parameétres de toxicité étudiés.

Tableaul V.8 Les résultats de Toxicité.

Toxicité aigué Sensibilisation
(LD50) « Mol/kg » | cutanée
Non 2.264
_ Non 2.267 Non

L5
L6
Non 2.353 Non

» AMES toxicité:

Oui 2.482 Non

Le test d’Ames est une méthode largement utilisée pour évaluer le potentiel mutagéne d'un
compose en utilisant des bactéries. Un résultat positif suggére que le composé est mutagene et
pourrait ainsi agir comme un agent cancérigéne. Dans le cas présent, avec une prévision in
silico, tous nos composeés ont donné des résultats négatifs lors du test d'’Ames, ce qui indique
qu'ils n‘ont pas montré d'activité mutagéne. Cela est encourageant en termes de sécurité et de
tolérance de ces composes [10]. Cette caractéristique différencie nos composés proposés du

ligand de référence.

> La dose létale médiane ou (LD50):

La LD50 (Dose Létale Médiane) est une mesure utilisée pour évaluer la toxicité aigué d'une

substance [11]. Elle représente la dose a laquelle la moitié des individus d'une population
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exposée est susceptible de décéder, ce qui indique la capacité de la substance a entrainer la
mort chez un pourcentage donné de sujets. En géneral, plus la valeur de la LD50 est faible,
plus le composé est considéré comme étant toxique et potentiellement mortel. D'apres les
résultats, tous les composés ont des valeurs de LD50 élevées, ce qui indique qu'ils sont moins

toxiques et moins létaux.

» La sensibilisation cutanée:

La dermatite de contact allergique, un effet secondaire des médicaments, peut entrainer des
problémes de santé potentiellement mortels [12]. Cependant, les résultats de notre étude in
silico ont montré qu'aucun des composes étudiés n'était susceptible de causer une allergie
cutanée. Cette constatation est encourageante en termes de sécurité et de tolérance cutanée de

ces COmMpOses.

2.4 Lachimie médicinale
En utilisant le site swisSADME, nous avons étudié les propriétés de chimie médicinale des

trois composés. Les résultats de I'étude sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau V.9 Les propriétés chimiques médicinales des principaux composes.

‘ 1 Alerte 232
L6 ‘ 0 Alerte 2.01

» Pains
Les "PAINS" (Pan-Assay INterference compound) sont des substances chimiques qui

interferent de maniére non spécifique avec divers tests biologiques, pouvant ainsi engendrer
des résultats faussement positifs ou négatifs. [14].

Selon les résultats de I'étude tableau 1V.9, les composés L6, L7 ainsi que le ligand de
référence 1sj ne montrent aucune alerte de PAINS, ce qui indique qu'ils ne présentent pas de
caractéristiques susceptibles de causer des interférences non spécifiques dans les tests
biologiques ou les essais a haut débit. Cela est encourageant car ils devraient étre relativement
srs a utiliser dans des études de chimie médicinale. Cependant, le composé L5 possede une

alerte PAINS, due a la présence d'une structure catéchol, ce qui signifie qu'il pourrait
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présenter des interférences potentielles dans les tests biologiques, nécessitant une prudence
particuliére et des tests supplémentaires pour confirmer son utilité et sa spécificité..

» Accessibilité synthétique

"Accessibilité synthétique™ se réfere a la capacité des scientifiques a synthétiser un composé
chimique de maniére aisée et efficace a travers les méthodes synthétiques disponibles [15].

Dans le contexte donné, les valeurs positives de l'accessibilité synthétique, inférieures a 5,
indiquent que les composés L5, L6, L7 et 1SJ peuvent étre facilement synthétisés. Ceci
suggere que ces composés peuvent étre produits de maniere efficace et rentable a l'aide des

méthodes synthétiques existantes.
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CONCLUSION GENERALE

La grippe est une maladie respiratoire contagieuse causée par les virus de la grippe. Elle peut
entrainer une gamme de symptdmes, allant de Iégers a graves, et peut parfois étre mortelle,
surtout chez les personnes agees, les jeunes enfants et les personnes ayant des problémes de

santé sous-jacents.

Nous avons utilisé le logiciel "Schrddinger" pour effectuer le Docking Moléculaire sur 2175
composeés naturels provenant de la base de données NPass. Notre objectif était d'identifier les
meilleurs complexes en nous concentrant sur des criteres clés, notamment I'énergie formée par
le complexe protéine-ligand. Pour ce faire, nous avons comparé les scores d'énergie avec celui
du ligand de référence 1SJ (-9,04 kcal/mol) afin de sélectionner les ligands présentant une
affinité plus élevée pour la protéine cible. Parmi les résultats obtenus, sept ligands (L1, L2,
L3, L4, L5, L6, L7) ont formé des complexes avec le récepteur 4K52, présentant des scores
d'énergie inférieurs a celui de 1SJ. Ces sept composés présentent de fortes liaisons avec les
résidus du site actif de la protéine neuraminidase, notamment des liaisons hydrogénes et des
interactions électrostatiques, contribuant ainsi a la stabilité des complexes formes,
comparativement au ligand de référence 1SJ.Le site actif de la neuraminidase, principalement
composé de résidus d'arginine, d'aspartate et de glutamate, interagit avec les groupements
acides sialiques chargés sur les glycoprotéines. Cette polarité du site actif est essentielle pour
cliver les groupements acides sialiques, ce qui suggere que les inhibiteurs proposés devraient
cibler ces résidus chargés par des interactions électrostatiques pour perturber l'activité

enzymatique, et c'est ce que nos composés ont accompli.

Aprés avoir identifié les composés que nous prévoyons d'avoir un bon effet inhibiteur de
I'enzyme NA en raison de la stabilité de leurs complexes, nous avons étudié les propriétés de
ces composés. Dans une premiére partie, nous avons évalué les propriétés de la « DRUG-
LIKENESS » sur les sept composes identifiés precedemment en appliquant les regles de
Lipinski et de Veber. Selon les résultats, tous les ligands (L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7)
respectent la régle de Lipinski, indiquant leur potentiel de biodisponibilité par voie orale.

Quant a la reégle de Veber, seuls trois composés (L5, L6, L7) la respectent.

Dans la deuxieme partie, nous avons étudié les propriétés ADME-Tox pour les trois composés
identifiés (L5, L6, L7). Cette analyse, portant sur I'absorption, la distribution, le métabolisme,
I'élimination et la toxicité, a montré que ces composés présentaient des caractéristiques

favorables en termes d'absorption intestinale et ne présentaient aucun risque mutagene.




Ces résultats nous permettent de conclure que les composés (L5, L6, L7) sont des inhibiteurs
puissants de la protéine Neuraminidase, présentant des caractéristiques structurelles
favorables pour le développement de traitements antiviraux efficaces. Cette étude souligne
Iimportance de l'utilisation de plusieurs méthodes de modélisation moléculaire dans la
découverte et I'identification de nouveaux médicaments, offrant ainsi une base solide pour de

futures  recherches  sur le  développement de  médicaments  antiviraux.
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