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Résumeé :
NS5B est I'enzyme qui catalyse la synthése de I'ARN viral. Elle est indispensable pour que le virus
puisse se répliquer et se multiplier dans les cellules infectées. Elle est une ARN-polymérase
dépendante de I'ARN.

Ce travail s’inscrit dans la perspective de la conception in silico des nouveaux inhibiteurs dérivés
de I’indole 6 carboxamide basées sur le docking moléculaire afin de de contourner les limites du
criblage expérimental dans le cadre de la recherche de nouveaux médicaments contribuant au

traitement de 1’hépatite C.

Dans cette étude on a utilisé le logiciel MOE pour effectuer un criblage virtuel de 72 composés
au niveau du site actif 3SKA, Parmi ces composés, on a identifié neuf molécules présentant une

affinité supérieure a celle du compose de référence 053, dont le score était de -7.89 kcal /mol.

L’évaluation des propriétés physicochimiques relevant des régles de Lipinski et de Veber,
pharmacocinétiques de ces analogues par les serveurs Swissadme a conduit & la rétention d’un seul

inhibiteur L67 présentant théoriquement le meilleur profile ADME.

Ces résultats constituent une base prometteuse pour le développement de nouveaux médicaments

contre le virus de I'hépatite C.

Mots clés : NS5B, ARN polymérase, MOE, 3SKA, Lipinski, Veber, Swissadme, ADME.



ABSTRAT:

NS5B is the enzyme that catalyzes the synthesis of viral RNA. It is essential for the virus to
replicate and multiply in infected cells. It is an RNA-dependent RNA polymerase.

This work is part of the in-silico design of new indole-6 carboxamide-derivative inhibitors based
on molecular docking to overcome the limitations of experimental screening in the search for new
drugs contributing to the treatment of hepatitis C.

In this study, MOE software was used to perform a virtual screening of 72 compounds at the
3SKA active site. Among these compounds, nine molecules were identified with a higher affinity
than the reference compound 053.whose score was -7.89 kcal/mol.

The evaluation of the physicochemical properties of these analogues, based on Lipinski and Veber
rules, and the pharmacokinetics of these analogues by Swissadme servers, led to the selection of one
inhibitor L67 theoretically exhibiting the best ADME profile.

These results provide a promising basis for the development of new drugs against the hepatitis C
virus.

Keywords: NS5B, RNA polymerase, MOE, 3SKA, Lipinski, Veber, Swissadme, ADME.
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Introduction :
Le terme d’hépatite est appliqué a une large catégorie d’entités cliniques et pathologiques, qui
résultent de lésions hépatiques d’origine infecticuses (virales et bactérienne) et non infecticuses

(alcool, prises de substances illicites, prescriptions médicamenteuses).[1]

Le terme « hépatite virale » doit étre réservé aux maladies associées aux virus ayant un
véritable hepato tropisme avec, comme symptdmes prédominante, une hépatite clinico--biologique.
En une vingtaine d’années, les progres dans la connaissance des hépatites virales ont été

considérables. [1]

L’hépatite C représente un véritable probléme de santé publique ¢’est I’inflammation du foie
provoquée par le virus de I’hépatite C (VHC).
L’infection par ce virus peut entrainer une maladie aigiie ou chronique et s’apparaissent par des
formes bénignes aussi bien que par une maladie grave qui s’installe a vie, comme la cirrhose ou le
cancer. Les infections aigués par le VHC sont habituellement asymptomatiques et ne conduisent pas
la plupart du temps a une maladie potentiellement mortelle. Chez environ 30 % (15 % a 45 %) des
personnes infectées, le virus est spontanément ¢liminé dans les six mois qui suivent 1’infection, sans
aucun traitement. Pour les 70 % restants (55 % a 85 %), I’infection évoluera vers une forme chronique.
Chez les malades chroniques, le risque de cirrhose est de 15 % a 30 % dans les 20 ans qui suivent
I’infection. Jusqu’a aujourd’hui, les chercheurs n’ont pu mettre au point ni vaccin ni un traitement

efficace qui guérit I’hépatite C a 100%.[1]

L’attention des chercheurs se dirige actuellement vers un nouveau type de traitement qui tend
a remplacer la bithérapie classique par les interférons et la ribavirine. Il s’agit des antiviraux d’action
directe qui ciblent les protéines virales indispensables pour le processus vital du virus. A ce titre,
plusieurs protéines sont apparues comme cibles privilégiées mais c’est I’ARN polymérase NS5B qui
semble intéresser beaucoup plus les scientifiques car nécessaire pour la copie de I’ARN génomique

du VHC et la transcription de I’ARNm. [2]

D’autre part, les mécanismes biologiques sont majoritairement fondés sur des interactions
entre les protéines. L'étude détaillée de ces interactions a I'échelle moléculaire est donc d'une
importance capitale et peut étre réalisée grace a la cristallographie aux rayons X ou a la résonance
magnétique nucléaire (RMN). Malheureusement, ces techniques ne peuvent pas détailler toutes les

interactions en raison de I'innombrable diversité de molécules présentes dans une seule cellule. [3]

Dans nos jours, la modélisation moléculaire est devenue une méthode innovante pour

comprendre les phénomeénes chimiques et constitue désormais un outil indispensable en chimie
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structurale, notamment pour le calcul des surfaces d’énergie potentielle des molécules organiques.
[4] Elle s'avere souvent nécessaire lorsque les expériences reelles sont trop difficiles, dangereuses,
colteuses, longues, rapides, éthiquement inacceptables, voire impossibles a réaliser. Actuellement,
elle permet non seulement d'élaborer les mécanismes de complexation et les profils énergétiques,
mais aussi de justifier et de prédire les conformations les plus stables ainsi que les interactions entre

une enzyme et un ligand.

Parmi les méthodes les plus couramment utilisées dans le domaine de la modélisation
moléculaire est : le docking moléculaire (ou I’amarrage moléculaire) la plus favorable de deux

molécules en interaction et formant un complexe stable. [5]

Le docking moléculaire vise a prédire la structure d’un complexe constitué d’un ligand et
d’une protéine pour prévoir les modes d’interactions possibles pouvant mener a une valeur
d’enthalpie libre de formation qui traduit 1’inhibition de la cible étudiée. Les anciens formalismes de
docking moléculaire traitent la protéine ainsi que le ligand comme des corps rigides. A présent, les

nouveaux codes prennent en compte la flexibilité du ligand. [5]

Mon projet de fin d’étude s’inscrit justement dans ce contexte : Il s’agit de contribuer a trouver
des nouvelles molécules inhibitrices de la polymérase NS5B en combinant entre deux méthodes a
savoir ; docking moléculaire, et propriétés ADME. On s’intéresse a déterminer le mode d’interaction,
lors de la fixation de I’inhibiteur a ’enzyme durant la formation du complexe et puis trouvé la
meilleure complémentarité par le calcul de I’affinité du complexe formé. Le complexe qui aura la

plus grande affinité est celui qui présentera la meilleure activité et par la suite une meilleure inhibition.

Ces résultats aideront probablement au développement d’un outil thérapeutique efficace pour

lutter contre le développement de I’hépatite C.
Dans ce manuscrit mon travail sera organisé en deux parties :

- Partie théorique : dans laquelle le virus et ses caractéristiques seront décrits afin de définir les cibles
thérapeutiques possibles. On décrit ensuite la technique de la modelisation moléculaire utilisée pour
Iétude des interactions protéine-ligand.

- Partie pratique : dans laquelle on présente les différents matériels et méthodes utilisés dans cette

¢tude. On y expose également 1’essentiel de nos résultats qui seront interprétés et discutés.
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Chapitre | Généralités sur I’Hépatite C et la polymérase NS5B

. Introduction :

Le virus de I’hépatite C est un virus hépatotrope, I’infection par ce virus est caractérisée par des
niveaux élevés de production et de clairance virales quotidiennes. Et elle évolue dans la plupart des
cas vers une infection chronique. La possibilité de guérir une majorité de patients atteints d’hépatite
C justifie de renforcer les stratégies de dépistage et d’accés au traitement. Des outils sérologiques et
moléculaires sont disponibles pour le dépistage, le diagnostic et la prise en charge thérapeutique de
I’infection virale C. [1]

Dans ce chapitre, on va commencer par des notions générales sur 1’hépatite C puis on présente

la description de polymérase NS5B.

I1. L’infection par le virus de I’hépatite C :

1.1  Découverte du I’agent responsable :

Vers le milieu des années 1975, des tests sérologiques permirent de détecter la présence d'un
agent infectieux dans les banques de sang. Les patients, suite aux transfusions sanguines,
développaient une sévére maladie chronique inflammatoire du foie. A cette époque, les hépatites A
et B avaient été découvertes et des tests avaient été instaurés pour permettre leur détection. Les
personnes contaminées répondant négativement a ces Tests étaient alors dites atteintes d'un agent

infectieux inconnu causant « I'népatite post-transfusionnelle non-A non-B ». [2]

En 1989, cette entité pathologique fut rebaptisée 1’hépatite C, et son agent étiologique fut appelé
Virus de I’Hépatite C (VHC) suite a son isolation et caractérisation par Michael Houghton, Qui-Lim
Choo, et George Kuo. Dans la méme année, ces chercheurs ont acheve le séquencage complet d'un
génome du VHC par des techniques de clonage moléculaire, La découverte du VHC représente la
premiere identification d'un génome viral par l'usage de la biologie moléculaire plutdt que de la

microbiologie classique. [3]
11.2  Donnés épidémiologiques :

11.2.1 Dans le monde :

L’hépatite C compte aujourd’hui une grande prévalence mondiale et est considérée comme la
7éme cause de mortalité dans le monde. Il y a un peu moins d’une décennie on estimait encore
qu’environ 180 millions de personnes étaient infectées dans le monde. Le dernier rapport
épidémiologique établi par I’organisation mondiale de la santé estime aujourd’hui une prévalence de
71 millions de personnes infectées soit 1% de la population mondiale (figurel). Bien que le nombre
de personnes infectées par le VHC ait globalement baissé ces dix derni€res années, 1’incidence des
complications qui en résulte, dont les cirrhoses et les cancers, risque encore d’augmenter dans la

6
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prochaine décennie. Cette chute de prévalence est en partie due a ’augmentation de la mortalité en
raison de complications hépatiques liées a I’hépatite C, en Afrique notamment et principalement chez
les personnes agées [4]. L hépatite C continue donc a étre un probléme majeur de santé publique avec
une prévalence 7 fois supérieure a celle du SIDA et avec un nombre de déceés par an estimé a environ
1,3 millions, ce qui est un taux comparable a celui du SIDA et de la tuberculose. Ceci s’explique
notamment par le fait que les sujets infectés ne présentent souvent pas des symptémes durant les
premiéres 20 a 30 années d’infection. D autre part, le systéme de surveillance de I’infection par le
VHC est peu performant et la politique de dépistage systématique a tendance a négliger les

populations marginalisées dont font partie les sans-abris, les migrants, les toxicomanes, etc. [4]

La prévalence de I’hépatite C est distribuée de maniére hétérogéne autour du monde. Une plus
grande prévalence est estimée dans la région de la méditerranée orientale (2,3%). Des différences
importantes peuvent étre notées a I’intérieur d’une méme région. Sur le continent africain, I’ Afrique
de I’Ouest et I’ Afrique centrale paraissent étre des zones de haute endémicité avec des prévalences
supérieures a 8%. Au nord de I’ Afrique, la séroprévalence est modérée dans les pays de Maghreb par
contre en Egypte, la prévalence du VVHC est trés forte et parfois supérieure & 15%.[5] dont la majeure
cause de transmission de I’infection demeure le mode d’injections insécurisées. En Europe, environ
1,5% de la population, soit 5,6 millions de personnes, seraient chroniquement infectées. Concernant
I’Europe, la plus grande prévalence concerne les consommateurs actifs de drogues injectables (la

toxicomanie intraveineuse) qui est estimée de 44%.[6] [7]
11.2.2 En Algérie :

L’Algérie, pays considéré comme « émergent » en plein transition épidémiologique,
appartient a la zone de moyenne endémicité. En effet, la prévalence des anticorps anti-VHC est

estimée a 1 %.[8]

La bibliographie rapporte une étude régionale, réalisée en 2005, incluant 6 Wilayas de 1’est
du pays (Batna, Msila, Khenchela, Oum El Bouaghi, Tébessa et Souk Ahras) rapporte une prévalence
moyenne de 3,47 % pour I’hépatite C et de 1,57 % pour I’hépatite B. Ces études confirment que
I’Algérie, en regard de I’hépatite C, est une zone de moyenne endémie avec une variabilité inter-

régional. Aucune différence selon le sexe ou 1’dge n’a été observée. [9]



Chapitre | Généralités sur I’Hépatite C et la polymérase NS5B
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Figure 01 : Prévalence globale de I’infection par le virus de I’hépatite C et répartition des différents
génotypes du VHC a travers le monde. [10]

11.3  Modes de transmission du VHC et facteurs de risque :
La contamination a lieu par contact direct entre le sang d’un sujet sain et celui d’un sujet porteur du

virus. [11]
11.3.1 Transfusions de produits sanguins et dérivés :

Reconnue comme étant la premiére cause de contamination de la maladie jusqu’en 1990, la
transfusion de produits sanguins et dérivés a fortement contribué a sa diffusion dans la population.
En France le nombre de patients contaminés par transfusions sanguines a été estimé entre 100 000 et
400 000. La contamination a pu aussi bien se faire avec des dérivés sanguins stables que des produits
labiles. Le risque de transmission était dépendant du nombre de transfusions subies par le patient. Par
voie de conséquence, les hémophiles et les thalassémiques ont été des cibles préférentielles de cette
dissémination du virus.

11.3.2 Drogues par voie veineuse ou nasale :

Il s’agit la mode de contamination le plus fréquent actuellement. Le VHC possede une grande
résistance dans le milieu extérieur et une forte contagiosité par voie sanguine ce qui explique ce
phénomene. La transmission se fait par le partage du matériel d’injection intraveineuse. Une nouvelle
contamination importante est apparue résultant de 1’usage de drogue par voie nasale : le sniffing.
Cette pratique nécessite 1’usage d’une paille pouvant provoquer des Iésions de la muqueuse nasale.
Le partage de cette paille alors contaminée est a I’origine de la dissémination du virus dans le groupe

d’usagers.
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11.3.3 Transmission nosocomiale et accident d’exposition au sang :
Bien moins fréquente aujourd’hui avec I’arrivée du matériel stérile a usage unique, la transmission

nosocomiale n’est pas a exclure.

Malheureusement 1’ensemble du matériel utilis€é ne peut €tre a usage unique, une contamination
peut survenir avec 1’utilisation de matériel mal désinfecté, des objets souillés par le patient ou via les
mains du personnel soignant porteur du virus.

De nombreux cas d’hépatite C ont également été référencés chez les sujets ayant fait des tatouages
ou des piercings en raison d’une mauvaise désinfection du matériel voire de 1’absence totale de
désinfection dans certains commerces ou les précautions universelles n’étaient pas respectées.

Méme s’ils sont rares avec les précautions actuelles prises par le personnel soignant, un accident
d’exposition au sang (AES) est une cause possible de contamination via une blessure accidentelle
d’un personnel de santé avec du matériel souille par le sang du patient contaminé.

11.3.4 Transmission familiale :

Elle est possible lorsqu’un des membres de la famille est porteur d’une hépatite C via les objets de
toilette personnels (rasoir, coupe-ongles), pouvant potentiellement avoir été en contact avec le sang
du sujet porteur du VHC. En ce qui concerne la transmission sexuelle : I’ARN du VHC n’a pas été
retrouve de maniére constante dans les sécrétions vaginales et le sperme.

La transmission mere-enfant au cours de la grossesse survient essentiellement au moment de
L’accouchement. Bien que ce mode transmission ait été prouve, il reste faible. Toutefois le risque
peut étre multiplié par quatre lors d’une co-infection de la mére par le VIH. Le risque de
contamination est d’autant plus grand que la charge virale maternelle est importante et que des
instruments ont été utilisés par 1’obstétricien pour faciliter le travail.

Dans 20% des cas, le mode de contamination par le VHC reste inconnu.
I11.Le virus de ’hépatite C :
I11.1 Taxonomie et description :

Le VHC appartient a la famille des Flaviviridae, caractérisée par la présence d’une enveloppe et
d’un génome a acide ribonucléique (ARN) monocaténaire de polarité positive. Il est le principal
représentant du genre Hepacivirus. [12]

11 s’agit d’un virus de petite taille, la particule virale, sphérique, étant d’un diamétre compris entre
40 et 80 nm. Cette derniere est composée d’une seule copie du génome viral, d’une capside
icosaédrique constituée de la protéine de core C et d’une enveloppe phospholipidique d’origine
cellulaire dans laguelle sont enchassées les deux glycoprotéines virales transmembranaires, E1 et
E2.[12]
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Figure 02 : structeur de virus de I’hepatite C. [13]

111.2 Génome:
Le génome du VHC est une molécule d’ARN monocaténaire de polarité positive. Il
Comporte deux régions non codantes et un cadre de lecture ouvert. [14]

111.2.1 Une région 5’ non codante :

Comprenant 341 nucléotides. C’est la région la plus
conservée du génome. Elle forme des structures secondaires complexes formées de
tiges et de boucles. Cette région comporte un site d’entrée du ribosome (ou IRES pour
Internal Ribosomal Entry Site) essentiel pour le phénoméne d’initiation de Ia
traduction de la polyprotéine, mais également un signal d’encapsidation indispensable
a la formation de la nucléocapside virale. Cette région intervient donc essentiellement

dans les étapes de traduction et de réplication du virus.

111.2.2 Un cadre de lecture ouvert :

Unique contenant 9024 a 9111 nucléotides. Il permet la
synthése d’un précurseur polyprotéique clivé ensuite en 10 protéines virales avec de 5’
en 3’ : les protéines structurales (protéines de capside C et glycoprotéines d’enveloppe
E1l et E2) et les protéines non structurales NS (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A,
NS5B).

111.2.3 Une region 3’ non codante :
Composée de : [15]
- Une région non traduite.
- la protéine NS5B (variable).

- une région polyuridylée.

10
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- la région X (trés conservée).
Ces deux derniéres regions sont impliquées dans le potentiel infectieux du VHC.
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Figure 03 : Représentation schématique du génome du VHC. [14]
1.3 Variabilité Génotypique et leur répartition géographique :

Cette variabilit¢ du VHC a été a ’origine de I’émergence et de la diversification des différents
génotypes viraux au cours de 1’évolution.

L’analyse phylogénique de séquences de souches virales du VHC isolées au travers des
différents continents a permis d’identifier 6 groupes principaux de virus appelés « génotypes »,
numérotés de 1 a 6 et plus d’une centaine de « sous types », identifiés au sein de chaque génotype
par une lettre minuscule (génotypela,lb...).[16]

Les différents génotypes différent les uns des autres par 31 a 34% de leur séquence
nucléotidique et environ 30% de leur séquence en acides aminés. Les sous types différent les uns
des autres par 20 a 23% de leur séquence nucléotidique, avec des différences importantes selon la
région du génome considérée. [17]

La répartition géographique des différents génotypes varie en fonction des continents. Les
génotypes 1, 2 et 3 sont ubiquitaires avec des prévalences variables d’une région a 1’autre. Le
génotype 1 est le genotype le plus frequemment rencontré a travers le monde. Les sous types 1a et
1b sont majoritairement répandus en Amérique du Nord, au Japon et en Europe, de méme que les
sous types 2a et 2b. La répartition des génotypes 4, 5 et 6 apparait restreinte a certaines régions du
globe. Le VHC de génotype 4 est freqguemment observé dans le pourtour méditerranéen (notamment
Egypte, Moyen-Orient, Afrique du Nord). Le génotype 5 est localisé principalement en Afrique du
Sud et le génotype 6 dans les pays d’Asie du Sud-Est. [18]

11
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1.4 Protéines virales :

Le clivage de la polyprotéine précurseur du VHC est assuré de maniére co- et post traductionnelle
par des protéases virales et cellulaires au niveau de la lumiére du réticulum endoplasmique. Ainsi, la
maturation de la polyprotéine aboutit a la production de protéines matures structurales (la protéine
core, E1, E2) qui forment la particule virale et les protéines non structurales (p7, NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A et NS5B) qui interviennent dans la réplication du génome viral et la morphogenése des
particules infectieuses. NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B constituent la réplicase du VHC (unité
minimale de réplication) NS2 et p7 ne sont pas essentielles a la réplication mais participent avec les
autres protéines virales a 1’étape d’assemblage. [19]

111.4.1 Protéine NS5B :

NS5B est une polymérase virale [20] ancrée dans la membrane du RE [21]. Elle est capable de
s’associer aux autres protéines non structurales et a certaines protéines cellulaires de 1’hote, pour
constituer le complexe de réplication. En effet, elle posséde une activité ARN polymérase ARN-
dépendante, essentielle & la réplication du génome du VHC [20] Une hélice a, composée des 21
derniers acides aminés situés en C-terminal, sert d’ancrage dans la membrane du RE. Celle-ci est
indispensable pour la réplication. La structure tridimensionnelle de NS5B est agencée en « main
droite », composée de trois domaines : des « doigts », un « pouce » et une « paume » [21]. Ces

structures enveloppent le site actif, situé a la base de la « paume ». [22]

Il existe d’autres structures particulieres, spécifiques de la protéine NS5B du VHC. Tout d’abord,
une extension des « doigts » appelée « fingertips », qui permet le repliement des « doigts » et du «
pouce » sur la « paume ». [23] Cet agencement va créer un passage a I’intérieur duquel sera dirigé
I’ARN viral, au moment de la réplication. [22] Ensuite, une boucle B, localisée dans le « pouce » et
orientée vers le site actif, positionne correctement le brin d’ARN matrice et permet ainsi I’initiation
de la synthese. [23] Enfin, en C-terminal, se trouve 40 acides aminés, reliant le « pouce » a une hélice

transmembranaire a.

Cette disposition est appelée « connecteur ». Elle joue également un réle dans la réplication, en

favorisant le maintien du « pouce » dans une conformation fermée. [23]

12
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Figure 04 : Structure de la protéine NS5B du VHC. [23]

A = structure primaire B et C = vue en rubans a des orientations séparées par 90°, les couleurs des

sous-domaines sont les mémes que pour la figure A

I11.5 Cycle cellulaire et réplication :

Les premicéres cibles du virus de I’hépatite C sont les hépatocytes. Il pourrait se répliquer aussi

dans certaines cellules mononuclées du sang (essentiellement lymphocytes B et monocytes) et dans

les cellules dendritiques, mais ceci reste controversé. [25] L’impossibilité de le cultiver in vitro a

rendu difficile la connaissance de son cycle cellulaire. Celui-ci se déroulerait probablement en six

étapes, par analogie au cycle viral des autres Flaviviridae. [26] [27]

Etape 1 : Fixation au récepteur et internalisation dans la cellule cible.

Etape 2 : Libération des génomes viraux dans le cytoplasme de la cellule cible.
Etape3 : Synthese des protéines virales.

Etape4 : Réplication de I’ARN.

Etape5 : Formation des particules virales.

Etape6 : Sécrétion des particules virales.

13
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111.5.1 Réle de NSSB dans le Réplication de I’ARN viral :

Arrivé a un certain niveau d’expression de geénes viraux, la traduction est ensuite inhibée par un
mécanisme encore non déterminé et la réplication du genome viral est initiée, une fois le génome
dépourvu de I’ensemble des ribosomes. La réplication a lieu au niveau d’une structure membranaire
dérivée du RE, la « membrane web ». L’initiation requiert la fixation d’un complexe de réplication
sur I’extrémité 3’UTR de I’ARN, nécessaire comprenant des protéines virales (NS5A et NS5B)
associées a certains protéines cellulaires telles les protéines NFAR qui permet la formation d’un
pseudo-nceud et le déclenchement de la réplication. Celles-ci reconnaissent les ARN double brins et
interagissent également avec I’extrémité 5’-UTR, permettant ainsi la constitution d’une boucle au

niveau de I’ARN, nécessaire a I’initiation de la réplication par les protéines NS5A et NS5B.

La traduction virale tout comme la réplication de I’ARN viral, utilisent comme matrice I’ARN de
polarité positive, montrant qu’il existe un processus qui permet de passer d’une étape a ’autre dans
le cycle viral. Cependant ce mécanisme n’est toujours pas connu. [28] Aprés la traduction, les
protéines du VHC et certains facteurs cellulaires s’associent au niveau d’un réseau membranaire. Ce
dernier est issu d’une accumulation de vésicules membranaires dérivées du RE et de gouttelettes
lipidiques. La formation de ce réseau est induite par la protéine non-structurale NS4B en combinaison
avec NS5A. Il a été montré que seule une petite fraction des protéines non structurales est associée
au réseau membranaire réalisant la réplication. Le reste des protéines pourrait étre utilisé pour
contrecarrer le systeme immunitaire ou participer a la formation de virions infectieux. Ainsi, le CR
du VHC se forme au niveau du réseau membranaire considéré comme un compartiment. Cette
compartimentation permettrait de protéger I’ARN viral contre les défenses cellulaires lors de la
réplication. La machinerie de réplication ainsi formée permet de répliquer I’ARN génomique du
VHC. La réplication commence par la synthese d’un ARN complémentaire de polarité négative (ARN
(-)) en utilisant le génome viral comme matrice. Ensuite, ce brin négatif sert de matrice pour la
synthése des brins positifs (ARN (+)). Ces deux étapes sont catalysées par I’ARN polymérase ARN
dépendante du VHC (NS5B), qui initie la synthése au niveau du 3’UTR du génome. Les ARN (+)
sont transcrits 5 a 10 fois plus que les ARN (-). [29]

D’autres facteurs cellulaires modulent la réplication du VHC. 1l y a des protéines du cytosquelette
comme 1’actine, ACTN1. Un grand nombre de kinases interagissent avec NS5A, telles que PDK-1
ou P14Kllla. P14Kllla est recrutée au site de réplication via une interaction membranaire avec NS5A
et semble contribuer a I'intégrité du CR. Certaines protéines qui se lient directement a NS5A ou NS5B

jouent un role essentiel dans la réplication. [29]
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Les protéines VAP-A et VAP-B localisées dans le RE et au niveau de I’appareil de Golgi en sont
deux exemples et seraient impliquées dans la formation du CR fonctionnel. De plus, il a été montré
que la cyclophiline A qui interagit directement avec NS5A a un role essentiel dans la réplication de
I'ARN du VHC. D’autres protéines, comme PTB qui se lie a I’ARN du VHC, participeraient aussi a
la réplication virale. Différentes équipes ont aussi rapporté que des protéines impliquées dans
I’autophagie telles que Beclin-1 ou ATGS5 faciliteraient I’initiation de la réplication de I’ARN du
VHC. De plus, ce processus cellulaire pourrait aussi contribuer a 1’assemblage des particules virales.
[29]

IV Développement de la Thérapie :

IV.1 Historique de traitement :

Depuis la découverte du VHC en 1989, des progres considérables ont été réalisés afin d’améliorer
I’efficacité du traitement de 1’hépatite C, qu’elle soit chronique ou aigué. Au début des années 90, la
thérapie des infections par le VHC reposait sur la monothérapie avec IFNa qui permettait d’obtenir
20% de RVS. En 1998, les travaux de McHutchison et al., et Poynard et al., ont montré que
I’utilisation d’une bithérapie associant I’'I[FNa et la RBV permettait I’augmentation significative du

taux de RVS obtenue chez 40% des patients infectés. [30]

En 2001, il a ét¢ démontré que ['utilisation de I'I[FNa conjugué a du polyéthyléne glycol
(peglFNa) était plus efficace que I’'IFNa. La bithérapie associant le peglFNa et la RBV permettait
d’avoir une RVS dans 50% des cas. [31] A I’heure actuelle, des nouvelles approches thérapeutiques
faisant appel a des AAD ont été¢ développées pour le traitement de 1’hépatite C chronique. Ces
molécules inhibent certaines des étapes du cycle viral et empéchent la production de particules virales

par les hépatocytes infectés.

o Le traitement de 1’hépatite C a pour objectif d’éradiquer I’infection virale, de ralentir la
fibrose, mais aussi d’empécher I’installation de la cirrhose et de ses complications comme le CHC.
De plus, I’objectif du traitement est d’atteindre la réponse virologique soutenue (RVS) qui est
définie par un ARN VHC indétectable 24 semaines apres la fin du traitement, dans le cas d’un
traitement par peg IFNa-RBV et 12 semaines apreés la fin du traitement en cas d’utilisation des AAD.
[31]
V.2 Nouvelles molécules anti-VHC :
Bien que la bithérapie par peg IFNa-RBV soit sans aucun doute un progrés important dans le
traitement du VHC, les résultats demeurent insatisfaisants, notamment pour les patients infectés par
le VHC de génotype 1 peu sensible au traitement. C’est pourquoi la mise a disposition des nouvelles

molécules thérapeutiques représente une avancée considérable. Aprés presque 25 ans d’améliorations
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progressives des thérapies a base d’IFNa, d’énormes efforts de recherche et de développement ont
produit un grand nombre de nouveaux traitements pour la prise en charge de I’hépatite C, en
particulier les traitements a base d’antiviraux a action directe (AAD) qui sont des inhibiteurs
spécifiques d’étapes du cycle viral. [32]

V.21 Antiviraux a action directe :

Les AAD déja sur le marché ou en développement clinique comprennent les inhibiteurs de la
maturation de la polyprotéine du VHC (les IP NS3/4A) et les inhibiteurs de la synthese et de la
réplication de I'ARN du VHC (les IN et les INN de la polymérase NS5B et les inhibiteurs de la
protéine NS5A). Les deux approches antivirales sont efficacement utilisées pour I'arrét de la
production de virus dans les cellules infectées. L'inhibition de la maturation de la protéine virale
inhibe également la réplication car les protéines virales non structurales fonctionnelles ne sont plus
produites et ne peuvent donc pas étre utilisées pour la formation de complexes de réplication. De
méme, 1’inhibition de la réplication du VHC bloque également la synthése des protéines virales car
la quantité de génomes VHC qui peut étre utilisée comme ARN messager diminue de facon
spectaculaire dans les cellules. [33]

1V.2.2 Anti-polymérases :

Concernant la polymérase NS5B, deux types d’inhibiteurs ont été développés présentant différents
modes d’action :

— Les IN entrent en compétition avec le substrat naturel pour se lier au site actif de I’ARN
polymérase ARN dépendante et ont un effet terminateur de chaine aprés incorporation dans I’ARN
nouvellement synthétise.

— Les INN inhibent I’activité enzymatique par fixation a I’un des quatre sites allostériques a la
surface de 1’enzyme entrainant une altération de la conformation de la polymérase, bloquant sa
fonction catalytique et donc la réplication [34]. Les sites de fixation sont situés soit au niveau du
« pouce » soit au niveau de la « paume » de la polymérase.

» Certains inhibiteurs de la polymérase NS5B : Adapté de Pawlotsky, 2014 et de L’ Association
Frangaise pour I’Etude du Foie (AFEF) I’Avis d’expert n° 6 Juin 2015.

Tableau 01 : Agents antiviraux disponibles ou en cours de développement dans le Traitement de
I’hépatite C. [33]
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Classe Génération Agents
Inhibiteurs nucléosidiques Analogues Sofosbuvir
Ou nucléotidiques Nucléotidiques VX-135

de la polymérase NS5B Analogue Méricitabine

Nucléosidique

Inhibiteurs du BMS-791325
Domaine du pouce | TMC647055
Inhibiteurs du Lomibuvir

Inhibiteurs non nucléosidiques | pomaine du pouce 11

de la polymérase NS5B GS-9669
Inhibiteurs du Dasabuvir
Domaine de la ABT-072
Paume |

V. Diagnostic de VHC :

L’OMS organise les campagnes de la Journée mondiale contre I’hépatite afin de mieux faire
connaitre et comprendre I’hépatite virale. A I’occasion de la Journée mondiale contre I’hépatite 2023,
I’OMS a mis I’accent sur le théme « Une vie, un foie » pour illustrer I’importance du foie pour une
vie saine et la nécessité d’intensifier la prévention, le dépistage et le traitement de I’hépatite virale
pour prévenir les maladies du foie et atteindre 1’objectif d’élimination de I’hépatite d’ici a 2030.

Nous utilisons les tests susmentionnés pour déterminer si un patient risque de contracter I'hépatite
C. [35] Les symptomes de I'infection chronique par le VHC ne refletent pas I'activité de la maladie,
les signes déclarés sont (Fatigue - nausées - anorexie - myalgie - arthralgie - faiblesse - perte de poids).
Les symptbmes apparaissent généralement une fois que la cirrhose s'est développée.

L'examen physique permet de rechercher des signes de maladie chronique du foie (jaunisse,
télangiectasie, gynécomastie, hépatomégalie, splénomégalie, circulation collatérale, ascite ou
cedéme).
Les Tests biochimiques pour détecter la présence de nécrose hépatique (concentrations de SGOT
(Serum glutamic oxaloacetic transaminase) et SGPT (Serum glutamic pyruvic transaminase)) et de
cholestase (concentrations de FA, bilirubine, et GGTP (gamma glutamylotranspeptydase)) et évaluer
la fonction hépatique (temps de prothrombine, concentrations d'albumine).
Analyse PCR a l'aide de kits commerciaux tels que : [35]

e Quantiplex HCV RNA Vv 2.0

e Cobas Amplicor HCV Monitor assay.
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e LCX ABBOTT point final
e ABI-Prism p-7000 ABBOTT (temps réel)

Si un test est utilisé, il doit étre effectué pour surveiller la réponse au traitement.
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Chapitre 11 Meéthodes de criblage virtuelle in silico

. Introduction :

De nos jours, I’industrie pharmaceutique fait appel a des technologies in silico pour la recherche
en amont, afin d'accélérer le développement et la découverte de molécules thérapeutiques candidat-
médicament. Grace a ces méthodes in silico, on peut méme prédire la toxicité et I’efficacité de la
molécule avant de passer aux essais experimentaux in vivo, donc elles nous permettent d’éliminer en
amont des molécules a toxicité élevée, contribuant ainsi a la diminution du nombre d’animaux utilisés

et & I'économie du temps. [1]

La modélisation moléculaire est devenue une nouvelle technique de compréhension des
phénomenes chimiques et un outil de travail a part entiére dans le domaine de la chimie structurale,
dans les calculs des surfaces d’énergie potentiel des molécules organique. [2] Elles s'imposent
souvent lorsque I'expérience réelle est trop difficile, trop dangereuse, trop colteuse, trop longue ou
trop rapide, éthiquement inacceptable, ou méme impossible a réaliser. Elles permettent, actuellement,
non seulement d’élaborer les mécanismes de complexassions et les profils énergétiques mais
également de justifier et prédire les conformations les plus stables ainsi que les interactions existantes

entre une enzyme et un ligand. [2]

Il. Docking moléculaire :
1.1 Définition et Principe :

Le docking moléculaire est une technique in silico utilisée pour prédire la meilleure
correspondance entre deux molécules lorsqu'elles sont liées I'une a lI'autre afin de générer un complexe
stable. L'optimisation de la forme et de I'orientation relative du ligand et de la protéine permet de
réduire I'énergie libre totale du systeme, ou une orientation favorite peut étre utilisée pour la
prédiction de I'affinité de la liaison entre deux molécules a l'aide de fonctions de scoring. [3] [4] Dans
ce processus, le ligand est intégré ou docké dans une cible protéique et une fonction de scoring sera
appliquée pour estimer la probabilité qu'un ligand se lie a une cible protéique avec une affinité éleveée.
Les ligands a forte affinité sont appelés "hits".[5] Un docking moléculaire précise doit pouvoir
distinguer les sites de liaison et de non-liaison et leurs interactions moléculaires. Les structures
cristallographiques a rayons X a haute résolution, les structures RMN ou les structures modélisées
par homologie sont nécessaires pour la bonne réalisation du processus de docking. La banque de
données des protéines (PDB) contient des milliers de structures de protéines en 3D qui ont été
identifiées expérimentalement. [6] Les outils de docking tels qu’Auto-Dock, AutoDock Vina, GOLD,
Glide, MOE, ICM et FlexX sont largement utilisés. Cependant, il n'existe pas de logiciel idéal pour

tous les systemes. Les utilisateurs doivent choisir leur logiciel préféré en fonction de la disponibilité,
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des besoins et 17 de la capacité de I'ordinateur, et peuvent utiliser plusieurs logiciels pour améliorer

la qualité de leur travail. [7]

1.2 Domaines d'application de docking moléculaire :

Les nouveaux candidats médicaments sont souvent dockés contre des cibles protéiques afin
d'anticiper I'orientation de leur liaison et de prédire ainsi leur affinité et leur activité. Ainsi, dans le
processus de conception et de découverte de nouveaux médicaments, I'amarrage est essentiel. Les
interactions résultant de docking moléculaire peuvent conduire a l'activation ou a l'inhibition de la
protéine, tandis que la liaison du ligand peut avoir un effet agoniste ou antagoniste. Généralement le
docking moléculaire est tres utile au criblage virtuel, optimisation des substances actives, aussi pour
étudier les interactions protéine- protéine/acide nucléique, les mécanismes des réactions

enzymatiques, et le génie protéique...ets. [8]

1.3  Type de docking :

Il existe deux types de classification du docking moléculaire. Le docking peut avoir lieu entre :
protéine-protéine, ligand-protéine et protéine-nucléotide. Le docking peut étre classé également en
docking rigide, flexible et semi-flexible. [9]

— Docking rigide :

Dans le cas des méthodes de docking rigide, la recherche de la pose optimale se limite au
positionnement. Cette opération consiste en la recherche exhaustive dans 1’espace discrétisé des 6
degrés de liberté. Certains programmes, s’ils n’appartiennent pas a la famille des techniques de
docking rigide, utilisent plusieurs étapes successives d’optimisation dont les premiéres peuvent
s’apparenter a du docking rigide. Par exemple, le programme Glide, utilise initialement, dans son
approche multi étape, une recherche systématique pour positionner le ligand de fagon approchée au

sein du site actif de la protéine. [10]

— Docking flexible

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

(dynamique moléculaire). [11]
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— Docking semi-flexible

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

variantes, est notamment adoptée par les programmes DOCK, FlexX, et Hammer Head. [10]

1.4 Les étapes de docking :

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes complémentaires qui sont

respectivement le Docking et le Scoring :

s S
m
Docking “ Scoring l -
Récepteur i Complexe

Figure 05 : les étapes de Docking moléculaire. [12]

11.4.1 Le docking :

Est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site actif de la protéine et a
échantillonner les conformations, positions et orientations (poses) possibles, en ne retenant que celle

qui représentent les modes d’interactions les plus favorables.
11.4.1.1 Ligand :
Pour déterminer la structure des ligands qui seront utilisées lors de la simulation. 1l existe deux
grandes bases de données pour cela. La premiere est constituée de structures générées par des

programmes de modélisation moléculaire qui utilisent les lois de la chimie quantique pour

optimiser la géométrie des molécules. La seconde est constituée de bases de données publiques
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telles que le Pub Chem Project ou la Protein Data Bank (PDB), ou les structures sont disponibles

sous différents formats tels que le SDF. [13]

11.4.1.2  Site actif :

La fonction des enzymes est liée a la présence dans leur structure d'un site particulier appelé
le site actif. Schématiquement, il a la forme d'une cavité ou d'un sillon dans lequel vont se
fixer les substrats gréace a plusieurs liaisons chimiques. Une fois fixés, les substrats vont réagir
et se transformer en produit. Le site actif est subdivisé en deux parties : [14]

e Le site de liaison : qui reconnait la complémentarité de forme avec un substrat spécifique a
I'enzyme.

e Lesite catalytique : qui est responsable de la fixation de I'enzyme sur le substrat Le placement
des fragments (atomes) dans le site actif est basé sur le principe de complémentarité stérique
et électronique entre ligand et récepteur.

+ Le téléchargement des structures chimiques des cibles a traiter, telles que des enzymes, a partir
de la banque de données PDB (Protein Data Bank) en utilisant un logiciel approprié. Si la
structure n'est pas encore déposée dans la bangque de données, la modélisation par homologie
peut étre utilisée pour construire la structure 3D de la cible souhaitée. Ensuite, il est important
de visualiser la structure de la cible et d'identifier les ligands co-cristallisés avec I'enzyme, tels
que des molécules d'eau, des ions ou des ligands, en utilisant un logiciel de visualisation. Pour
localiser le site actif de I'enzyme, la méthode de détection de cavité, telle que la méthode
"knob & Hole", peut étre utilisée. [15]

11.4.2 Lescoring :

Le Scoring est une méthode mathématique, utilisée pour estimer la puissance d’interaction et

I’affinité de liaison entre deux molécules aprées avoir été passées par 1’étape de docking. [16]

Il est également appliqué pour comparer et classer différentes structures chimiques (appelé
enrichissement ou focalisation de la base de données). La fonction de Scoring correspond a I’énergie
libre résultant du passage de la forme libre de la protéine et du ligand a 1’association sous forme de

complexe. Le principe thermodynamique est le suivant : [17]
AG= AGcomplexe — AGI igand-AGprotéine.

11.5 Validation de docking moléculaire :
La méthode de docking doit étre validée, comme toute autre approche. Le protocole de docking est
validé par le re-docking de ligands de référence avec des cibles. [18] ce processus commence apres

la préparation de la structure tridimensionnelle de la cible moléculaire et avant toutes simulations de
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docking moléculaire. Cette opération a pour but de tester si I'algorithme de docking produit une pose
correcte et si la fonction de scoring peut I'identifier comme une meilleure pose. [18]

Le RMSD qui compare les coordonnées de la conformation prédite par rapport a la conformation
initiale de tous les atomes lourds des deux conformations, est une mesure de validation standard ou
commune utilisée par les chercheurs. En général, les valeurs RMSD doivent étre inférieures 4 2,0 A,
Un écart important indique que le programme de docking n'est pas adapté pour predire la pose de
docking. [19]

11.6  Interactions ligand-protéine :

Les médicaments produisent leur effet en interagissant (de maniere covalente ou non covalente)
avec leur cible biologique dans le corps. [20] La majorité des médicaments approuves sont des petites
molécules organiques (ligands) qui modifient les processus biochimiques en interagissant avec les
protéines. L'élucidation du mécanisme derriere la liaison de petits composés organiques aux protéines
est donc tres pertinente a la fois pour la découverte de médicaments et pour la compréhension de
nombreux processus biochimiques qui dépendent de la liaison d'un ligand a une protéine. [20] Les
interactions non covalentes different des liaisons covalentes en ce qu'aucun électrons n'est partagé
entre les atomes participants. Les interactions non covalentes sont donc généralement plus faibles que
les liaisons covalentes. 1ls sont néanmoins spécifiques, attractifs et surtout réversibles et peuvent étre
formés et rompus sans étre associés a un codt énergétique important. [20] Les interactions non
covalentes jouent un réle clé dans les systéemes biologiques en ayant un impact sur la structure, la
dynamique et la fonction des biomolécules. En outre, elles influencent également les propriétés
physico-chimiques et les parameétres pharmacocinétiques de molécules telles que la solubilité, la
distribution et la perméabilité, qui sont fortement des parameétres importants dans le développement
de médicaments. Dans un complexe protéine-ligand, des interactions non covalentes peuvent étre
formées a la fois par voie intramoléculaire entre les acides aminés de la protéine et par voie

intermoléculaire entre la protéine et le ligand.
e Liaison Hydrogéne :

Les liaisons hydrogene sont une classe largement étudiée d'interactions non covalentes qui est trés
importante dans les protéines et les complexes protéine-ligand. La liaison hydrogéne est une
interaction intéressante entre un hydrogene lié a un atome plus électronégatif que H (donneur) et un
second atome électronégatif (accepteur). Les liaisons hydrogene ont des préférences geométriques
claires (c'est-a-dire qu'elles sont directionnelles), ou la force de I'interaction est affectée a la fois par
I'angle et la distance entre le donneur et I'accepteur. De plus, les liaisons hydrogéne se renforcent

souvent mutuellement de maniére coopérative positive. Les forces qui contribuent a I'énergie
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d'interaction dans une liaison hydrogene comprennent I'électrostatique, I'induction et la dispersion.
[20] Les liaisons hydrogéne peuvent étre classées comme « classiques » ou « non classiques » selon
les groupes donneurs et accepteurs participants.

e Les interactions électrostatiques :

Certains acides aminés peuvent porter une charge positive ou négative, engendrant ainsi des
interactions électrostatiques. Ces interactions électrostatiques opérent a des distances relativement

longues, (environ 10 A) entre des groupes d'atomes porteurs de charges électriques. [21]
e Les interactions de Van Der Walls :

Les interactions de VVan Der Waals sont des interactions faibles entre atomes ou molécules, qui
résultent de I'interaction entre les charges électriques fluctuantes autour des noyaux atomiques. Ces
interactions sont de courte portée et ne concernent que les atomes de surface. Elles sont nombreuses
et jouent un réle important dans la recherche de la concordance stérique entre le ligand et la protéine

réceptrice lors du docking moléculaire.

Les interactions hydrophobes : Les interactions hydrophobes résultent de I'aversion des acides
aminés hydrophobes et apolaires pour les molécules d'eau, qui ont tendance a s'associer entre elles.
Dans la structure des protéines, ces acides aminés se regroupent pour former des zones hydrophobes
ou les molécules d'eau ne peuvent pas établir de liaisons hydrogene avec les radicaux d'acides aminés.
Ces interactions sont importantes pour la stabilité et la conformation des protéines, ainsi que pour la

reconnaissance entre les protéines et les ligands. [21]
1.7 Limites de docking moléculaire :

La littérature sur le docking montre un développement mature, mais des défis importants
subsistent. Les programmes d'amarrage progressent, mais la flexibilité et la réussite de la scoring ne
sont pas parfaites. Le choix du meilleur programme pour des besoins et des résultats spécifiques est
un défi. Contrairement a la flexibilité des ligands, la flexibilité des protéines en est a ses débuts et
doit étre améliorée. De nombreuses études ont montré que les programmes de docking existants, qui
ont été développés pour les protéines, se heurtent a des difficultés lorsqu'ils sont utilisés directement
pour les acides nucléiques en raison de différences biochimiques et physiques majeures au niveau des

charges, des cavités de fixation et de la solvatation. [22]

I11.Les parametres de Drug likeness :
Les régles drug likeness ce sont des critéeres de filtrage, la plupart du temps basés sur des propriétés
physico-chimiques. Dans les années 1990, I'échec des candidats médicaments lors des phases

cliniques était principalement imputable a de mauvaises performances pharmacocinétiques et de
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biodisponibilité. [23] Il est alors apparu nécessaire de prendre en compte ces criteres des les phases
précoces de R&D (Research and Development) pour tenter de diminuer le taux d'échec des candidats-
médicaments. Nous avons utilisé ces régles pour tester et voir si les molécules congues possédent des

caractéres susceptibles de faire d’elles des médicaments « Drug-likeness ». [23]
I11.1 Regle de LIPINSKI (régle des 5) :

Une molécule candidat-médicament doit pouvoir survivre dans 1’organisme humain suffisamment
longtemps pour pouvoir exercer cette activité biologique. Les propriétés d’ADME de ces molécules
se vérifient lors de la premiére phase clinique, ¢’est-a-dire chez le sujet sain. [24]
— le poids moléculaire du composé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da),
— le logarithme décimal du coefficient de partage eau / 1-octanol, noté logP, doit étre inférieur
ab.
— le nombre de donneurs de liaisons hydrogéene doit étre inférieur a 5.
— le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogene doit étre inférieur a 10.
Les composés dont les propriétés physico-chimiques ne respectent pas au moins 2 régles sont
les plus susceptibles de présenter des problémes d'absorption ou de perméation.

1.2  Laregle de Veber :

La régle de Veber est une regle empirique qui vise a prédire la biodisponibilité orale d'un
médicament. Selon cette régle, un composeé doit avoir moins de 10 liaisons rotatives et moins de 10
liaisons doubles aromatiques pour étre considéré comme ayant une bonne biodisponibilité. Cette regle
a été proposee a la suite d'une étude statistique portant sur les données de biodisponibilité de plus de
9000 composés pharmaceutiques. Les composés qui respectent cette regle ont tendance a étre plus

biodisponibles que ceux qui ne la respectent pas. [25]

IV.ADME :

Les parametres ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion) associés a la
pharmacocinétique sont les paramétres clés a optimiser afin d'augmenter la possibilité pour une
molécule de devenir un médicament approuvé. Un bon candidat médicament doit étre rapidement et
complétement absorbé par voie gastro-intestinale, distribué spécifiquement vers son site d'action dans
le corps, métabolisé d'une manicre a ne pas altérer les fonctions de 1I’organisme, et éliminé de maniere

appropriée sans causer des dommages. [26]

C'est pourquoi il nous a été extrémement important d'inclure le profil ADME de chaque

pharmacophore pour pouvoir décrire le comportement des molécules au sein du corps humain.

29



Chapitre 11 Meéthodes de criblage virtuelle in silico

L'absorption implique le déplacement du médicament du lieu d'administration vers la
circulation sanguine générale pour exercer ses effets thérapeutiques. [27] Les paramétres qui
influent sur cette absorption sont principalement liés aux caractéristiques physico-chimiques
de la molécule, notamment sa taille, sa solubilité dans les lipides, son degré d'ionisation, sa
formulation, sa composition chimique, son effet pharmacologique, sa dose et sa concentration,
le débit sanguin, le site d'absorption et la voie d'administration. [28]

— Ladistribution de médicaments dans le corps fait référence a la facon dont les médicaments
se déplacent a travers le systéme circulatoire et atteignent les tissus cibles ou il exerce son
effet thérapeutique. Ce processus est influencé par divers facteurs tels que la solubilité du
médicament, I’affinit¢é du médicament pour les tissus, la liaison aux protéines et le flux
sanguin (perfusion). [29]

— Le métabolisme des substrats se déroule principalement dans le foie, puis dans les reins, les
poumons, la peau et le tractus gastro-intestinal. Ce processus implique des enzymes qui
altérent le substrat au niveau cellulaire. [29]

— L'@élimination d'un substrat du corps se fait de deux manieres : soit par I'excrétion du
médicament non métabolisé sous sa forme intacte, soit par une biotransformation métabolique
suivie d'excrétion. Les reins jouent un réle principal dans lI'excrétion, tandis que le foie est le

principal site de biotransformation. [30]
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I. Introduction :

De nos jours, les chimistes médicinaux trouvent de plus en plus de facilité dans le développement
de nouveaux médicaments. lls utilisent une modélisation moléculaire qui combine différentes
techniques de calcul théorique utilisées dans différents domaines comme la chimie, la biologie, la
pharmacie et la médecine. [1] Il permet de visualiser graphiquement la géométrie et la configuration
atomique d'une molécule, ainsi que d'évaluer ses propriétés physiques et chimiques. [2]

De plus, la recherche de nouveaux médicaments capables d'activer ou d'inhiber l'activité
biologique des protéines nécessite une prédiction précise de leurs affinités respectives. A cette fin,
diverses techniques de modélisation moléculaire ont été développées, comprenant notamment le

docking moléculaire et I'évaluation des propriétés ADME. [2]

Le docking moléculaire cherche a anticiper la formation de complexes moléculaires a partir de
molécules individuelles. Cette approche est a la fois plus pratique, économique et rapide que
I'utilisation de méthodes expérimentales in vitro. Ainsi, elle offre la possibilité d'influer sur le
mécanisme auquel la protéine étudiée participe. [3]

» Ce travail consiste a étudier les interactions entre une série de 72 composés avec le Site actif
de 3SKA par le docking moléculaire en utilisant le logiciel MOE. Ensuite, les meilleurs
ligands obtenus par cette méthode (docking moléculaire) sont soumis a 1’étude par les régles
de drug likeness et les propriétés ADME.

» Au niveau de ce chapitre, on va présenter la discussion des résultats obtenus au cours de
cette étude, en basant sur deux parameétres : 1’énergie (Score) et les distances des interactions
existantes entre certains groupements de la chaine latérale de 1’enzyme (résidus de site actif)

et les ligands étudiés.
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I1. Matériels utilisés :
I1.1  Microordinateur :

On a utilisé un ordinateur portable puissant (Toshiba DESKTOP-VNG8HQOJ) exécutant le
Windows 10 Professional, qui intégré un processeur Intel(R) Core (TM) i3-5005U CPU @ 2.00GHz
2.00 GHz avec une mémoire (RAM) de 12, 0 Go. Tous les logiciels utilisés sont installés sous le

Systéeme d’exploitation 64 bits, processeur x64.
1.2 Logiciels :

Un logiciel est un ensemble de programmes qui permet a un ordinateur ou a un systéeme
informatique d'assurer une tache ou une fonction en particulier, procédés et regles, et éventuellement
de la documentation, relatifs au fonctionnement d'un ensemble de traitement des données (Par
opposition au matériel). Un programme de docking moléculaire a pour but de prédire correctement
le mode d’interaction entre deux entités chimiques, et de reconnaitre parmi ceux —ci lequel est le

meilleur. [4]

Les logiciels de docking sont donc des outils tres utiles en biologie, pharmacie et médecine, car
la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligands) qui interagissent avec une cible
biologique d'intérét thérapeutique, généralement protéique (récepteur), afin d'influencer le

mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée. [5]

+ Dans le domaine de Docking moléculaire, plusieurs logiciels ont été utilisés pour étudier les
différentes interactions et les conformations les plus favorables du ligand au sein de son
récepteur. [6] Actuellement, un grand nombre de logiciels de Docking moléculaire sont
disponibles tels que : GOLD, AUTODOCK, AUTODOCK VINA, FLEXX, SURFLEX,
MOLEGRO VIRTUAL DOCKER, UCSF CHIMERA.

+ Les docking effectués dans cette étude ont été assistés par le logiciel MOE. Mon choix a porté

sur ce logiciel pour les nombreux avantages qu’il présente :

Interface simplifiée pour la conception de ligand

Détection et analyse de sites actifs

Visualisation des interactions

Conception interactive de ligand dans la poche

Diagrammes d'interaction protéine-ligand

Préparation automatisée des structures protéine et ligand et calcul de I'énergie libre. [7]
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1121 MOE 2014 :

Molecular Operating Environment (MOE) : il est utilisé Pour les études d'amarrage moléculaire
(Docking moléculaire), il a été utilisé par les biologistes et les chimistes dans les domaines de la
recherche en pharmacologie et en biotechnologie. MOE est une plate-forme qui comprend plusieurs
applications, visualisation, modélisation et simulation, et développement de méthodes, le tout dans
un seul package. Donc ¢’est un package c¢’est-a-dire un ensemble de plusieurs logiciels destinés a la
découverte et a la conception assistée par ordinateur de molécules biologiquement actives. Celui-ci
permet d’effectuer plusieurs taches pendant un temps trés réduit. Il permet de dessiner les molécules,
et les minimiser pour avoir les meilleures conformations de ces molécules. 1l permet également de
docker plusieurs ligands rassemblés dans une base de données dans le site actif d’une protéine de

maniére successive.

MOE présente une forme de docking flexible dans lequel le récepteur et le ligand change de
conformation et s’adaptent a I’environnement. Il est également possible de représenter I’enzyme et

son ligand co-cristallisateur. [8]

11.2.2 ChemDraw Ultra 20.0:

ChemDraw Ultra est un logiciel développé en 2003 par Cambridge Soft, Cambridge. Ce logiciel
permet a I’utilisateur de créer des modéles tridimensionnels, de visualiser, d’analyser et déterminer
les propriétés des molécules. C’est un logiciel exhaustif qui offre a I’utilisateur un outil exceptionnel

de modélisation et une interface intuitive et facile a utiliser.

Il est destiné aux chimistes et biologistes, intégrant toute une gamme d’outils intelligents
permettant de faciliter les travaux des chercheurs au quotidien. En plus des fonctionnalités de
ChemDraw Prime, il inclut de nombreux outils innovants tels que la prévision RMN ou la fonction

nom=structure. [9]

11.2.3  Hyperchem:
HyperChem Est un environnement de modélisation moléculaire sophistiqué reconnu pour sa
qualité, sa flexibilité et sa facilité d'utilisation. Alliant visualisation et animation 3D aux calculs

chimiques quantiques, a la mécanique moléculaire la dynamique, HyperChem met plus d'outils de

modelisation moléculaire a portée de main que tout autre programme Windows. [10]
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11.3 Labanque de données protéiques (PDB) :

La Protein Data Bank (PDB) est une base de données qui stocke des informations structurelles
tridimensionnelles pour les grandes molécules biologiques notamment les protéines et les acides
nucléiques. Les donneées, qui sont souvent produite par cristallographie aux rayons X ou la résonance
magnétique nucléaire RMN et fournie par les biologistes et les biochimistes de partout dans le monde,
elle est disponible gratuitement sur le Web (http://www.pdb.org/). PDB est vu par une organisation
appelée "Worldwide Protein Data Bank. [11] Chaque entrée PDB contient diverses informations
relatives a la protéine en question (nom du récepteur, Auteur, méthode expérimentale, etc.) On y
trouve également des informations sur la structure primaire, les hétéroatomes (ligands, métaux,
résidus modifiés, etc.), la structure secondaire, et les coordonnées spatiales atomiques X, Y et Z qui
déterminent la position exacte de chaque atome dans une conformation donnée. [12]

1.4  Swissadme :

Ce serveur nous a aideé a calculer les propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques de nos
molécules ainsi que de prédire les paramétres ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme et
Excrétion), la nature médicamenteuse et la convivialité de la chimie médicinale d'une ou plusieurs

petites molécules pour soutenir la découverte de médicaments. [13]

1.5 BIOVIA Discovery Studio Visualizer :

Est une suite logicielle complete pour I'analyse et la modélisation de structures moléculaires,
de séquences et d'autres données pertinentes pour les chercheurs en sciences de la vie. Le produit
comprend des fonctionnalités d'affichage et de modification des données ainsi que des outils
permettant d'effectuer une analyse de base des données. Ce programme était utile dans la

modélisation des interactions générées entre I’enzyme et les inhibiteurs prédits. [14]

I11.Méthodologie de travail :
I11.1  Ladémarche de Docking :

L’étude portera sur l'interaction entre le site actif de I'enzyme ADN polymérase NS5B et les
ligands pour former un complexe stable cette étude est réalisé a I'aide du logiciel « MOE ». Alors on

a schématisé un protocole général de Docking moléeculaire :
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Figure 06 : le protocole général de Docking moléculaire.

I11.1.1  Préparation de I’enzyme :
Les données de la co-cristallisation de 1’enzyme sont résumées dans le tableau 02.

Tableau 02 : Données cristallographiques de 3SKA.

Enzyme | Inhibiteur de co-cristallisation | Classification Polymére | Chaine | Résolution
(053)

3SKA Transférase 1 AB 1.73 A

% Le téléchargement de I’enzyme NS5B polymérase a été effectué a partir de la base de données

" Protéeine Data Bank » (www.rcsb.org/pdb) avec un code d'acces : 3SKA sous format PDB.
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La PDB contient plusieurs milliers de structures protéiques obtenues soit par cristallographie
(rayon X), soit par RMN.

« La structure tridimensionnelle (3D) de la proteine a été obtenue par diffraction aux rayons X
a une résolution (1.73 A®) le récepteur de I'3SKA est co cristallisé avec I’inhibiteur 1-[(2-
aminopyridin-4-yl) methyl] -3-(2-oxo-1,2-dihydropyridin-3-yl) -5-(trifluoromethyl) -1H-
indole-2-carboxylic acid de formule brute C21 His F3 N4 Os.

« Lors de la préparation de ’enzyme, On a éliminé la chaine A et les molécules d'eau, les
cofacteurs pour obtenir un modéle simple de I’enzyme en utilisant la fonction “ SEQ ” qui
fournit par MOE.et puis on a optimisé le récepteur a I’aide a de MOE et minimisé son énergie

de manieére & avoir la meilleure conformation.

La structure 3D de I’enzyme 3SKA préparé est donnée dans la figure suivante (Figure 07) :

Figure 07 : La structure 3D de I’enzyme 3SKA préparé.

111.1.2  Détection de cavité :

Se trouve une région particuliere dans 1’enzyme appelée site actif. Il s’agit d’une région bien
déterminée qui joue un role direct dans ’activité enzymatique. Le site actif est constitué d’un petit
nombre d’acides aminés qui le plus souvent ne se suivent pas dans la séquence polypeptidique.
Cependant, le repliement de la protéine rapproche les chaines latérales de ces acides aminés pour
former une cavité qui renferme d’une part, le site de reconnaissance du substrat et d’autre part, le site

catalytique ou le substrat est transformé en produit(s) par réaction chimique. La spécificité de
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reconnaissance entre 1’enzyme et le substrat et la réaction enzymatique sont basées sur des
interactions entre les groupements chimiques des deux partenaires. Il s’établit principalement des
liaisons non covalentes de types hydrogenes, électrostatiques ou hydrophobes, mais parfois aussi des

liaisons covalentes. Le site actif est constitué de deux parties :

« Site de reconnaissance (ou site de liaison au substrat), permettant de fixer le substrat grace a certains
acides aminés.
» Site catalytique (ou a lieu la transformation du substrat), permettant de transformer le substrat grace

a des acides amineés qui interagissent avec le substrat.

Dans notre étude 25 cavités ont été détectées dans I’enzyme 3SKA par le logiciel MOE. On a
choisi la cavité 01 pour faire notre calcul de Docking car elle présente le plus grand volume et contient
le ligand qui co-cristallisé le 3SKA et posséde des caractéristiques intéressantes et pertinence pour

notre objectif de recherche.

La cavité sélectionnée N°01 pour notre étude est illustrée dans le tableau est obtenus en utilisant

la fonction « site Finder » qui est formé par MOE.

Tableau 03 : Différentes propriétés de cavité 01 détectée par MOE de 3SKA.

Cavité | Taille* | PLB® | HyD® | Side | Résidus

1 525 4.81 120 | 246 | 1TYR4 ALA39 ARG48 LYS51 VAL52 PRO93 HIS95
SER96 ALA97 ALA140 LYS141 SER142 GLU143
VAL144 PHE145 LYS155 PRO156 ARG158 LEU159
ILE160 PHE162 ARG168 GLU171 LYS172 PHE193
PRO197 ARG200 GLY?216 PHE217 SER218 TYR219
ASP220 THR221 ARG222 CYS223 PHE224 ASP225
SER226 CYS279 ARG280 SER282 GLY283 VAL?284
LEU285 THR287 SER288 ASN291 ASN316 GLY317
ASP318 ASP319 LEU320 VAL321 PRO350 GLY351
ASP352 PRO353 PRO354 GLN355 GLU357 LEU362
ILE363 THR364 SER365 CYS366 SER367 SER368
LEU384 ARG386 THR390 ARG394 TRP397 GLU398
THR403 PRO404 ILE405 ASN406 SER407 GLY410
ASN411 MET414 TYR415 CYS445 GLN446 ILE447

42



Chapitre 111 Application, résultats et discussions

TYR448 GLY449 ALA450 CYS451 TYRS55 SER556
GLY557 GLY558 ASP559 ILE5S60

— Dans la figure suivante on a représenté la cavité sélectionnée pour 1’étude de 3SKA :

Figure 08 : La cavité choisie de 3SKA.

111.1.3  Préparations des ligands :
= Les inhibiteurs utilisés dans notre travail sont des dérivés de 1’indole 6 carboxamide, qui sont
obtenus a partir d’un article publié en 2016.
= Toutes les structures utilisées ont été dessinées par ChemDraw puis optimisées a 1’aide du
logiciel HyperChem 7.0 en utilisant la mécanique moléculaire avec le champ de force (MM+)
puis par la méthode semi empirical PM3, lIs sont enregistrés au format MOL, Les structures
2D des 72 molécules dérivées de I’indole 6 carboxamide sont représentés dans le tableau 04.

Tableau 04 : structures 2D des 72 molécules dérivées de 1’indole 6 carboxamide.

43



Chapitre 111 Application, résultats et discussions

1 (@)

il

44



Chapitre 111 Application, résultats et discussions

22 N\. Me

_N

45



Chapitre 111 Application, résultats et discussions

28 Me

i
30 Me

C3H
=
32 7 N\ Me

W

-h_
34 N: I Me

HzN—<

46




Chapitre 111 Application, résultats et discussions

47



Chapitre 111 Application, résultats et discussions

48



Chapitre 111 Application, résultats et discussions

S S U
I-_

e

49



Chapitre 111 Application, résultats et discussions

I11.2  Simulation de docking moléculaire :

Afin de mieux comprendre le mécanisme moléculaire de 1’inhibition, le docking est basé sur une
méthode semi-flexible et est couramment utilisé pour le docking protéine ligand, ou la chaine
principale de la protéine est rigide et le ligand est flexible.

L’étude de D’interaction entre le site actif de la protéine 3SKA et les dérivés de L’indole 6
carboxamide pour former des complexes stables est réalisée a 1’aide du logiciel MOE,

Une fois que le complexe ligand-récepteur est formé, celui-ci va adapter la conformation la plus
stable, c’est a dire le niveau énergétique le plus faible.

I11.3  Prédiction des propriétés moléculaires des ligands :

Les descripteurs moléculaires et les propriétés de probabilité médicamenteuse des composés basés
sur la régle de LIPINSKI et VEBER ont été analysés a l'aide de I'outil serveur Swissadme. on suive
les étapes suivantes pour chaque complexe :

+ on copier le Smile de chaque ligand de translator Smile.
« on coller le Smile dans I'outil Swissadme et on calcule les propriétés de complexe.
I11.4  Prédiction des propriétés ADME :

Lors de la conception de médicaments, prédire les propriétés d'Absorption, Distribution,
Métabolisme, Excrétion, (ADME) des molécules a visée thérapeutique permet d'éliminer celles qui
ne seraient pas de bons candidats-médicaments Pour prédire in silico les propriétés physicochimiques
et pharmacocinétiques ADME ainsi que la toxicité par 1’estimation de la sécurité pharmacologique
d’une molécule, prenant en compte les parametres comme la mutagénicité, la toxicité hépatique, et la

toxicité potentielle pour le systeme cardiovasculaire , on a eu recours au site web Swissadme. [15]
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V. Résultats et discussions :
IV.1  Validation du protocole de criblage virtuel :
La validation du protocole de docking, étape critique qui permet de déterminer 1’exactitude des
résultats obtenus, est réalisée par la méthode :
— Re-docking :

Le re-docking du ligand de référence dans une cavité protéique adaptée permet la validation de la
technique. Le ligand qui se trouve dans la structure cristalline a été retiré et réinséré au niveau de la
cavité de fixation initiale du ligand sur le récepteur afin d’évaluer les résultats du re-docking. [16]
L’évaluation de la stabilité de la structure est faite grace au calcul de la déviation quadratique
moyenne (RMSD) qui permet de mesurer la déviation géométrique (en A) d'une pose obtenue en
comparaison avec une pose de référence. La meilleure compatibilité géométrique tend a favoriser un
RMSD plus faible. Le protocole est validé lorsque la valeur du RMSD est inférieure & 2 A. [17]

» Apres avoir sélectionné la meilleure pose, on a obtenu une valeur de RMSD égale a 1.3173

A, avec un score de -7.8709 Kcal/mol

> La figure ci-dessous représente la superposition entre le ligand de référence co-cristallisé «

053 » (en jaune) avec la meilleure pose générée (en verte) visualisée par BIOVIA Discovery
Studio 4.0.

Figure 09 : Superposition de 1’053 avec sa meilleure pose obtenue par re-docking et visualisé
par BIOVIA Discovery Studio 4.0.
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L’analyse montre qu’il n’existe pas une différence significative entre la pose du ligand générée
apres le docking moléculaire (colorée en vert) et celle de référence déterminée expérimentalement
(colorée en jaune) sur les deux ligands étudiés (Fig.9). Cela témoigne davantage de la fiabilité du
programme MOE pour 1’étude in-silico de I’inhibition de la polymérase NS5B. Ce test confirme la

conclusion tirée suite au test de fiabilité par RMSD et confirme la performance du logiciel choisi.

IV.2 Resultat de Docking moléculaire :
Les résultats de scores (kcal/mol) et du RMSD de meilleure pose pour chaque ligand obtenu par
logiciel MOE (Tableau 05) :
Tableau 05 : les valeurs de 1’énergie de score et RMSD de I’enzyme 3SKA avec les ligands

étudiés.
Ligand Score RMSD Ligand Score RMSD
(kcal /mol) (kcal /mol)

L ref -7.8709 1.3173 L37 -7.6995 1.6489
L1 -5.7271 1.2662 L38 -6.6344 1.4287
L2 -5.9134 1.6792 L39 -6.4467 1.7627
L3 -6.0316 1.3690 L40 -7.3476 1.7425
L4 -7.6959 1.4647 L41 -7.9458 1.5988
L5 -6.1888 1.1131 L42 -7.2041 1.8863
L6 -6.2976 1.2321 L43 -7.1891 1.5673
L7 -71.7067 1.6734 L44 -8.6404 1.7247
L8 -6.3131 1.9150 L45 -7.4568 1.7384
L9 -6.0870 1.6387 L46 -7.0416 1.9841

L10 -6.5531 1.8466 L47 -6.4530 1.4379

L11 -5.7766 1.8789 L48 -6.8784 1.9749

L12 -7.7586 1.8671 L49 -8.3830 1.7604

L13 -7.4079 1.8004 L50 -7.9685 1.4136

L14 -7.9840 1.8061 L51 -7.5376 1.8011

L15 -5.6562 1.8530 L52 -1.7241 1.6856

L16 -1.7716 1.2710 L53 -4.8892 1.8975

L17 -6.2527 1.1436 L54 -6.4685 1.3382

L18 -6.4518 1.5816 L55 -7.5198 1.3863

L19 -6.7256 1.3262 L56 -7.1183 1.3087
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L20 -6.3843 1.6652 L57 -3.6015 1.1495
L21 -6.8022 1.6984 L58 -6.0156 1.4832
L22 -6.5525 1.9642 L59 -8.0369 1.4779
L23 -4.7172 1.4497 L60 -3.5429 1.4880
L24 -7.9378 1.4327 L61 -6.3481 1.0745
L25 -6.0843 1.6457 L62 -1.3922 1.8757
L26 -6.0949 0.9990 L63 -7.3981 1.2327
L27 -6.1219 1.1647 L64 -7.1049 1.5152
L28 -6.0821 1.6433 L65 -7.4386 1.9435
L29 -5.6353 1.8733 L66 -5.8789 1.9607
L30 -7.1695 1.8940 L67 -7.9719 1.6102
L31 -6.3793 1.9709 L68 -9.8409 1.6569
L32 -7.2974 1.9150 L69 -7.8746 1.7392
L33 -6.7548 1.6470 L70 -7.0045 1.8368
L34 -6.5241 1.8292 L71 -6.3510 1.9986
L35 -5.9778 1.2734 L72 -6.2456 1.9681
L36 -5.3172 1.5397

D’aprés le Tableau 05 et Selon les résultats obtenus : les énergies de score pour tous les composés
sont comprises entre [- 1.3922 et -9.8409] Kcal/mol. Ils ont des valeurs de RMSD acceptables car ils

sont tous < 2A

On note que les complexes formés par les ligands sélectionnés en gras (L14, L24, L41, L44, L49,
L50 L59, L67, L68) et le site actif du 3SKA possedent les plus petites énergies du score par rapport
aux autres ligands, et aussi par rapport au complexe de ligand co-cristalliser L s (<-7.8709), ceci

montre que ces ligands peuvent former des complexes stables. Qui sont classés par 1’ordre suivant :

L68 < L44< L49< L59< L14 < L67< L50< L41< L24<L rer.

IV.3 Lesinteractions proteine-ligand :

Ces neufs ligands représentent les meilleurs ligands qu’on va étudier leurs interactions voire tableau
06.

Tableau 06 : les interactions entre le ligand de référence et Les meilleurs ligands.
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Liaison entre les atomes de ligands et les résidus de site actif
Atome de Atome Résidus Catégories Type de liaison Distances
ligand impliqué dans (A)
AA
F26 H TYR 415 Hydrogene Conventioal 2.96
bond, halogen hydrogen

bond, halogen

030 H TYR 448 Hydrogen bond Conventioal 1.71
hydrogen bond

H5 0] GLN 446 Hydrogen bond Conventioal 1.87
hydrogen bond

030 HA ILE 447 Hydrogen bond Carbon 2.60
hydrogen bond

023 HA TYR 448 Hydrogen bond Carbon 2.24
hydrogen bond

H11 0] ASN 316 Hydrogen bond Carbon 2.66
hydrogen bond

F29 O MET 414 Halogen Halogen 3.11

6-ring SG CYS 366 Other Pi-sulfur 3.64

6-ring 6-ring TYR 415 Hydrophobic Pi-pi stacked 5.96

6-ring 5-ring TYR 448 Hydrophobic Pi-pi shaped 4.90

C25 CG LEU 384 Hydrophobic Alkyl 4.53

C25 6-ring TYR 415 Hydrophobic Pi-alkyl 4.48

6-ring CG MET 414 Hydrophobic Pi-alkyl 4.04

6-ring 5.13

5-ring 5.30

6-ring SG CYS 366 Hydrophobic Pi-alkyl 4.78

5-ring 5.18

0] HN THR 221 Hydrogen bond  Conventional 2.31
hydrogen bond

0] H12 ARG 386 Hydrogen bond  Conventional 3.01
hydrogen bond

0] HA ASP 319 Hydrogen bond Carbon 2.57
hydrogen bond

H 0] CYS 366 Hydrogen bond Carbon 2.35
hydrogen bond

H OH TYR 415 Hydrogen bond Carbon 2.95
Hydrogen bond

cl / MET 414 Hydrophobic Alkyl 5.22

CL 6-ring PHE 145 Hydrophobic Pi-alkyl 5.11

/ 6-ring CYS 366 Hydrophobic Pi-alkyl 5.04
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N HZ 2 LYS 141 Hydrogene Conventional 2.97
bond hydrogen bond
HH 11 ARG 158 Hydrogene Conventional 2.53
N bond hydrogen bond
N HH 22 ARG 158 Hydrogen bond  Conventional 2.62
hydrogen bond
0 HD 2 ARG 200 Hydrogen bond  Conventional 2.68
hydrogen bond
6-ring HZ 1 LYS 141 Hydrogen Pi-cation, pi- 2.65
bond, donor
electrostatic hydrogen bond
5-ring NH2 ARG 158 Electrostatic Pi-cation 4.23
6-ring / MET 414 Hydrophobic Pi-alkyl 5.27
N HH 11 ARG 158 Hydrogen bond  Conventional 2.65
hydrogen bond
0 HE 22 GLN 446 Hydrogen bond  Conventional 2.62
hydrogen bond
0] HD2 ARG 200 Hydrogen bond Carbon 2.83
hydrogen bond
H 0D2 ASP 318 Hydrogen bond Carbon 2.86
hydrogen bond
6-ring NZ LYS 141 Electrostatic Pi-cation 3.90
5-ring NH2 ARG 158 Hydrogen Pi-cation, pi- 3.89
bond, donor
electrostic hydrogen bond
6-ring oD1 ASP 318 Electrostatic Pi-anion 4.02
N HH 11 ARG 158 Hydrogen bond  Conventional 2.87
hydrogen bond
0] HE 22 GLN 446 Hydrogen bond = Conventional 2.52
hydrogen bond
H OH TYR 448 Hydrogen bond  Conventional 2.63
hydrogen bond
0] HD 2 ARG 200 Hydrogen bond Carbon 2.81
hydrogen bond
H 0oD2 ASP 318 Hydrogen bond Carbon 2.85
hydrogen bond
6-ring NZ LYS 141 Electrostatic Pi-cation 3.96
6-ring NH1 ARG 158 Hydrogen Pi-cation, pi- 3.76
bond, donor
5-ring electrostatic ~ hydrogen bond 3.98
6-ring OD1 ASP 318 Electrostatic Pi-anion 3.99
6-ring / MET 414 Hydrophobic Pi-alkyl 5.37
0] H LEU 159 Hydrogen bond  Conventional 2.65
hydrogen bond
0] HD 21 ASN 291 Hydrogen bond  Conventional 2.59
hydrogen bond
0] H ASP318 Hydrogen bond  Conventional 2.08
hydrogen bond
H 0 MET 414 Hydrogen bond Carbon 2.74
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6-ring
6-ring

5-ring
6-ring
6-ring
6-ring

6-ring
6-ring

5-ring
6-ring
6-ring
6-ring

6-ring
5-ring
5-ring

5-ring
6-ring

OoD1
NH1
HE 2
5-ring
5-ring
CG

6-ring
HH 11

HD 21
HG
OD1
OD1
OD1
NH1
0OD2

HH 12

0OD2
OoD1

OD1
OoD1
OD2

CB-5G
CB-5G
HH 12
OH
HA
HD3
NH1

HD2
CB-5G

ASN 316
ASP 318
ARG 158
MET 414
CYS 366
MET 414
PRO 197
LEU 384
TYR 448
ARG 158
CYS 223
ASN 291
SER 556
ASP 318
ASP 220
ASN 411
ARG 386
ASP 318
ARG 158

ASP 318

ASP 318

ASN 316

CYS 366

MET 414
ARG 368

TYR 448

PRO 167

ARG 200

ARG158

ARG 158

CYS 366
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Hydrogen bond
Hydrogen bond
Electrostatic
Hydrophobic
Hydrophobic
Hydrophobic
Hydrophobic
Hydrophobic
Hydrophobic
Hydrogen bond
Hydrogen bond
Hydrogen bond
Hydrogen bond
Hydrogen bond
Hydrogen bond
Hydrogen bond
Electrostatic
Electrostatic

Hydrogen bond

Hydrogen bond

Electrostatic

Hydrophobic
Hydrophobic

Hydrophobic
Hydrogen bond

Hydrogen bond

Hydrogen bond

Hydrogen bond
Electrostatic

Hydrophobic
Hydrophobic

Carbon
Hydrogen bond
Carbon
Hydrogen bond
Pi-cation
Pi- sigma
Alkyl
Pi-alkyl
Pi-alkyl
Pi-alkyl
Pi-alkyl
Conventional
hydrogen bond
Conventional
hydrogen bond
Conventional
hydrogen bond
Conventional
hydrogen bond
Conventional
hydrogen bond
Conventional
hydrogen bond
Carbon
hydrogen bond
Pi-cation
Pi-anion
Conventional
hydrogen bond
Carbon
hydrogen bond

Pi-anion

Amide- pi
stacked
Pi-alkyl

Pi-alkyl
Conventional
hydrogen bond
Conventional
hydrogen bond
Carbon
hydrogen bond
Carbon
hydrogen bond
Pi-cation
Pi-sigma
Alkyl

2.57

2.31

3.22
291
3.45
5.16
4.76
5.27
4.98
2.14

2.44

2.40

2.32

2.61

2.10

2.44

3.41

3.39

2.13

2.74
3.06

3.72
4.06
3.75
5.40

3.72
5.12
5.14
2.51
2.19
2.81
3.04
4.89

291
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6-ring PHE 145 Hydrophobic Pi-alkyl 5.32
6-ring TYR 448 Hydrophobic Pi-alkyl 5.02
6-ring CB-CG ARG 158 Hydrophobic Pi-alkyl 5.42
6-ring CB-SG CYS 366 Hydrophobic Pl-alkyl 5.02
5-ring 5.04
5-ring / MET 414 Hydrophobic Pi-alkyl 4.89
HA TYR 448 Hydrogen bond Carbon 2.71

hydrogen bond
0] ASN 316 Hydrogen bond Carbon 2.78

hydrogen bond
OoD1 ASP 318 Hydrogen bond Carbon 2.56

hydrogen bond
6-ring TYR 448 OTHER Pi-sulfur 5.65
6-ring 6-ring TYR 448 Hydrophobic Pi-pi T shaped 4.88
/ MET 414 Hydrophobic Alkyl 3.98
6-ring TYR 415 Hydrophobic Pi-alkyl 4.28
6-ring CB-SG CYS366 Hydrophobic Pi-alkyl 3.82
5-ring 4.97
5-ring / MET 414 Hydrophobic Pi-alkyl 5.00

> L'évaluation des résultats obtenus dans cette étude se basant sur les critéres suivants :

— Lavaleur de S-score et le RMSD,

— Les interactions (nombre, le type et la distance) pour déterminer les meilleurs ligands qui ont

une affinité élevée au site actif de 3SKA.

— L’étude menée par Imberty et al, les interactions dont la distance est comprise entre :

(2,5 A et 3,1 A) sont classées comme étant fortes. Les interactions dont la distance se situe

entre (3,1 A et 3,55 A) sont considérées comme moyennes. Les interactions dont la distance

est supérieure a 3,55 A sont considérées comme faibles. [18]

D3

» L’étude de ’interaction de 3SKA-053 :

Dans le but de proposer de nouveaux inhibiteurs de la 3SKA, en premier lieu, on va étudie

le mécanisme d’inhibition mis en place par le meilleur composé réellement actif sorti du

criblage total. Il s’agit du ligand de référence 053 dont 1’énergie de score égal a “-7.8709

kcal/mol”. La visualisation des interactions de ce compos¢ au sein du site actif de la 3SKA a

été réalisée a 1’aide du BIOVIA Discovery Studio Visualiser.

Cette étude est importante pour faire la comparaison avec les autres ligands, On observe que

Le ligand de référence 053 établit 17 liaisons spécifiques qui comprennent :

Six liaisons hydrogénes :
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v Deux liaisons fortes établissent entre 1’oxygéne (030, 023) du ligand et les résidus ILE
447, TYR 488 avec les distances respectivement : 2.60 A, 2.24 A, ces liaisons sont de type
carbon hydrogen bond, et une liaison entre O30 et le résidus TYR 448 avec une distance
de 1.71 A de type conventional hydrogen bond.

v"Une liaison forte entre le fluor 26 et le résidus TYR 415 avec une distance de 2.96 de type
halogen.

v" Deux autres liaisons fortes de type conventional hydrogen bond et carbon hydrogen bond
formé respectivement entre 1’hydrogene et le résidus GLN446 et ASN 316 avec des
distances 1.87 A et 2.66 A.

e Dix liaisons hydrophobes :

v" Six liaisons entre 6-ring et les résidus CYS 366, TYR 415, TYR 448, MET 414, CYS
366 de type pi-sulfur, Pi-pi stacked, pi shaped, pi-alkyl avec les distances 3.64,
5.96,4.90,4.04,5.13, 4.78 A

v Deux liaisons faibles entre le carbone C25 et les résidus LEU384 et TYR 415 de type
alkyl et pi-alkyl avec les distances 4.53 et 4 .48 A.

v Deux liaisons faibles entre 5-ring et MET 414 et CYS 366 de site actif avec des
distances 5.30 et 5.38 A

e Une liaison moyenne formé par le fluor 29 et le résidus MET 414 de site actif de type

halogen avec une distance de 3.11 A.

GLM
E: 446

ILE
B: 447

LEUI
BE:224

58



Chapitre 111 Application, résultats et discussions

Figure 10 : Interactions entre le ligand de référence et les résidus de site actif de la protéine (ID :
3SKA).
«+ Etude des interactions enzyme-composé sélectionnés :
Cette étude est effectuée sur les neuf meilleurs ligands en exploitant les informations structurales
fournies par le docking moléculaire pour identifier les meilleurs candidats, on utilisant la BIOVIA

Discovery Studio Visualiser.

Les résultats de distances et des interactions entre ces ligands et I’enzyme 3SKA sont présentés dans
le Tableau 06. A la lumiére de résultats obtenus on remarque que les distances mesurées varient entre

1.71 A jusqu’a 5.75 A pour tous les complexes étudiés.

+ Le complexe formé par le ligand 14 a un score qui est légérement supérieur a celle de Lss et
qui s’évalue a -7.98 kcal /mol, L’analyse montre que le ligand 14 inhibe 3SKA en formant
huit interactions :

v Cinq liaisons hydrogenes fortes entre 1’oxygeéne et les résidus : THR 221, ARG 386
de type Conventional hydrogen bond avec des distances respectivement 2.31 et 3.01
A et une liaison entre O et ASP319 (2.57 A) de type carbon hydrogen bond et deux
liaisons entre 1’hydrogene et les résidus CYS 366 et TYR 415 avec des distances
2.35,2.95 A

v' Trois liaisons hydrophobes faibles de type alkyl et pi-alkyl avec des distances

supérieurs a5 A.
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s
E366 MET

Figure 11 : Interactions entre le ligand 14 et les résidus de site actif de la protéine (ID : 3SKA).

Le complexe formé par le ligand 24 a une énergie de score (-7.93 Kcal/mol) forme sept

interactions :

v’ Cing liaisons hydrogénes fortes : quatre parmi les sont de type Conventional hydrogen
bond, deux entre I’azote et les résidus ARG 158 avec deux distances déférentes (2.53
et 2.62 A) et ’autre entre 1’azote et LYS 141 avec une distance de 2.97 A, aussi entre
I’oxygene et le résidus ARG 200 (2.68 A) la derniére de type pi-cation, pi donor
hydrogen bond entre 6-ring et LYS 141 (2.65 A).

v Une liaison électrostatique de type pi-cation établit entre 5-ring et le résidus ARG 158

avec une distance de 4.23 A.
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v" Une liaison hydrophobique faible de type pi-alkyl entre 6-ring et MET 414 (5.27 A).

L=
B:1a1

Y5141

Figure 12 : Interactions entre le ligand 24 et les résidus de site actif de la protéine (ID : 3SKA).

+ L41 présente un score aussi qui est Iégerement supérieur a celle de Lysr et qui est égal a -7.94
kcal/mol.il forme sept interactions avec le site actif :

v Quatre liaisons hydrogenes fortes entre I’azote et I’oxygéne avec ARG 158 et GLN

446, les distances sont de 2.65 et 2.62 A de type conventional hydrogen bond, et deux
autres liaisons de type carbon hydrogen bond entre I’oxygene et I’hydrogeéne de ligand
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et les résidus de site actif ARG 200 et ASP 318 avec des distances respectivement 2.83
et 2.86 A.

v Une liaison hydrogen et électrostatique entre 5-ring et ARG 158 avec une distance
3.89 A de type pi-cation, pi donor hydrogen bond.

v' Deux liaisons électrostatiques entre 6-ring et les résidus LYS141 et ASP 318
respectivement de type pi-cation pi anion et avec des distances (3.90 et 4.02 A).
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Figure 13 : : Interactions entre le ligand 41 et les résidus de site actif de la protéine (ID : 3SKA).
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+ Tandis que le ligand L44 qui a une petite valeur de score : -8.6404 kcal /mol meilleur que le
ligand de réference forme dix interactions :

v Cing liaisons hydrogeénes fortes entre : I’azote, I’oxygéne, I’hydrogéne de ligand et les
résidus ARG 158, GLN 446, TYR448 de site actif de type conventional hydrogen
bond avec les distances :2.87, 2.52, 2.63 A, les deux autres liaisons sont de type carbon
hydrogen bond établissent entre I’oxygene et I’hydrogene de ligand et les résidus TYR
488, ARG 200 de site active avec les distances 2.81 et 2.85 A.

v Deux liaisons hydrogene /électrostatique formé par 6-ring et 5-ring et le méme résidus
ARG 158 avec deux distances (3.76 et 3.98 A) de type pi-cation et pi-donor hydrogen.

v Deux liaisons électrostatiques entre 6-ring et les résidus LYS 141 et ASP 318 de type
pi-cation et pi-anion.

v Une liaison hydrophobique de pi-alkyl entre 6-ring et MET 414.

LyE1d

ARG15E

Figure 14 : : Interactions entre le ligand 44 et les résidus de site actif de la protéine (ID : 3SKA).

+ On observe aussi que le complexe formé par le ligand 49 a une faible énergie de score (-
8.3830 Kcal/mol) forme treize interactions illustrés comme suite :

v Six liaisons hydrogenes fortes : trois sont de type conventional hydrogen bond formé
par "oxygene et les résidus LEU 159, ASN 291, ASP 318 avec des distances égales
aux 2.65, 2.59, 2.08 A. Et les autre trois liaisons entre I’hydrogéne et MET414, ASN
316, ASP 318 de type carbon hydrogen bond.

v Une liaison électrostatique moyenne de type pi-cation entre 6-ring et le résidus ARG
158 (3.22 A).

v Six liaisons hydrophobiques avec les résidus : MET 414 (2 .91 A), CYS 366 (3.45 A),

PRO 197 (4.76 A), TYR 448(4 .98 A), LEU 384 (5.27 A), MET 414(5.16 A).
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LEU
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L‘R //L B197

ASF ES16 s

Figure 15 : : Interactions entre le ligand 49 et les résidus de site actif de la protéine (ID : 3SKA).

4+ Le ligand 50 est impliqué dans la formation d’un complexe avec un score légérement
supérieur au score de Lrer (-7.9685 kcal /mol), il forme neuf interactions :
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v Sept liaisons hydrogénes fortes : de type conventional hydrogéne bond formé entre
’oxygene et les résidus ARG 158(2.14 A), CYS 223 (2.44 A), ASN 291 (2.40 A),
SER556 (2.32 A) et entre I’hydrogéne et les résidus ASP318(2.61 A), ASP 220(2.10
A) et une autre liaison de type carbon hydrogen bond entre I’hydrogéne et ASN
411(2.44 A).

v Deux liaisons électrostatiques moyennes : entre 6-ring et les résidus de site actif ARG
386 et ASP318 (3.41 A), (3.39 A).

ASH
E:291
ARG
E:158
ASR -7
B:215 ——
:H ARG
E:2E6
i
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E:d11
_,.r""'-'_lx
g=—" - H
e ASF
E:2232 E:220

Figure 16 : : Interactions entre le ligand 50 et les residus de site actif de la protéine (ID : 3SKA).
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+ En plus, on constate que le complexe formé par le ligand 59 a une faible énergie de Score (--

8.036 Kcal/mol). Ce ligand forme dix interactions dont :

v' Trois liaisons hydrogeénes fortes : entre ’azote et le résidus ARG 158 (2.13 A) de type
conventional hydrogen bond et entre I’hydrogene et le résidus ASP 318 avec deux

distances déférentes 2.74 A et 3.06 A.

v' Trois liaisons électrostatiques impliquent le résidus ASP 318 (3.72 A, 4.06 A, 3.75 A).
v Quatre liaisons hydrophobiques formé avec les résidus ASN 316, CYS 366, MET 414

de types : amide- pi stacked et pi-alkyl.
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Figure 17 : : Interactions entre le ligand 59 et les résidus de site actif de la protéine (ID : 3SKA).
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+ Le ligand 67 est considéré comme 1’un des meilleurs inhibiteurs issus de notre criblage virtuel
avec un score de -7.97 kcal/mol et forme treize interactions avec des catégories déférentes :

v' Quatre liaisons hydrogénes formé avec les résidus ARG368 (2.51 A) et TYR 448 (2.19
A) de type conventional hydrogen bond, et deux liaisons de type carbon hydrogen
bond avec les résidus PRO 167(2.81 A) et ARG 200 (3.04 A).

v Une liaison électrostatique entre 5-ring et le résidus ARG 158 de type pi-cation.

v Huit liaisons hydrophobiques impliquant le résidus ARG 158 trois fois avec des
distances déférentes (2.91,4.89,5.42 A) et le résidus CYS 366 trois fois (3.75 et 5.02,
5.04 A) et avec PHE 145, MET 414 voire tableau 06.

TP
B:aa5

WS
E=66

ARG200

Figure 18 : : Interactions entre le ligand 67 et les résidus de site actif de la protéine (ID : 3SKA).
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+ Le complexe formé par le ligand 68 a une énergie de Score le plus petite (-9.8409Kcal/mol).
Ce composé forme dix interactions dont :

v' Trois liaison hydrogenes formés par les résidus TYR 448, ASN 316, ASP318 avec des
distances respectivement 2.71 A, 2 .78 A, 2.56 A. selon le type carbon hydrogen bond.

v Sept liaisons hydrophobiques impliquant les résidus TYR 448(4.88 et 5 .65 A), MET
414(3.98 et 5.00 A) TYR 415(4.28 A) CYS 366(3.82 et 4.97 A).
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Figure 19 : : Interactions entre le ligand 68 et les residus de site actif de la protéine (ID : 3SKA).
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Les ligands 68,59,49,67 possédent les plus petites énergies de score par rapport aux autres ligands et
une valeur de RMSD < 2 A et formé plus d’interactions avec les résidus de site actif du récepteur ceci
qui signifié qu’ils sont des complexes les plus stables et qu’ils ont une tendance pour inhiber I’enzyme
3SKA.
V1.4  Application des regles de drug likeness :
Selon I’é¢tude précédente, on a récupéré neuf composés comme les meilleurs inhibiteurs (score <-
7.87). Pour une étude plus approfondie, on évalue les propriétés moléculaires de ces composés selon
La regle de cing (regle de Lipinski) et de Veber.
Tableau 07 : Propriétés physicochimiques des ligands sélectionnés.

Regle de Lipinski Regle de Veber
Composé | N HBA<10 | N HBD<5 | Log P<5 | MW (g/mol) | NROTE<10 | TPSA Az
<140
Lref 7 3 4.90 428.36 5 114.00
L14 4 3 7.55 598.13 10 100.43
L24 5 3 6.23 564.67 10 113.32
L41 6 3 4.82 565.66 10 126.21
L44 5 3 6.90 604.74 10 113.32
L49 6 3 5.14 647.76 11 133.63
L50 6 3 4.78 633.74 11 133.63
L59 5 2 6.58 519.59 7 97.36
L67 6 4 2.92 632.75 9 130.28
L68 6 4 4.22 649.80 9 153.59
HBA: H-bond acceptors. Log P: Log Po/w (WLOGP3);
MW: molecular weight. NROT: Number of rotatable bonds.
HBD:H-bond donors. TPSA: Topological polar surface area.

e Drapres le Tableau 07, on peut observer que tous les ligands ont un nombre accepteur
d’hydrogene inférieur a 10 et un nombre donneur d’hydrogene inférieur a 5 ce qui conduit a

une meilleure perméabilite.

> Les valeurs de log p (le coefficient de partage) est une maniére de mesurer la tendance d’une
molécule a se dissoudre dans les membranes, qui est corrélée a sa tendance a se dissoudre
dans un solvant organique.
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e Lesvaleurs de log P des composés L41, L49, L67, L68 et de Lrrsont inférieures a 5 avec une
valeur positive ca indique que ces composés sont trop lipophiles, donc ils ont : une bonne
perméabilité a travers la membrane biologique, une meilleure liaison aux protéines
plasmatiques, une bonne élimination par le métabolisme, mais une faible solubilité et une

mauvaise tolérance gastrigue.

e Tous les composes ont un poids moléculaire supérieur a 500 Da, ce qui rend leur pénétration
a travers les membranes cellulaires plus difficile. En raison de leur taille et de leur poids, ce
qui constitue une infraction a la régle de Lipinski mais qui est acceptée : on tolére au plus

une infraction a cette régle.

e Tous les composés étudiés ont des valeurs inférieures a 140 A ce qui montre la bonne
prédiction de la biodisponibilité orale et le transport a travers les membranes biologiques.
Alors que le ligand L68 possede un TPSA supérieure & 140 donc mauvaise transport a

traverser les membranes.

e Pour les N ROTE : tous les composes sauf (L49, L50) ont des valeurs de liaisons rotatives
inférieures a 10, Un faible nombre des liaisons rotatives donne une flexibilité réduite pour un
composeés ce qui indique que ces ligands ne changent que Iégérement leur conformation lors

de la liaison a une protéine.

Donc :

e Lescomposés L41, L50, L67, L68 présent une seule violation de Lipinski (poids moléculaire
supérieurs a 500 Da) les autres composés L14, L24, L44, L49, L59 ont deux violations de
Lipinski (des poids moléculaires supérieurs a 500 Da et des valeurs de log p supérieurs a 5).

e Tous les composés sont en accord avec la régle de Veber sauf (L49, L50, L68) ce qui leur
permet de treés bien se corréler avec I’absorption intestinale humaine.

e Onadonc maintenu les 2 meilleures molécules répondant a la régle de Lipinski et VVeber qui

sont les molécules : L41, L67 pour I’étude des propriétés pharmacocinétiques.

70



Chapitre 111 Application, résultats et discussions

IV.5  Analyse des propriétés ADME :

ADME est I’¢tude qui permet 1’évaluation des propriétés pharmacocinétiques pour sélectionner les
ligands respectant les différents criteres qui leur permettre d’exercer un effet thérapeutique, le résultat
de L’étude du profil ADME pour les neuf composés est résumé dans le tableau suivantes :

Tableau 08 : propriétés pharmacocinétiques des composés sélectionnés.

N° Gl- BBB | Log KP | CyplA2 CYP2C19 | CYP2D6 | CYP2C9 | CYP3A4 | P-gp
absorption
Lt | Faible Non -7.27 Oui Non Non Non Oui Non
L14 | Faible Non -4.59 Non Oui Oui Non Non Non
L24 | Faible Non -5.56 Oui Oui Oui Non Non Non
L41 | Faible Non -6.33 Non Oui Non Oui Non Non
L44 | Faible Non -5.09 Oui Oui Oui Non Non Non
L49 | Faible Non -6.60 Non Non Non Oui Oui Non
L50 | Faible Non -6.77 Non Non Oui Oui Oui Non
L59 | Faible Non -4.80 Non Oui Oui Non Non Non
L67 | Faible Non -8.09 Non Oui Non Non Non Oui
L68 | Faible Non -1.27 Oui Non Non Non Oui Non

Oui : inhibiteur de CYP.
Non : non inhibiteur de CYP.

Les cytochromes P450 (CYP450) sont des hémoprotéines qui interviennent dans les réactions
d'oxydoréduction responsables d'environ 95 % du métabolisme des médicaments. Les isoformes du
CYP450 sont le CYP1A2, le CYP2C9, le CYP2C19, le CYP2DG6 et le CYP3AA4.

Il est important d'évaluer si un composé est un agoniste ou antagoniste de ces enzymes Car Le

CYP450 peut considérablement modifier 'TADMET des composés.

e Pour le ligand de référence, il inhibe CYP 1A2 et CYP3A4 par contre, il n’est pas considéré
comme inhibiteur pour les isoenzymes CYP2C19 et CYP2D6 et CYPC9.

e Méme chose remarqué pour les autres ligands ils jouent le role d’antagoniste pour certaines

enzymes et d’agoniste pour les autres donc ces composés peuvent provoquer des interactions
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médicamenteuses lorsqu'ils sont pris avec des médicaments ou des pro medicaments qui sont

métabolisés par les isoenzymes.

e Mais le composé 67 présente qu’une seule inhibition d’une seule isoenzyme qui est le
CYP2C19 Ce résultat est considéré comme un point positif dans ce composé, car si un
composé chimique proposé comme médicament inhibe toutes les enzymes cytochromes, cela
pourrait avoir des conséquences néfastes sur le métabolisme et la santé humaine.

e L'analyse des résultats de calcul des proprié¢tés ADME m’a permis de noter que tous les
composés ont des valeurs de log kp négatives, ce qui suggére une mauvaise pénétration
cutanée. De plus, les capacités d'absorption gastro intestinale (GI) de tous les composés sont

faibles.

e On observe aussi que toutes les substances étudiées ne sont pas capables de traverser la
barriere hémato-encéphalique (BBB) et donc ne pénétre pas dans le cerveau. Par conséquence
ce systeme est protégé contre tout effet néfaste que pourraient provoquer par ces Composes

car ils ont une cible qui situe en dehors le systeme nerveux.

e La P-glycoprotéine (P-gp) est un transporteur membranaire impliqué dans la cinétique de
nombreux xénobiotiques. Cette protéine permettant 1’¢limination des xénobiotiques qui sont
présente au sein des différents organes. D’apreés 1’analyse, les composés qui sont considérés
comme un substrat de la glycoprotéine p sont : L ref et 67. Alors on peut conclure que la
possibilité qu'un composé soit un substrat de la P-gp est importante dans la phase précoce de

la découverte de médicaments. [19]

V.6 Radar de biodisponibilité :

Le radar de biodisponibilité permet d’avoir une idée précoce sur le « drug-likeness » des
structures étudiées en prenant en compte six propriétés physicochimiques respectivement :
LIPO (lipophilie), SIZE (taille qui est le poids moléculaire), POLAR (polarité), INSOLU
(insolubilité), INSATU (insaturation) et FLEX (flexibilité) qui sont comprises entre les
valeurs suivantes : [20]

— LIPO: -7 < XLOGP3 < +5.

— SIZE : 150 g/mol < Poids moléculaire < 500 g/mol ;

— POLAR:20 A <TPSA<130A.

— INSOLU: 0<LogS<6.
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— INSATU : 0.25 < Fraction Csp3 < 1.
— FLEX: 0 <nombre de liaisons rotatoires < 9.
Cette schématisation de « drug-likeness » entoure une zone colorée représentative du profil

physico-chimique optimal et précise graphiquement les propriétés qui se placent en dehors de
cette zone. [21]

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Figure 20 : Radar de biodisponibilité pour le composeé 67.

» D’aprés les résultats obtenus au niveau du radar de biodisponibilité, on a constaté pour le
composé 67 une légere déviation de la ligne rouge en dehors de la zone rose pour le SIZE qui
est expliqué par le fait qu’il posseéde un poids moléculaire légérement supérieur aux normes
(500 g/mol).

» Tandis que toutes les autres lignes correspondantes aux (FLEX, INSATU, INSOLU, POLAR,
LIPO) sont inclus dans la zone rose.
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Conclusion :

L’hépatite C est une inflammation du foie provoquée par le virus VHC. Ce virus est considéré
potentiellement dangereux vu qu’il risque de faire évoluer la maladie vers une cirrhose, voire un

cancer du foie.

De sorte que le virus puisse se répliquer et se propager in vivo. En tant que cible thérapeutique
plusieurs protéines sont apparues comme cibles privilégiées mais c¢’est I’ARN polymérase NS5B qui

semble intéresser beaucoup plus les scientifiques

Cette étude a pour objectif de contribuer a trouver de nouvelles molécules inhibitrices de I’ARN
polymérase NS5B en utilisant la technique du docking moléculaire par le biais du Logiciel MOE

Dans cette étude, le docking moléculaire est utilisé pour évaluer les interactions moléculaires
existantes entre une série des molécules de dérivés de I’indole 5-carboxamide et I’enzyme 3SKA, et
de prédire leur affinité et leur capacité a inhiber I'activité de I'enzyme. Le docking moléculaire a été

réalisé sur une serie de 72 composés.

Les résultats obtenus se fonde sur trois critéres : le score d'énergie, la valeur du RMSD, le type

et la distance des interactions entre les molécules testées et les résidus du site actif.

Alors, par comparaison avec le score de L ref (S=-7.87 kcal/mol), neuf composés (14, 24, 41, 44,
49,50, 59, 67, 68) etaient filtrés et caractérisés comme des meilleurs inhibiteurs car ils possedent des
valeurs de scores plus petits de (-7.93 & -9.84 kcal/mol) Ces résultats ont été confirmés par I’analyse
des schémas d’interaction qui montrons la présence des interactions variable avec les ligands : L68,
L49, L59, L67 et cela qualifie ces composés d’étre plus stables et avoir une affinité plus élevée a se

lier avec I’enzyme de 3SKA.

Ensuite, on a appliqué une autre étude en évaluant d’autre concept de filtrage, les propriétés de
DRUG-LIKENESS (la régle de LIPINSKI et VEBER). D’aprés les résultats, Les ligands L41, L67
ont été identifies comme respectant la regle de Lipinski et Veber, ce qui suggére qu'ils sont
potentiellement adaptés a une administration par voie orale en raison de leur "Drug-likeness"
favorable. Pour approfondir la recherche, on a évalué les propriétés ADME, et les résultats de
I'évaluation indiquent que tous les composés avaient une absence totale de risque a traverser la
barriére hemato-encéphalique. Mais Le composé 67 semble étre celui qui attire le plus I’attention car
avait des bonnes propriétés ADME que les autres composés sauf qu’il présente un faible capacité

d'absorption a travers les membranes biologiques (I’intestin), ce qui peut limiter leur biodisponibilité
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orale. Et donc nécessiter des stratégies spécifiques pour améliorer leur absorption, telles que

I'utilisation de formulations galénique appropriées lors sa préparation en médicament,

Cependant, mon étude reste seulement une etude théorique préliminaire, qui nécessite une étude

empirigue in vitro pour s’assurer que ses résultats sont corrects et les mieux développés.
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