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Résumé

Notre travail de these a été consacré au criblage virtuel des chimiotheques en se
basant sur le docking moléculaire et les études des relations quantitatives structure-
activité (QSAR) .Notre travail a été réalisé en deux parties : dans la premiere partie,
des études de docking moléculaire ont été réalisées sur des analogues de gingérol et
de l'arbutine extraits de la base de données ZINC. Les résultats obtenus a partir de
docking indiquent que certains analogues ont montré un score de Moldock plus élevé
(en termes d'énergie négative) par rapport au gingérol, a I'arbutine et aux inhibiteurs
de tyrosinase connus expérimentalement. De plus, ces hits ancrés respectent la regle
des cinq de Lipinski, affirmant que ces molécules n'ont aucun probléeme de
biodisponibilité. Dans la deuxiéme partie du travail, un modeéle QSAR a été développé
pour prédire quantitativement l’activité anti-inflammatoire pour un ensemble de 47
dérivés d'acide 2-[4-(thiazole-2-yl) phényl] propionique. Le modele proposé a une
bonne stabilité, robustesse et prédictivité lorsqu'il est vérifié par validation interne
(validation croisée par LOO et randomisation Y) et également par validation externe.
Ce dernier a été utilisé pour cribler la chimiothéeque PubChem. Parmi les 100
meilleurs composés classés en termes d’activité inhibitrice de cox2 (plso), il existe
certains d’entre eux qui possedent, théoriquement, des valeurs intéressantes de plso

supérieures a celles de I'inhibiteur de référence I'indométacine.

Mots clés: Tyrosinase, cyclooxygénase-2, arbutine, gingérol, Inibition, criblage

virtuel, docking moleculaire, QSAR.



Abstract:

Our thesis work was devoted to the virtual screening of chemical libraries based on
molecular docking and quantitative structure-activity relationships (QSAR) studies.
Our work was carried out in two parts: in the first part, molecular docking studies
were performed on gingerol and arbutin analogues extracted from the ZINC database.
The results obtained from docking indicate that some analogs showed a higher
Moldock score (in terms of negative energy) compared to gingerol, arbutin and
experimentally known tyrosinase inhibitors. Moreover, these grounded hits adhere to
Lipinski's rule of five, stating that these molecules have no bioavailability issues. In
the second part of the work, QSAR model was developed to predict quantitatively the
anti-inflammatory activity for a set of 47 2-[4-(thiazol-2-yl) phenyl] propionic acid
derivatives. The proposed model has good stability, robustness and predictivity when
verified by internal validation (cross-validation by LOO and Y randomization) and
also by external validation. The latter was used to screen the PubChem chemical
library. Among the top 100 compounds ranked in terms of cox2 inhibitory activity
(pls0), there are some which theoretically possess interesting plso values higher than

that of the reference inhibitor indomethacin.

Key words: Tyrosinase, cyclooxygenase-2, arbutine, gingerol, Inibition, virtual

screening, molecular docking, QSAR.
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Introduction générale

Anciennement, un grand nombre de médicaments ont été découverts tout
simplement grace a l'identification de principes actifs extraits de substances
naturelles historiquement utilisées dans la médecine non-conventionnelle, ou méme
par hasard. Mais plus le nombre de médicaments connus augmente et plus les
probabilités de faire une telle découverte sont faibles. Par la suite, les avancées dans
le domaine de la synthese chimique et de la pharmacologie ont conduit a une
démarche de recherche systématique permettant 1’élaboration de nouveaux
médicaments de plus grande efficacitél2.

Le processus de recherche et développement de nouveaux médicaments est
extrémement long et coliteux. Au cours des phases successives, des milliers de
molécules doivent étre triées et sélectionnées, afin d’obtenir un nombre trés limité de
candidats3. Pour chaque nouveau médicament, le temps passé depuis la premiere
étape, au cours de laquelle une cible biologique pertinente dans un processus
pathologique donné est identifiée, jusqu’a la mise sur le marché d’'un composé tourne
autour d’'une moyenne d’environ 12 a 14 ans. Le colit global estimé est de 800
millions de dollars par composé mis sur le marchél-3.

Le criblage virtuel est la stratégie in silico la plus utilisée pour I'identification
de touches (hits) dans le cadre de la recherche de nouveaux médicaments#®. Celui-ci
fait désormais partie intégrante de la plupart des programmes de recherche de
composés bioactifs, que ceux-ci se déroulent en milieu académique ou industriel, car
il constitue un complément essentiel au criblage biologique haut-débit’-°. Le criblage
virtuel permet I'’exploration de larges chimiotheques (> 106 molécules) a la recherche
de composés actifs vis-a-vis d’'une cible thérapeutique donnée. Ce processus vise a
réduire de facon significative la chimiothéque de départ a une liste limitée de
composés jugés les plus prometteurs. Cette approche conduit souvent a une nette
amélioration de la concentration de molécules actives pour la cible, tandis qu’'une
sélection aléatoire de molécules de la chimiotheque ne saurait fournir un tel
enrichissement. Ainsi, le temps aussi bien que les colits de l'identification de
nouvelles touches peuvent étre réduits de fagon significativel?.

Dans nos travaux de theése nous présentons des études de criblage virtuel
basées sur le docking moléculaire et la relation quantitative structure-activité,
effectuées sur deux cibles thérapeutiques différentes: la premiere est la tyrosinase

impliquée dans le processus de la production de la mélanine responsable de la

1
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coloration de la peau, des yeux et des cheveux, la seconde cible est la cyclooxygénase?2
responsable de I'inflammation.

L’objectif de nos études et de découvrir de nouvelles molécules inhibitrices de
ces deux cibles afin d’enrichir les classes thérapeutiques des anti-hyperpigmentation
et des anti-inflammatoires.

Ce manuscrit est divisé principalement en deux parties: une premiére partie

bibliographique et une deuxieme partie consacrée aux résultats et discussions.

Le premier chapitre de la partie bibliographique présente une introduction sur
les enzymes, leur définition, leur mode d’action, la cinétique enzymatique ainsi que

les principales applications industrielles des enzymes.

Le deuxiéme chapitre présente les différentes techniques informatiques
utilisées dans le développement de nouvelles substances médicamenteuses,

notamment la méthode QSAR et le docking moléculaire.

La deuxiéme partie « résultats et discussions» est constituée de deux
chapitres : le premier chapitre est consacré a I'étude de l'inhibition de I'enzyme
tyrosinase par le docking moléculaire, criblage virtuel, aux résultats obtenus et a
leurs discussions. Le deuxiéme chapitre représente une étude quantitative structure-
activité inhibitrice de 'enzyme cyclooxygénase2 et son application dans le criblage

virtuel des chimiotheques.

Enfin, nous terminerons ce manuscrit par une conclusion générale et des

perspectives.
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Chapitre I : génératités sur les enzymes

Les enzymes sont des protéines qui allient la capacité de reconnaitre tres
spécifiquement des molécules!, au pouvoir de catalyser efficacement leur

transformation en composées utiles au métabolisme des organismes vivants.

Les réactions chimiques dans les systemes biologiques se font rarement en I"absence

d’enzymes.

Une enzyme ne favorise pas seulement une réaction chimique donnée, elle empéche

aussi la présence de réactions secondaires génantes.

Au cours de ces derniéres années, le nombre d’enzymes connues a considérablement
augmenté et leurs applications sont multiples, en chimie analytique, en
pharmacologie, en toxicologie, dans l'industrie agro-alimentaire, dans le secteur

biomédical et en chimie organique.
1. Structure des enzymes et fonction

Comme toute protéine I'enzyme est constituée d’enchainement d’acides
aminés?, qui sont reliés les uns aux autres par des liaisons peptidiques qui se forment
entre le groupement carboxylique du premier acide aminé et le groupement aminé

suivant.
H3N+-CHR1-CO-NHCHRZ-CO-NH-CHR3-CO- ........... NH-CHR,-COO"

Cette chaine d’acides aminés détermine la structure primaire de l'’enzyme. La
structure secondaire des protéines est classiquement définie par le repliement de la

chaine polypeptide en hélice a ou en feuillet (3.

La structure tertiaire est due a la formation de différentes liaisons et interactions,
dont les ponts disulfures, les liaisons hydrogéne, liaisons ioniques et les interactions

hydrophobes (Figure 1).
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lonique () Liaison
hydrogéne

Effet
hydrophobe

Pont
disulfure

Figure 1 : Structure tertiaire d’'une protéine.
1.1 Mécanisme d'action des enzymes

Le mécanisme d'action est basé sur une réaction chimique, dans laquelle
I'enzyme se lie au substrat et forme finalement un complexe enzyme-substrat. 3 Cette
réaction a lieu dans une zone relativement petite de 'enzyme appelée site actif ou
catalytique. En d'autres termes, le mécanisme d'action enzymatique est basé sur la
nature de l'interaction enzyme-substrat, qui explique la spécificité de réaction des
catalyseurs biologiques. Le site actif d'une enzyme est constitué de plusieurs acides
aminés, situés a distance les uns des autres dans la chalne peptidique. Ces acides
aminés sont rapprochés par le repliement résultant de la structure secondaire et
tertiaire des enzymes. Les chaines latérales de résidus d'acides aminés au niveau du
site actif fournissent des groupes pour la liaison avec des groupes spécifiques du
substrat. Les cofacteurs assistent la catalyse. Le substrat forme des liaisons avec des
résidus d'acides aminés dans le domaine de liaison au substrat du site actif. La liaison
induit une réaction conformationnelle dans le site actif. Au cours de la réaction,
I'enzyme forme un complexe d'état de transition. Au fur et a mesure que les produits
de la réaction se dissocient, 'enzyme revient a son état d'origine. Deux différents

modeles postulés pour le mécanisme d'action enzymatique sont donnés ci-dessous.
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1.1.1 Modéele de Fisher (modele de serrure et de clé)

Il s'agit d'un modele rigide du site catalytique, proposé par Emil Fischer en 1894 4.
Le modele explique l'interaction entre un substrat et une enzyme en termes
d'analogie serrure et clé. Dans ce modeéle, le site catalytique est supposé étre
préformé. Le substrat s'adapte comme une clé dans une serrure. L'inconvénient de ce
modele est la rigidité implicite du site catalytique. Le modéle ne peut pas expliquer
les changements dans la structure enzymatique en présence de modulateurs

allostériques.

substrat | t |

Complexe
enzyme-substrat

Figure 2 : Complémentarité stérique.

1.1.2 Modele d'ajustement induit

Contrairement a la méthode ci-dessus, ce modele suggere un mode flexible
pour le site catalytique. Pour surmonter les problemes du modele de serrure et de clé
dus au site catalytique rigide, Koshland 57 a proposé un modele d'ajustement induit
en 1963. La caractéristique importante de cette procédure est la flexibilité du site
actif. Dans le modele d'ajustement induit, le substrat induit un changement
conformationnel dans le site actif de I'enzyme de sorte que le substrat s'insere dans le
site actif de la maniere la plus pratique afin de favoriser la réaction chimique. Cette
méthode suggere une inhibition compétitive, une modulation allostérique et une

inactivation des enzymes lors de la dénaturation.
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La théorie de Michaelis-Menten de l'action enzymatique® offre la base de la
plupart des recherches actuelles sur le mécanisme de l'action enzymatique. Ce
concept de schéma complexe enzyme-substrat suppose la combinaison de I'enzyme et
du substrat dans la premiere phase (parfois appelée phase de transition) de I'activité
enzymatique et la libération de I'enzyme et des produits de la catalyse dans la phase

deux de la réaction.

Enzyme + Substrat — Complexe Enzyme - Substrat — Enzyme + Substrat

substrat I l I

Complexe
enzyme-substrat

Figure 3 : Ajustement induit.
1.1.3 Catalyse covalente

La catalyse covalente est mise en évidence dans des enzymes capables de
former des liaisons covalentes entre la substance et le groupement catalytique du site
actif’. Un certain nombre d'enzymes réagissent avec leurs substrats pour former des
complexes enzyme-substrat tres instables, liés par covalence, qui subissent une
réaction supplémentaire pour donner des produits beaucoup plus facilement que

dans une réaction non catalysée.
2. Classification des enzymes

On trouve encore, a I’heure actuelle, la dénomination ancienne de certaines
enzymes telle que trypsine ou pepsine. Cependant, dans la mesure ou I'on s'intéresse

moins a la nature qu’a la fonction de I'’enzyme, on utilise plutét la nomenclature de
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I'Union Internationale de Biochimie qui recommande I'utilisation du suffixe « ase »
couplé parfois avec le substrat (uréase, phosphatase...), mais généralement avec le

type de réaction catalysée (hydrolase, oxydase, isomérase...).

Selon les réactions catalysées, les enzymes peuvent étre classées en six grandes

catégories:

1. Oxydoréductases : Elles catalysent des réactions d’oxydation ou de réduction :
oxygénation de la liaison C-H, C-C, C=C, ou I'élimination ou I'addition d’'un atome

d’hydrogene équivalent.

2. Transférases : Il s’agit d’enzymes responsables de transfert d’'un groupement
fonctionnel aldéhyde, cétone, acyle, amine, sucre, ou d’'un radical d'une molécule

a une autre (méthyle).

3. Hydrolases : Elles catalysent des réactions d'hydrolyse enzymatique (coupure

des liens C-C, C-0O, C-N et autres par de I'eau).

4. Lyases: qui catalysent l'addition ou I’élimination de groupes sur des liaisons

doubles C=C, C=N, C=0.

5. Isomérases : qui catalysent le transfert de groupes dans une méme molécule

pour produire des formes isomeres.
6. Ligases : Favorisent la formation des liaisons C-C, C-S, C-O et C-N.
3. Cinétique enzymatique?

La cinétique enzymatique traite la vitesse des réactions enzymatiques,
fournissant une information indirecte sur le mécanisme d’'une réaction, sur la
spécificité de 'enzyme ainsi que sur d’autres parameétres précisant les propriétés

physiques.

Une réaction enzymatique est caractérisée par ses constantes de vitesse.

En 1913, L. Michaelis et M. Menten ont proposé une théorie pour décrire les

réactions enzymatiques. Dans leur théorie, les réactions enzymatiques se déroulent

10
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en deux étapes: d’abord, un complexe enzyme-substrat (E-S) se forme rapidement,

puis ce complexe est lentement converti en produit.

Dans I'étape limitante de la réaction on admet que I'’enzyme (E) et le substrat

(S) restent a tout moment en équilibre thermodynamique avec le complexe.

Les valeurs de la constante de Michaelis K et de la vitesse maximale Vi, d’une
enzyme peuvent, fournir certains renseignements sur son activité. Pour la plupart des
enzymes, K est approximativement égale a la constante de dissociation du complexe
enzyme-substrat. La valeur de Km est inversement proportionnelle a l'affinité du
substrat pour I'’enzyme. Pour les concentrations en substrat inférieures ou égales a
Km, la vitesse de la réaction dépend de la vitesse d’association entre enzyme et

substrat.
Equation de Michaelis-Menten

La réaction enzymatique peut étre représentée sous la forme simplifiée suivante :

K, K.,
ES —» E+p (L1)

E+S

Cette premiere forme de I’équation Michaelis-Menten permet d’exprimer la vitesse

de la réaction en fonction des concentrations de I’enzyme et du substrat.

«[E¢ 1[S]

V= Kea Vg

(1.2)

Ou [S] la concentration du substrat.

[E¢] 1a concentration totale de I'enzyme qui est reliée aux concentrations d’enzyme

libre [E] et de complexe enzyme-substrat [ES] par I'équation ;

[E]c = [E] + [ES] (1.3)

11
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Ks est la constante de dissociation du complexe ES, ou complexe Michaelis-Menten et

est représentée par:

Ks = EL1S (1.4)

Kcat 1a constante catalytique.

Cette forme générale de l’équation Michaelis-Menten rend compte de

nombreuses réactions enzymatiques.

k k
E+S e ES —2>E+P
k-

(15)

1

Ce modele de Michalis-Menten a été amélioré par Briggis et Maldane qui ont
introduit 'hypothése de I'état stationnaire qui implique que la concentration [ES]

reste constante soit : d[ES]/dt=0.

L’expression de la vitesse initiale devient alors (1.6).

b= Vi [S]
Ky +[S] (1.6)
Avec Vp, = vitesse initiale maximale : Viu=k2[E]: (1.7)

et Kv la constante Michaelis-Menten qui est donné par I’équation (1.8)

_ k_y+k,

K

(1.8)

Une troisieme forme de 'équation de Michaelis-Menten est utilisée dans laquelle on
postule la formation d’'un complexe covalent entre I'’enzyme et le substrat (ES’), avec

une consommation du substrat (x).

3
E+S = ES ‘7T‘ ES' > E+P (1.9)

12
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L’équation qui décrit I’état stationnaire pour ES’ est :

d[ES] _
ac

ko [ES]— k3 [ES]| =0

(1.10)

Retenons que :

_[E][S] (1.11)
= TEs1

Et la concentration totale de I'’enzyme est [E]t = [E] + [ES] + [ES’]. Puison a :

_ Ks k2
Ee = [ES] [ +1+] (1.12)

La vitesse de formation du produit de la réaction est :
v = k,[ES] (1.13)

En introduisant la valeur de [ES] de I’équation (1.12) dans I’équation (1.13), on

obtient la loi des vitesses a I’état stationnaire.

= [E]t[S] [ (k1kz)/(kz2+ks3) ]

(Ksk3)/(kz+k3)+[S] (1.14)

L’équation est de forme identique a celle de Michaelis-Menten obtenue auparavant,

d’ou:
Ky = Ks—2
M ™S kytkes (1-15)
Et:
k _ kak3
cat — k2+k3 (1.16)

Les trois formulations de 1'équation de vitesse de Michaelis-Menten illustrent
un principe général de portée essentielle: de la forme de I’équation de vitesse d'une
réaction, on ne peut pas déduire le mécanisme impliqué dans la réaction, des

mécanismes différents pouvant présenter une cinétique identique.

13
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[5]

K M

Figure 4 : Représentation graphique d'une cinétique michaélienne; la tangente de la

courbe représente la vitesse initiale de la réaction.
3.1. Facteurs influengant la vitesse d’une réaction enzymatique

Nous allons passer en revue I'effet des différents facteurs réactionnels sur I'activité de

I'enzyme.
3.1.1. Effet du pH

La plupart des enzymes sont actives dans un domaine limité de pH. On peut
attribuer ce fait a la stabilité de la protéine enzymatique dans une certaine zone de

pH.

On explique simplement la sensibilité au pH des activités enzymatiques par le
fait que les substrats et les sites actifs des enzymes portent souvent des groupes
fonctionnels acides ou basiques dont l'ionisation varie avec le pH. Ce dernier peut
agir sur les parameétres cinétiques tels que Kca, Kuv et Kcar /Ku. Ces effets de pH

different d’'une enzyme a 'autre (Figure 5).

14
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Activité
enzymatique monoamine oxiase
Amylase -~

4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figure 5 : L'effet de pH sur deux enzymes différentes.
3.1.2. Effet de la température

Il est connu que la vitesse de la plupart des réactions chimiques s’éléve quand

la température s’accroit. Les réactions enzymatiques n’échappent pas a cette regle.

L’effet de la température sur la vitesse est illustré dans la figure 6 pour deux types
de réactions avec et sans enzyme. Dans le cas de réaction enzymatique, la vitesse
d’'une réaction s’éleve jusqu’a une valeur maximale, puis décroit rapidement, car la
chaleur dénature l'enzyme, et la vitesse de sa dénaturation augmente avec la

température.

Il existe une température optimale qui permet d’obtenir une vitesse constante
pendant toute la durée de 'expérience. Il en résulte I'existence d'une température

critique Tc, au-dela de laquelle il se produit le phénomene de dénaturation.

D’autre part, la résistance de I'’enzyme vis-a-vis de la dénaturation thermique
dépend d’autres parametres tels que le pH ou la force ionique et de la présence de

ligands. La fixation du substrat protege généralement I’enzyme.

Les enzymes de faible masse moléculaire portant une seule chaine
polypeptidique et des liaisons disulfures sont plus sensibles a la dénaturation que les
enzymes a grande masse moléculaire. En général, elles sont plus stables dans I'extrait

brut en présence d’autres protéines ou immobilisées a I’état insoluble.

15
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2 S . 4
T Réaction non catalysée par une T Réaction catalysée par une enzyme
enzyme
\'4 Y
(a) (b)
Température Température

Figure 6 : Effet de la température sur la vitesse d'une (a) réaction non catalysée et

(b) une réaction enzymatique.

Il est donc nécessaire d’optimiser les conditions d’utilisation d’'une enzyme dans un

environnement donné notamment les changements de pH et de température.
3.1.3. Inhibition enzymatique

L’'inhibition des enzymes signifie leur désactivation, par ralentissement ou
arrét total de l'activité enzymatique, sous l'action d’'un composé chimique appelé

inhibiteur.

L’inhibition enzymatique joue un réle important dans la régulation des voies
métaboliques. De nombreux composés chimiques bioactifs, comme des médicaments,

des pesticides, etc., ne sont autres que des inhibiteurs d’enzymes ciblées.

L’action de l'inhibiteur a lieu par sa fixation a I'’enzyme qui peut s’effectuer de deux

manieéres :
- saliaison au site actif de I'enzyme, empéchant ainsi la fixation du substrat,

- sa liaison dans une autre région de I'enzyme provoquant la déformation de la

protéine et donc sa désactivation partielle ou totale.

On distingue généralement les inhibiteurs réversibles, qui se lient a 'enzyme
par des liaisons de faible énergie, et les inhibiteurs irréversibles, qui se fixent de

maniére covalente.

16
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3.1.3.1. Inhibitions réversibles
3.1.3.1.1. Inhibition compétitive

Dans ce cas l'inhibiteur (I) se lie au site actif de ’enzyme et empéche le substrat (S) de

s’y lier. Le substrat et 'inhibiteur sont donc en compétition pour se lier a I’enzyme :

Q0
\ /

Figure 7 : Modeéle d’inhibition compétitive.

En terme cinétique (michaélienne), cette inhibition est représentée par les équilibres

suivants :
K, K,
E+S —= ES ——> E+ P
+ k.l

Figure 8 : mécanisme d’'inhibition compétitive.

Ces équilibres expriment la compétition du substrat et de I'inhibiteur pour I'enzyme

E.

Par rapport aux équations citées plus haut ayant aboutie a 1’établissement de
I’équation de Michaelis-Menten, 'intervention de l'inhibiteur introduit les données

suivantes :

[
E

[Elo =[E]+[E-S] +[E-I] et K

17
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La vitesse initiale vo de formation du produit P devient alors :

Vm [S]O

<
o
1

[
—}Zi_)

[S]0+ Km (l+
Comme le montre cette formule, K, augmente d’un facteur (1 + [I]/Kij).

Si on dessine le graphique de Lineweaver-Burk de cette inhibition pour différentes

concentration d’inhibiteur I, on trouve ce qui suit :

v, i
[1]= 2K

[0= K,

[11=0

_ .
vis),

Figure 9 : Graphique de Lineweaver-Burk d’inhibition compétitive.
3.1.3.1.2. Inhibition incompétitive

Dans l'inhibition incompétitive, I'inhibiteur se lie au complexe enzyme-substrat une

fois formé, mais pas a I’enzyme libre, ce qui se traduit par les équilibres suivants :

k, K,
E+S E-S —> E+ P
Ky +
I
ki] K
E-S-I

Figure 10 : Mécanisme d’inhibition incompétitive.
Dans ce cas, nous avons :

[E-S][1]
[E-S-I]

[Elo = [E] + [E-S] + [E-S1] et K, =

18
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En tenant compte de ces égalités dans I'’équation de Michaelis-Menten, la vitesse

initiale de formation du produit P devient :

Dans ce type de compétition, Vi, et K sont tous les deux diminués d’'un facteur

(1+[1]/Ki).

Le graphique de Lineweaver-Burk correspondant a cette inhibition est alors de la

forme :

v, |
[1]= 2K,
=K,
[1]=0
g ]
18],

Figure 11 : Graphique de Lineweaver-Burk d’inhibition incompétitive.
3.1.3.1.3. Inhibition non-compétitive

C’est la combinaison des deux précédents types de compétition. L’inhibiteur se lie a

I'enzyme et au complexe enzyme-substrat.
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Le systeme d’équations correspondant a cette situation est le suivant :

K, k,
E+S E-S —> E+ P
+ k-l +
I I
kl k—i k| I(|
k.l
E-l + S E-S-I
K,

Figure 12: Mécanisme d’inhibition non compétitive.

L’équation exprimant la vitesse initiale de la formation du produit P est alors :

Vin [S]% [1]
(1+ —Kf)

[Slo+ K,

Ce qui se traduit en représentation de Lineweaver-Burk comme suit :

1| 1= 2K,
[1]= K;

/ [11=0
1/[S]T

Figure 13 : Graphique de Lineweaver-Burk d’inhibition non compétitive.
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3.1.3.2. Inhibition irréversible

L’action d'un inhibiteur est irréversible quand il se forme une liaison covalente

entre I'enzyme et I'inhibiteur. Ce type d’inhibiteur est appelé inactivateur.

La cinétique de la réaction est similaire a celle d’'une réaction en présence d'un
inhibiteur non compétitif car il y a perte d’enzyme actif (figure 14). Mais,
contrairement a ce qui se passe dans l'inhibition réversible, la dilution ou la dialyse
de la solution contenant le complexe enzyme-inhibiteur (EI) ne restaure pas l'activité

enzymatique car le complexe ne peut pas se dissocier.

K Keat

E+ § - ES E+ P
K| + ] Ka
K

E+ 1 —— B —y— pasderéction

Figure 14 : Mécanisme d’inhibition irréversible.
4. Immobilisation des enzymes

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques avantageux, par rapport aux

catalyseurs chimiques, grace a leur spécificité.

Cependant, il s'agit de catalyseurs plus coliteux a produire dont le maintien de
l'activité reste problématique, ce qui limite souvent leur application pratique dans
des processus médicinaux ou biotechnologiques. Une approche possible pour leur

stabilité est leur immobilisation®.

L’immobilisation d’'une enzyme consiste en sa rétention soit par rétention
physique, soit par liaison chimique. On peut aussi combiner les deux méthodes pour

assurer une meilleure fixation de I'enzyme.

Le paragraphe suivant passe en revue les différentes techniques d'immobilisation.
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4.1. Méthodes d’'immobilisation10-11
Les principales méthodes d'immobilisation sont classées en quatre catégories®12:

Adsorption
Liaison covalente

réticulation

Y V VY V

inclusion
4.1.1. Immobilisation par liaison covalente

L’'immobilisation par liaison covalente conduit a la formation des liaisons tres

solides entre enzyme et support.

Le couplage covalent d’enzyme sur support nécessite la présence d’'un groupe
fonctionnel sur la surface de celui-ci (Figure 15). Ces groupements sont en général -
COOH, -NHgz, -OH, ou -SH ; ils sont peu réactifs chimiquement et il convient de les
activer pour qu’ils réagissent dans des conditions douces avec des groupements

fonctionnels de I'’enzyme.

Différents supports tels que la silicel3, Eupergitl* ont été activés et exploités

pour cette technique.

L’'immobilisation par liaison covalente est utilisée afin d’augmenter la stabilité

et I'activité de 'enzyme.1>

Liatzon covalente

Enzyme

* Support

Figure 15 : Immobilisation par liaison covalente.
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4.1.2. Immobilisation par réticulation et co-réticulation

b by

La réticulation consiste, a 'aide d’'un agent réticulant, a créer des liaisons

chimiques qui renforcent la cohésion de la membrane, (Figure 16).

Quant a la co-réticulation, elle est basée sur le méme principe que la
réticulation en utilisant a la fois un agent réticulant plus souvent en présence du
glutaraldéhyde et une protéine inerte pour faciliter ou améliorer la réticulation

(Figure 17).

L’utilisation de cette protéine permet, par une meilleure répartition des
masses des différentes protéines, une meilleure maitrise de l'activité enzymatique

sans altérer les propriétés mécaniques des membranes obtenues.

Cependant, a cause de la réaction chimique, une perte d’activité enzymatique

de la membrane co-réticulée peut étre observée pendant les mesures.

» Liaison chimique

—— - Enzyme

Figure 16 : Immobilisation par réticulation.

Enzyme

—— Protéine inerte

Figure 17 : Immobilisation par co-réticulation.
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4.1.3. Inclusion ou piégeage

La technique consiste a emprisonner I'’enzyme dans les mailles du réseau d'une
matrice polymérique ou inorganique : gel de polyacrylamide, d’amidon, de gélatine,

d’alginate.

Le procédé est tres simple et universel, mais les risques de fuite ne sont pas

négligeables si les mailles du réseau sont larges.

La maille de la matrice assure de maniére purement physique la rétention de
I’enzyme tout en permettant la diffusion du substrat jusqu’au site actif de I'enzyme

grace a une porosité du gel suffisante (Figure 18).

Toutefois cette technique est parfois limitée par la taille des pores du gel qui

favorise le relargage des enzymes de faible poids moléculaire.

L’activité de l'enzyme est dépendante du micro-environnement local de

I’enzyme immobilisé (pH, force ionique, diffusion moléculaire, etc.)

Enzyme

Matrice

Figure 18 : Immobilisation par Inclusion.
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4.1.4. Immobilisation par adsorption

L’adsorption est la méthode la plus économique et la plus simple
d'immobilisation des enzymes!t. Dans ce procédé, I'’enzyme est retenue a la surface
d’un corps adsorbant, minéral ou organique, grace a des liaisons de Van der Waals et

des interactions homophiles (hydrophobes et/ou hydrophiles) (Figure 19).

Les supports adsorbants utilisés sont tres variés, tant du point de vue de leur
structure chimique que du point de vue de leurs propriétés physiques (densité,

granulométrie, porosité, etc.).

Différents supports tel que chitosanel?, kaolin 18, célitel®, carbonate de

calcium?2? ont été exploités pour I'immobilisation des enzymes.

Les quantités d’enzyme immobilisé par adsorption sont extrémement

variables et sont évidemment fonction de la nature du support.

Y/

Enzyme

Figure 19 : Immobilisation par adsorption.

» Support
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4.2. Avantages et désavantages des méthodes d’'immobilisation

Le Tableaul résume les avantages généraux et les inconvénients de chaque

technique?!

Tableau 1 : Comparaison de différentes méthodes d'immobilisation des enzymes.

Méthode

d’'immobilisation

Avantages

Inconvénients

Liaison covalente

une large variété de
supports disponible

stabilité a long terme

Liaison covalente forte
entre l'enzyme et le
support

Modification chimique de
I'enzyme

Procédure longue

Toujours couteuse

peut limiter le transfert de
masse

Réticulation
co-réticulation

et

haute activité et stabilité
efficace pour l'ensemble
de cellules

liaison solide

modification chimique de
I'enzyme  peut
l'activité

diminuer

peut limiter le transfert de
masse

Pas de modification les modifications de
. chimique de I'enzyme I'environnement peuvent
Inclusion ou n . .
., Peut étre simple perturber le réseau et
iégeage :
piegeas efficace pour l'ensemble provoquer une fuite
de cellules peu ou pas de stabilisation
souvent limite le transfert de
masse
Simple Faible liaison entre I'enzyme
) Facile a effectuer et le support
Adsorption

Pas de
chimique de I'enzyme

modification

Moins couteuse

fixation non spécifique
Risque de désorption

peut limiter le transfert de
masse
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5. Domaines d’application des enzymes

Actuellement, les enzymes sont souvent utilisées pour un large éventail
d'applications?? telles que : I'industrie des détergents (35 % d'utilisation), fabrication
de textile (10 %), l'industrie du cuir (3 %), l'industrie du papier; protection de
I'environnement; production alimentaire, transformation et conservation des

aliments (45 % ) et applications médicales.
5.1 Applications des enzymes dans le domaine agro-alimentaire

Les enzymes sont utilisées depuis des siecles dans la production alimentaire?3.
Leurs utilisation dans I'alimentaire ne se restreint pas a I’exploitation des propriétés
catalytiques des enzymes, elle regroupe également les opérations visant a controler
voire inhiber des enzymes pouvant altérer les qualités organoleptiques d’un aliment
ou d’'un constituant alimentaire. A titre d’exemple les brunissements enzymatiques
observés dans certains aliments (exemple de la pomme de terre ou de la banane

tranchée) dues a la formation des quinones issus de I'oxydation des polyphénols.24
5.1.1 Raffinage enzymatique d’huiles alimentaires

Le dégommage enzymatique est la méthode la plus récente pour dégommer les
huiles végétales, y compris l'huile de soja. Cette technique a initialement été
développée par la compagnie allemande LurgiGmbh, elle est également connue sous
le nom de procédé Enzymax®. Le but de ce procédé est de convertir grace a une
phospholipase?3, les phospholipides non hydratables en une forme hydratable avec
pour avantages un accroissement du rendement en huile, des couts de fabrication

réduits ainsi que la diminution des effluents.
5.1.2 Enzymes utilisées dans la panification

De nombreuses fabriques de pain utilisent des émulsionnants chimiques a
savoir les monoglycérides, afin de retarder le durcissement du pain2. On obtient avec
I'amylase un pain a I'aspect plus frais qu’'avec les agents chimiques. Cependant, le
développement de nouvelles méthodes de production plus performantes et
l'utilisation de nouvelles sources d’enzymes d’origine microbienne utilisées dans

I'industrie agroalimentaire ont conduit a l'utilisation d’enzymes plus complexes.
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Leurs domaines d’application sont trés variés et on les retrouve non seulement en

panification mais également en patisserie et en viennoiserie.
5.2 Applications analytiques et thérapeutiques

Les enzymes sont utilisées en médecine, dans les recherches scientifiques et

dans l'industrie pharmaceutique.
5.2.1. Enzymes utilisées dans les méthodes d’analyses de biologie moléculaire

La Taq polymérase est une ADN polymérase utilisée pour 'amplification de
I’ADN dans la PCR (polymerase chain reaction). 26 Cette enzyme est extraite de la
bactérie Thermus aquaticus, un microorganisme thermophile vivant pres des sources
chaudes. La Taq polymérase peut résister a de trés hautes températures, elle est

utilisée dans la PCR car elle résiste a des températures ou I'ADN est dénaturé : 95°C.

5.2.2. Enzymes utilisées en thérapie et analyse.

L’utilisation des enzymes dans le domaine médicale est de plus en plus

fréquente, aussi bien d'un point de vue analytique que thérapeutique.?’

Le tableau 2 regroupe les principales applications des enzymes dans le domaine

thérapeutique et analyse.

Tableau 2 : Enzymes utilisées dans le domaine thérapeutique

Enzyme EC Reaction Apllication
Asparginase 3.5.1.1 L-Aspargine H,0 - L-aspartate + NH3 Leukaemia
Collagenase 3.4.24.3 Collagen hydroysis Skin ulcers
Glutaminase 35.1.2 L-Glutamine H20 - L-glutamate + NH3 Leukaemia
Hyaluronidase 3.2.1.35 Hyaluronale hydrolysis Heart attack
Lysozyme 3.2.1.17 Bacterial cell wall hydrolysis Antbiotic
Rhodanase 28.1.1 S2032+ + CN- »S032+ +SCN- Cyanide poisoning
Ribonuclease 3.1.26.4 RNA hydrolysis Antiviral
B-Lactamase 3.5.2.6 Penicillin 2 penicilloate Pencillin
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Sterptokinase 3.4.22.10 Plasminogen—->plasmin Blood clots
Trypsine 3.4.214 Protein hydrolysis Inflammation
Uricase 1.7.3.3 Urate + 02> allantoin Gout
Urokinase 3.4.21.31 Plasminogen - plasmin Blood clots

5.3. Applications industrielles
5.3.1. Industrie du papier

L’utilisation de xylanases dans I'étape de blanchiment de la pate kraft permet
d’éviter le chlore et de réduire les déchets toxiques?8, d’augmenter le degré de blanc
de la pate et de diminuer les colits de 'opération, notamment dans les usines qui

utilisent de grandes quantités de dioxyde de chlore.

Les lipases, les estérases, les pectinases, les hemicellulases, les cellulases et les
enzymes lignitiques sont également utilisées dans le désencrage du papier ce qui

permet le recyclage et la réutilsation du papier pollué dans la fabrication du carton.
5.3.2. Industrie des détergents

L’industrie des détergents utilise le plus gros volume d’enzymes, c’est-a-dire
45 % du total du marché. Les enzymes utilisées dans ce secteur sont les protéases,
bactériennes et fongiques, les amylases, les cellulases et les lipases.2? Les enzymes les
plus présentes sur le marché sont les protéases bactériennes, dont il existe
actuellement une grande variété. Ces enzymes possedent des propriétés nettoyantes
croissantes et une grande stabilité face aux oxydants. Elles sont également actives
dans I'élimination des particules de poussiere et de terre car elles éliminent les
microfibrilles des fibres de coton, ce qui produit de plus un effet de brillantage de la
couleur. Il faut signaler que les enzymes utilisées dans les détergents ont un impact
sur 'environnement positif. Elles entrainent en effet des économies d’énergie dues a
la réduction des températures du lavage, permettent la réduction de la teneur en

produits chimiques des détergents, et elles sont biodégradables.
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6. Conclusion

Dans ce chapitre nous avons présenté un apercu général sur les enzymes, leur
définition, leur mode d’action, la cinétique enzymatique ainsi que l'interét de leurs
applications dans divers domaines industriels. Les enzymes dont le role est de
catalyser les réactions chimiques du vivant sont privilégiées en industrie car elles
permettent de contourner les inconvénients des produits chimiques et améliorent les

relations cofits-efficacité des procédés.
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1. Introduction sur de la découverte des médicaments

Les maladies et les « essais thérapeutiques » remontent a l'existence de
I’homme sur Terre. De la préhistoire jusqu'au début du XXe siécle, la grande majorité
des médicaments provenaient de l'identification de principes actifs extraits de
substances naturelles. Les premiers efforts sérieux étaient réalisés en vue d’isoler et
de purifier les principes actifs de ces remedes (c'est-a-dire les substances chimiques
qui sont responsables de leur action pharmacologique. Dans les premiers temps, il
n'y avait aucune possibilité de comprendre la nature de la maladie’.

Cependant, le début du XIXe siecle marque un tournant historique dans la
recherche de nouveaux médicaments grace a l'isolement de principes actifs de
substances naturelles précédemment utilisées dans la médecine traditionnelle. En
1803, Friedrich Wilhelm isole la morphine a partir du pavot, qui a été commercialisée
par les laboratoires Merck a partir de I'année 1827.2 Cependant, la nécessité de
développer d'autres sources de médicaments est rapidement apparue et a permis de
nombreuses avancées tout au long du XXe siecle et jusqu'a aujourd’hui.

Plusieurs grandes disciplines ont permis la révolution de la recherche de
nouveaux médicaments et ont abouti aux processus de R&D (Recherche et
développement) mis en ceuvre actuellement, les différentes étapes sont illustrées
dans la Figure 1.3

Au cours des phases successives, des milliers de molécules doivent étre triées
et sélectionnées, afin d’obtenir un nombre trés limité de candidats. Pour chaque
nouveau médicament, le temps passé depuis la premiere étape, au cours de laquelle
une cible biologique pertinente dans un processus pathologique donné est identifiée,
jusqu’a la mise sur le marché d’'un composé tourne autour d’'une moyenne de 12 a 14
ans. Le processus de recherche et de développement de nouveaux médicaments est

trés long et couteux.
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[

Choix d'une Génération et Tests Tests
Cible Identificatity Optimisation Précliniques Cliniques
Thérapeutique des hits des leads

Figure 1: Etapes du processus de recherche et développement des médicaments.

Les nouvelles méthodes permettant la découverte de nouveaux médicaments
se doivent donc d’'innover afin de mettre en évidence des molécules encore inconnues
ayant un certain potentiel d’activité sur des cibles biologiques connues*. Les outils
mis en place doivent étre capables de guider les chimistes médicinaux dans le choix

des molécules a cribler et a synthétiser? 5.

1.1. Le choix d’une cible thérapeutique

Le choix d’'une cible thérapeutique revient a sélectionner, a 'aide de données
issues de la littérature, une biomolécule (en général une protéine ou un complexe
protéique) impliquée dans un certain processus pathologique.

Une cible thérapeutique peut étre découverte ( ou mise en évidence) a partir d'un
mécanisme d’action de médicaments déja connue, de ligands naturels, d’une
compréhension des processus cellulaires et physiologiques, ou bien d’une fagon
aléatoire.

Avant de rechercher des molécules capables d’agir sur la cible biologique
identifiée, il est nécessaire de procéder a la validation de cette cible. Cette
validation consiste d’'une part a s’assurer de l'effet bénéfique de la modulation de la
cible sur la pathologie étudiée tout en vérifiant d’autre part que les conséquences
de ces altérations ne seront pas néfastes. Ces parametres régulent ce que l'on

appelle la « druggabilité » de la cible’°.

1.2. Identification des touches (hits)
La seconde étape consiste a identifier des touches (hits), c’est a dire des molécules

ayant la capacité d’interagir avec la cible choisie et susceptibles de moduler ses effets
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sur le processus biologique en question. Ces molécules sont sélectionnées a partir de
librairies de ligands naturels, ou de chimiotheques, ciblées ou non, le plus souvent a
'aide des techniques de criblage a haut débit (HTS pour High Throughput Screening).

Cependant, les tests expérimentaux, qui nécessitent le plus souvent une
connaissance approfondie des systémes étudiés, ne sont pas toujours aisés a mettre
en ceuvre, notament a grande échelle. L’automatisation des procédures serait tres
couteusell. Ces difficultés ont un impact particulierement important lorsque l'on se
situe dans la phase d’identification des touches (hits) qui nécessite le criblage de
milliers ou centaines de milliers molécules.

Les stratégies de criblage virtuel, ou in silico, sont donc depuis quelques
années employées en tant qu’alternative ou de facon complémentaire. Ces techniques
sont en général assez faciles a mettre en place, pour un colit bien moindre que les
criblages expérimentaux!l. De plus, I'évolution technologique constante de ces
derniéres décennies a permis d'accélérer considérablement les temps de calculs
nécessaires a la simulation de systemes complexes ou de bases de données de
plusieurs milliers de molécules. Le criblage virtuel est donc aujourd’hui employé dans
de nombreux projets, afin de sélectionner, au sein de vastes librairies de molécules,

un nombre restreint de composés a cribler expérimentalement>.

1.3. Génération et optimisation de téte de série (leads)

A ce niveau, un certain nombre de touches (hits) vont étre transformés en leads,
qui vont ensuite permettre de créer des séries de composés ayant une activité
démontrée sur la cible choisie.

Le choix porte sur des composés qui possedent un motif structural de base sur
lequel il est possible de greffer un certain nombre de substituant permettant de faire
varier les propriétés des ligands formés. Cette étape est souvent considérée comme
critique pour la sélection de composés de qualitél2.

Les séries de leads sont ensuite optimisées d’une part afin de présenter une
activité pour la cible la plus forte possible tout en conservant une spécificité
suffisante vis-a-vis d’autres proteines!3,mais également afin de répondre a un certain
nombre de criteres régissant les propriétés ADMETox et « drug-like » de la molécule,

qui déterminent la capacité de celle-ci a étre un bon médicament?1415,
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Cette phase correspond a l'expression «drug design » (conception de
médicaments) souvent utilisée a tort comme un équivalent de «drug discovery »
(découverte de médicaments).

1.4. Les tests précliniques et cliniques
Apres avoir trouvé et défini un nouveau candidat médicament, une série de tests liés
a l'innocuité, la posologie, la distribution, aux parametres pharmacologiques et

toxicologiques doit étre effectuée.

1.4.1Tests précliniques

La phase derecherche préclinique est une étape fondamentale dans la
fabrication d’'un médicament. Elle permet de comprendre le mode d’action du
médicament et de tester l'efficacité et la toxicité des molécules sur les animaux

avant son administration a ’homme.

Les études permettent non seulement de déterminer le profil de sécurité chez

I'animal, mais elles fournissent également des informations importantes sur :

e L'absorption (fagon dont le médicament pénetre dans I'organisme)
e Ladistribution (fagon dont le médicament circule dans I'organisme)
e Le métabolisme (décomposition du médicament par I'organisme)

e L'excrétion (élimination du médicament par l'organisme)
Ces quatre facteurs sont regroupés sous l'acronyme ADME.

A l'issue de l'ensemble de ces études précliniques, et au cas ou le produit semble
prometteur et non toxique, sera alors décidé le passage aux essais cliniques chez

l'homme.

1.4.2. Tests cliniques

Une étude clinique est une étude scientifique réalisée en thérapeutique médicale

humaine pour évaluer I'efficacité et la tolérance d'un médicament.
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1.4.2.1. Les essais de la phase |

Les essais de phase | permettent une premiere évaluation de la tolérance du
médicament en fonction de sa dose. Le candidat-médicament est administré a
I'homme pour la premiere fois. L'objectif premier est d'évaluer la sécurité du
produit et de déterminer I'échelle des doses tolérées. La molécule est testée sur une
courte période, afin de déterminer la dose minimale active, les parametres

pharmacocinétiques et le déclenchement d'effets indésirables.
1.4.2.2. Les essais de la phase 11

Les essais de phase Il concernent des malades atteints de 'affection que le
produit est destiné a soulager. Différentes quantités du médicament sont
administrées a environ 100 personnes qui souffrent du trouble cible, afin de
confirmer I'éfficacité thérapeutique de l'indication envisagée, et a affiner la
posologie. Dans les études de phase Il on tente également de mettre en évidence des
effets indésirables a court terme, ainsi que des facteurs capables de modifier la

cinétique du produit.
1.4.2.3. Les essais de la phase III

Les essais thérapeutiques proprement dits commencent avec la phase III. Ils
portent sur un nombre beaucoup plus étendu de malades, le produit est administré
selon un protocole précis, les résultats obtenus chez un groupe traité sont comparés
a ceux d’'un groupe témoin. L'objectif de cette étude est de déterminer le profil
thérapeutique et le devenir pharmacocinétique du produit, c’est une phase décisive

de I'Autorisation de Mise sur le Marché (AMM).?
1.4.2.4. Les essais de la phase IV

Cette phase commence apres la commercialisation du médicament, et
concerne les études a tres grandes échelles. Les essais de la phase IV ont pour but
d’affiner les indications thérapeutiques, établir 1'innocuité du médicament, cibler

des populations particulieres et vérifier 'absence d'interactions médicamenteuses.
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2. Le principe du criblage virtuel (in silico)
2.1. Généralités

Le criblage virtuel est la stratégie in silico la plus utilisée pour 'identification de
touches (hits) dans le cadre de la recherche de nouveaux médicaments!316.17 Celui-ci
fait désormais partie intégrante de la plupart des programmes de recherche de
composés bioactifs, que ceux-ci se déroulent en milieu académique ou industriel, car
il constitue un complément essentiel au criblage biologique haut-débit18-20, Le
criblage virtuel permet I’exploration de larges chimiotheques (> 10¢ molécules) a la
recherche de composés actifs vis-a-vis d'une cible thérapeutique donnée. Ce
processus vise a réduire de facon significative la chimiotheque de départ a une liste
limitée de composés jugés les plus prometteurs. Cette approche conduit souvent a
une nette amélioration de la concentration de molécules actives pour la cible, tandis
qu’une sélection aléatoire de molécules de la chimiotheque ne saurait fournir un tel
enrichissement. Ainsi, le temps aussi bien que les colts de lidentification de
nouvelles touches peuvent étre réduits de fagon significativels.
2.2. Préparation des chimiotheques

Ces bases de données peuvent étre seulement des collections de structure
(2D ,3D et autres formats) ou fournir des données supplémentaires telles que la bio-
activité mesurée des composés et leurs cibles protéiques ainsi que les maladies
ciblées, mais tres peu de ces bases de données tentent de lier les données sur les
petites molécules a des informations sur leurs caractéristiques biologiques, leurs
cibles, ainsi que leurs données d’essai disponibles.

L’'importance de la chimiotheque employée est la premiere condition pour le
succes d’'un criblage virtuel, bien avant celle des algorithmes utilisés pour la
recherche de touches au sein de la chimiotheque®. En effet, seule une librairie de
composés suffisamment diverse peut garantir une exploration satisfaisante de

'espace chimique maximisant ainsi les chances de découvrir de nouvelles touches?21.

39



Chapitrell : Méthodes de conception de médicaments assistées par ordinateur

Tableau 1:Bases de données des petites molécules les plus connues et les plus

importantes.
Chimiothéque Type de Licence Editeur
NCI Open database Disponible publiquement NationalCancer Institute
MDDR Commerciale Accelrysinc
Binding DB Disponible publiquement University of Maryland USA
Relibase Commerciale Cambridge cristalographic data center
Chem spider Disponible publiquement Royal society of chemistry ,UK
DrugBank Disponible publiquement University of alberia canada
PubChem Disponible publiquement National center for biotechnologie

information

National  University of  Singapore,
TherapeuticTragetDatabase Disponible publiquement

Singapore
ZINC Disponible publiquement University of California san Francisco, USA
ChEMBL Disponible publiquement European bioinformatics Institute, KU
World Drug Index Commerciale Thomson Reuters

2.3. Préfiltrage de la chimiotheque

Pour éviter de perdre du temps avec des molécules possédant des
caractéristiques incompatibles avec celles de composés d’intérét pharmaceutique, le
processus de criblage comporte généralement une étape préliminaire de filtrage.
Plusieurs criteres de base sont pris en compte tels que le faible colit de production, la
stabilité mais aussi les propriétés pharmacologiques, d’absorptions, de distributions,
de métabolismes, d’excrétions, et de toxicités (ADME-Tox)?22.

Cette tache, qui peut étre prise en charge par des programmes spécialisés,
consiste a exclure les composés toxiques ou supposés tels ou comportant des
groupements jugés trop réactifs. Ensuite, ne sont retenus que les composés obéissant
a des définitions empiriques simples du profil de molécule active (caractere dit
« drug-like »), telle que la populaire « regle des 5 » de Lipinskil4 et ses extensions.

Durant leur phase d’optimisation, la complexité, le poids moléculaire et le
caractere lipophile des touches ont généralement tendance a augmenter. Par
conséquent, des filtres physico-chimiques additionnels peuvent étre employés pour
restreindre la chimiotheque aux composés ayant un profil de téte de série, dits « lead-

like » .12 On estime alors que les risques d’échec aux tests cliniques sont minimisés, ce
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qui est souvent un impératif économique. Toutefois, appliquées de facon stricte, ces
regles de pré-filtrage peuvent assez facilement conduire a 'exclusion de molécules
d’intérét.

Ainsi, de nombreux médicaments commercialisés ne respectent pas les regles
de Lipinski, c’est pourquoi ces regles empiriques sont souvent employées de fagon
plus ou moins permissive.

3. Les différentes méthodes du criblage virtuel

Selon la nature de l'information expérimentale disponible, on distingue la
méthode de criblage in silico en deux approches, la premiére se base sur la structure
de la cible afin d’identifier les interactions possibles au sein du site de liaison et ainsi
sélectionner des molécules capables de s’y arrimer et est connue sous le nom de
« structure-based virtual screening »?324, La seconde utilise les ligands connus comme
guides pour définir les propriétés responsables de leur affinité pour la cible et
identifier des molécules similaires, est appelée « ligand-based virtual screening ». 1825

Bien que ces deux approches soient surtout utilisées de maniére exclusive
(souvent parce que la nature des données de départ ne laisse qu'un seul choix
possible), leur combinaison lors d’'une campagne de criblage permet de maximiser les

chances de succes pour identifier de nouvelles touches?6.

Chimiothéque

Pré-filtratinn

Ensemble pré-filtré
Cible non connue /Cible connue
Criblage virtuel Criblage virtuel
*Ligand-based" Structure-based
Pharmacophore Design
de novo
Recherche QSAR 3D-QSAR Docking

de similarité Pharmacophore
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Figures 2 : Classification des méthodes de criblage virtuel.
Dans ce chapitre nous nous limiterons a decrire en détail les deux méthodes utilisées
dans le travail de cette these :
e Les méthodes de la relation quantitative structure-activité (QSAR) en tant que
méthode basée sur la structure du ligand et,
e Le docking moléculaire en tant que méthode basée sur la structure de la cible
(enzyme, récepteur, ...).
3.1. Méthodes « ligand-based virtual screening»

Lorsqu’au moins un ligand de la cible étudiée est connu, un criblage virtuel
basé sur les ligands peut étre mis en ceuvre. Le principe de base commun a toutes les
méthodes basées sur les ligands est que des molécules similaires vont avoir tendance
a présenter des profils d’activité similaires?’. La similarité des molécules peut se
mesurer par recherche de propriétés communes, qui seront utilisées comme
descripteurs de similarité. En fonction du nombre de ligands de référence pour la
cible et du type de descripteurs, différentes méthodes peuvent étre employées : la

recherche de similarité, le criblage a I’aide de pharmacophore et les méthodes QSAR.

3.1.1. Recherche de similarité

La recherche de similarité est la méthode a employer lorsque tres peu de
ligands ont été rapportés pour la cible biologique choisie.

Cette méthode permet de définir au sein d’'une base de données quels ligands
sont plus ressemblants des ligands actifs connus expérimentalement. Elle repose
donc sur l'utilisation de descripteurs et de métriques de similarité (coefficients de
distance, d’association et de corrélation) permettant de comparer des molécules a

cribler a un ou plusieurs ligands de référence pour prédire leur profil d’activité.

3.1.2. Développement de Modeles des relations quantitatives structure-active
(QSAR)

Les modeles QSAR représentent des équations mathématiques corrélant la
réponse des composés chimiques (activité) avec leurs informations structurelles et
physico-chimiques sous la forme de quantités numériques, c'est-a-dire les

descripteurs moléculaires. Des méthodes statistiques appropriées sont étendues pour
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développer un modele robuste et riche en informations impliquant un grand nombre

de variables.

En général, pour prédire une activité biologique ou une propriété par la
méthode QSAR (QSPR), la construction du modele mathématique est effectuée en

différentes étapes principales Figure 3.

* Collecte et traitements des données

* Génération et sé¢lection de descripteurs

* Construction du modele QSAR

+ Validation du modele QSAR

Figure 3 : Etapes effectuées pour le développement d’'un modele QSAR.

L’ensemble des données (I’ensemble des molécules) utilisées dans I'étude de
QSAR sont collectées soit directement a partir des mesures expérimentales, extraites

de la littérature ou a partir de bases de données.
L’ensemble des données collectées est divisé en deux sous-ensembles :

e Ensemble d’apprentissage « Training Set » : utilisé pour la construction du
modele.
e Ensemble de test « Test Set » : utilisé pour valider et mesurer la qualité des

modeles formés.
3.1.2.1. Collecte et traitement de '’ensemble des données

Les modeles QSAR sont tres dépendant des données expérimentales utilisées
pour leur construction. On doit donc tenir compte des données a modéliser ainsi
qu’au choix de I'’ensemble de données qui représente une étape tres importante dans

la construction des modeles QSAR.
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Les données devraient, idéalement, étre de grande qualité, fiables et
homogenes, présentant des incertitudes faibles afin de limiter les barres d’erreurs
expérimentales. On doit s’assurer que les tests menés sont effectuées selon le méme
protocole d'un seul ou plusieurs laboratoires, car les conditions expérimentales ont,

généralement, une forte influence sur les résultats obtenus.

L’efficacité d’'un modele QSAR dépend également du type de molécules qui y
sont incluses, plus le modele présentera des composés de structures proches et
similaires, plus il aura de chance d’étre performant. La présence de molécules de
comportement déviant (bizarre) peut influencer de maniére importante le modeéle
final.

Les structures moléculaires sont généralement téléchargées a partir des bases
de données telles que ZINC database, PubChem ou tirées a partir des travaux
disponibles dans la littérature puis dessinées a I'aide des logiciels. Une optimisation
et minimisation d’énergie par des méthodes empiriques ou quantiques est nécessaire
pour les calculs 3D. Plusieurs logiciels peuvent étre employés pour le dessin et

I'optimisation tels que HyperChem, ChemDraw et Gaussian.

2D 3D

Figure 4 : Dessin et optimisation des structures moléculaires.

L’ensemble des molécules a modéliser doit étre divisé en deux sous-ensembles : un
sous ensemble d’apprentissage constitué de 70 a 80% des molécules, utilisé pour la
construction du modele QSAR et un sous-ensemble de test d’environ 20 a 30% des

molécules réservées pour la validation du modele construit. 28
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« La construction du

TSET | modleQsar

+ La validation interne

« Uniquement pour la
validation externe du
modéle QSAR final

PSET

PR—— 111111 F ’(?

- OO TSR

Figure 5 : Division des molécules collectées.

3.1.2.2. Utilisation des descripteurs moléculaires

L’activité biologique ne peut pas étre reliée directement avec la structure

moléculaire, cette derniere est codée par des grandeurs qui représentent d’une

maniere quantitative les informations contenues dans la structure moléculaire telles

que les caractéristiques physico-chimiques et structurelles. Ces grandeurs sont

appelées descripteurs.

Structure
Moléculaire

Descripteurs
Moléculaires

Propriété
Biologique

Figure 6 : Génération de descripteurs moléculaires indispensables pour établir la

relation QSAR.

On en dénombre aujourd’hui des milliers de descripteurs, qui peuvent étre

calculés ou obtenus de maniere empirique. De nombreux logiciels ont été développés

pour calculer les différents descripteurs moléculaires tels que: 'OASIS, ADAPT,

CODESSA, DRAGON, etc.
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Dans ce travail de these nous avons utilisé le logiciel DRAGON.6.0 qui est
capable de générer plus de 4800 descripteurs moléculaires qui sont répartis en 29

blocs logiques (Tableau.2).

Tableau.2 : liste des blocs de descripteurs fournis par le logiciel Dragon.6.0

N° Nom du bloc N° Nom du bloc

1 Constitutional descriptors 16 RDF descriptors

2 Ring descriptors 17 3D-MoRSE decriptors

3 Topological indices 18 WHIM descriptors

4 Walk and pathcounts 19 GETAWAY desriptors

5 Connectivity indices 20 Randicmolecular profiles
6 Information indices 21 Functional group counts
7 2D matrix-baseddescriptors 22 Atom-centred fragments
8 2D autocorrelations 23 Atom-type E-state indices
9 Burdeneigenvalues 24 CATS 2D

10 P_VSA-likedescriptors 25 2D Atom Pairs

11 ETA indices 26 3D Atom Pairs

12 Edgeadjacency indices 27 Charge descriptors

13 Geometricaldescriptors 28 Molecular properties

14 3D matrix-baseddescriptors 29 Drug-like indices

15 3D autocorrelations

On peut calculer, avec Dragon, non seulement les types les plus simples de
descripteurs (constitutionnels), mais aussi plusieurs descripteurs topologiques et
géométriques tels que: le volume et la surface moléculaire et d’autres propriétés
comme l'alerte de LIPINSKI (appelée aussi: la regle de cinq) et certains indices de
drogues utilisés dans la sélection de composés pour le criblage et /ou de la

conception de médicaments.
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3.1.2.3. Sélection des descripteurs

Lorsqu’'un grand nombre de descripteurs est introduit, certains d’entre eux
peuvent contenir des informations redondantes, entrainant un probleme de
colinéarité. De plus les descripteurs calculés n’ont pas nécessairement une influence
sur l'activité a modéliser, il est donc nécessaire d’éliminer les descripteurs dont
I'influence est inférieure a celle du bruit, et de sélectionner uniquement les plus
pertinents d’entre eux. De maniere générale, un descripteur est retenu lorsqu’on
constate que son retrait entraine une décroissance significative de la performance du
modele.?9-35

La procédure de sélection et de réduction des variables (descripteurs) peut

étre effectuée en deux étapes : sélection objective et sélection subjective.

/ Sélection

Objective

Sélection
Subjective

Figure 7 : procédures de sélection des descripteurs moléculaires.
e Sélection objective

La premiere étape de cette procédure consiste a exclure tous les descripteurs
ayant un pourcentage élevé de valeurs identiques pour l’ensemble des composés
(variance non significative). Cela permet de s’assurer que de tels descripteurs ne sont
pas inclus par chance dans le modele final. De méme, lorsque deux descripteurs sont
fortement corrélés et leur combinaison possede un coefficient de détermination
supérieur au seuil requit (R2> 0,90), seul celui présentant la plus grande variance est
retenu. Ces procédures évitent l'introduction de descripteurs inappropriés et elles

rendent la suite de I'analyse moins coliteuse en terme de temps de calcul.
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e Sélection subjective

Cette méthode fait participer la variable dépendante (I'activité biologique)
pour la sélection et la recherche des meilleurs sous-ensembles de descripteurs en
utilisant des méthodes statistiques et informatiques tels que : les méthodes
informatiques (les algorithmes génétiques et réseaux de neurones) et les méthodes

statistiques (la sélection pas a pas).
3.1.2.4. Construction du modéle QSAR

L’objectif d’'une étude QSAR est d’établir un modele mathématique permettant
de relier de maniere quantitative ou qualitative une activité avec la structure
moléculaire3®.

Il existe plusieurs méthodes d’apprentissage statistiques et heuristiques
utilisées pour optimiser et modéliser les activités biologiques ou les propriétés
physico-chimiques, on trouve a titre d’exemple : la régression linéaire multiple
(MLR), régression des moindres carrés partiels (PLS) et la régression par les

machines a vecteur de support (SVM) et réseaux de neurones.

Vecteur portant

L W X X *1p )
Iactivité \ Matrice De
) . Xy X . .ox g
biologique V2 nooz r descripteurs
=f( x5 sélectionnés
yn 'xnl xn2 . . xnp

Algorithme d’apprentissage: MLR, ANN, SVM

Y=A+B1iXi +B2Xo+ ... + BpXp

Figure 8 : construction du modeéle mathématique.

La régression linéaire multiple est la plus simple méthode statistique de
modélisation et la plus appliquée dans les études de la relation structure-activité. Elle
repose sur ’hypothese qu'’il existe une relation linéaire entre 'activité biologique et
les descripteurs moléculaires (eq.02).

Y= ag+a;xs+ax, +-+a,x, eq.02
Oua;(i=0,1, .., n) sont les coefficients de la régression.
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3.1.2.5. Validation du modele

La modélisation vise a fournir un modele qui soit non seulement ajusté aux
données expérimentales, mais aussi d’étre généralisé sur de nouveaux exemples3®.
Pour ce faire, plusieurs méthodes de validation, telles que la validation interne, la
validation externe et le test de randomisation, sont employés pour estimer la fiabilité
du modele QSAR et pour déterminer sa pertinence pour une application donnée.
Ainsi, différents indicateurs statistiques sont employés pour déterminer la qualité

d’'un modele QSAR, nous citerons ci-dessous les plus répandus entre eux.

Validation du
modele

Validation Validation
interne externe

Validation Test de
croisée randomisation

Leave —1-out Leave-n-out

Figure 9 : méthodes de validation du modéle QSAR.

3.1.2.5.1. Validation interne

La validation interne est souvent la technique la plus employée, dans les
études QSAR pour déterminer la stabilité du modele et tester I'influence de chaque
échantillon de I’ensemble d’apprentissage sur le modeéle final. Pour ce faire, on
emploie les techniques de la validation croisée (cross validation CV) leave-one-out ou

leave-n-out ainsi que le test de randomisation.37: 38,

La performance des modeles de régression est estimée a l'aide des parametres

statistiques de la validation croisée décrits par les équations ci-dessous3?:
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L’écart type de la validation croisée Scy:

N
1
Sev = NZ(YL' — YVien)? eq.15
i=1

Le coefficient de détermination de la validation croisée QZ, :

Z?’=1(3’i - }_’)2 - ?’:1(3’1' - Yicv)z
§V=1(Yi - 3_’)2

Qe = eq.16

Ou

Yiev: Représente la valeur de l'activité de la molécule i calculée par la méthode de la
validation croisée,

y : La valeur moyenne de l'activité,

y; : Les valeurs observées de l'activité.

Le test de randomisation est utilisé par le modélisateur pour affirmer que les
bonnes corrélations, entre les descripteurs et l'activité, présentées par le modele
QSAR ne sont pas dues a la chance. Pour se faire, les observations sont aléatoirement
désorganisées, par exemple dix fois, en changeant aléatoirement la colonne des
activités, mais les colonnes des descripteurs restent inchangées. Si la randomisation
des observations conduit a des modeles de prévisions faibles cela signifie que les
capacités prédictives du modele QSAR construit ne sont pas dues aux corrélations de

chance.
3.1.2.5.2. Validation externe

Afin de tester de maniere fiable le pouvoir prédictif du modele QSAR, il est
nécessaire d’employer un ensemble de validation externe, non employé pour le
développement du modeéle. Il suffit d’appliquer le modele QSAR aux molécules qui le
composent et de déterminer la corrélation existant entre les activités calculées et
celles expérimentales. Plus cette corrélation est importante, plus le modele est

capable de prédire les activités pour des molécules hors I'’ensemble d’apprentissage*0.

2?21(3’1' - Yiext)z
?’:1(3’1' —y)?

Qéve =1— eq.17
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3.2. Méthodes « Structure -based virtual screening»
Les méthodes «structure-based » utilisent la structure expérimentale
tridimensionnelle de la protéine pour prédire quelles molécules vont s'y lier.
Différentes approches peuvent étre employées pour réaliser ce criblage : la
construction de modeéles pharmacophoriques, 1'établissement de modeles 3D-QSAR,
la conception de novo « de novo design » et les méthodes de docking moléculaire qui

sont les plus populaires.

3.2.1. Méthodes de docking moléculaire

La reconnaissance moléculaire est la capacité des biomolécules a reconnaitre
d'autres molécules et a interagir sélectivement avec elles afin de promouvoir des
événements biologiques fondamentaux tels que la transduction du signal, le
transport, la régulation, la catalyse enzymatique...etc.

Le docking moléculaire est le processus qui consiste a placer des molécules
dans des configurations appropriées pour interagir avec un récepteur.

Dans la modélisation moléculaire, le terme «docking moléculaire» fait
référence a l'étude de la facon dont deux ou plusieurs structures moléculaires
interagissent entre elles.

Le docking moléculaire in silico a pour but de prédire la structure d'un
complexe moléculaire a partir des molécules isolées, ce qui est considérablement plus
facile a mettre en ceuvre, moins cher et plus rapide que l'utilisation des méthodes
expérimentales.

Les logiciels de docking sont donc des outils tres utilisés en chimie, biologie,
pharmacie et en médecine car la plupart des principes actifs sont des petites
molécules (ligands) qui interagissent avec une cible biologique d’intérét
thérapeutique, généralement protéique (récepteur, enzyme,...ect). Ces méthodes de
docking visent a prévoir la capacité ou non d’'une molécule a se lier au site actif d’'une
protéine en se basant pour cela sur la prédiction de la conformation, de la position et
de l'orientation de la molécule lors de sa liaison au site du récepteur.

A cet effet, les méthodes de docking combinent l'utilisation d'un algorithme de
recherche conformationnel, permettant de générer des modes de liaisons du ligand
dans le site du récepteur, ou « poses », et d’'une fonction de score, employée pour

classer les différentes poses selon un score prédit d’affinité4l. Les méthodes de
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docking s’attachent donc, d’'une part, a identifier les molécules qui sont des ligands
véritables du récepteur parmi toutes celles étudiées, mais aussi d’autre part, a
déterminer les poses correctes soit les conformations adoptées par les ligands lors de

la liaison au récepteur.

3.2.1.1. Flexibilité moléculaire dans le docking des protéines-ligands
L'adaptation mutuelle d'un ligand avec son récepteur est cruciale pour
comprendre la liaison du ligand et la fonction des protéines. L'un des défis majeurs du
docking moléculaire est de savoir comment prendre en compte cette adaptation dans
les calculs de docking.
Par ordre croissant de complexité, le docking moléculaire peut etre classé
selon la flixibilité comme suit :
1. Docking de corps rigide : ignore la flexibilité des molécules et les traite comme des
objets rigides
2. Récepteur rigide - docking de ligand flexible: seul le ligand est traité comme
flexible, le récepteur est rigide
3. Récepteur flexible - docking de ligand souple: la protéine et le ligand sont traités

comme flexibles.

\

o

WY =X

protein protein protein
complexity

ligand ligand

’ -’ "') ___.’

Figure 10 : Flixibilité moléculaire en docking proteine-ligand.

3.2.1.2. Docking avec ligand rigide
Le mécanisme de liaison d’un ligand a son récepteur a été envisagé comme un
processus statique dans lequel le ligand constituait une clé de forme complémentaire

a celle de la serrure qu'il était capable « d’ouvrir », le récepteur (modeéle« clé-serrure»
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ou « lock-and-key » model) #2. Pour tenter de reproduire ce modele, les premiers
logiciels de docking, parmi lesquels le logiciel DOCK*3 considérait donc le ligand et le
site de liaison comme deux entités rigides. C’est ce qu’on appelle le docking avec
ligand rigide.

Dans cette approche, la recherche de la pose optimale se limite au
positionnement en énumérant toutes les rotations et translations possibles pour un
ligand a l'intérieur du site de liaison. Ensuite une image négative du site de liaison est
utilisée pour éliminer toutes les poses incompatibles avec le site actif (« clash »,
distance). Enfin, les poses sélectionnées se voient attribuées un score et les meilleures
sont optimisées*4.

Bien que moins précises que les méthodes de docking flexible, leur rapidité
d’excution permet de les employer lors des criblages virtuels comme un premier filtre
permettant de ne pas retenir des molécules aberrantes (trop volumineuses, mauvaise

complémentarité avec le site de liaison, ...) 4°.

3.2.1.3. Docking avec ligand flexible

Lorsque les méthodes de docking prennent en compte la flexibilité du ligand,
deux étapes sont effectuées successivement pendant toute la durée du docking#®.

Il existe plusieurs types d’algorithmes pour le traitement de la flexibilité du
ligand : les méthodes systématiques (fragmentation /reconstruction), les méthodes

aléatoires, et les méthodes de simulation (dynamique moléculaire) 46:47,

3.2.1.4. Algorithmes de recherche conformationnelle
3.2.1.4.1. Recherche systématique

Les algorithmes de recherche systématique ont pour but d’explorer la totalité
des degrés de liberté du ligand. Pour cela, toutes les torsions du ligand subissent des
rotations de 0 a 360°, en utilisant un pas incrémental fixe, afin de générer la totalité
des conformations possibles. Rapidement, ceci provoque une augmentation tres
importante du nombre de conformations créées que l'on appelle l'explosion
combinatoire?’.

Pour pallier ce probleme, les méthodes de recherche systématique utilisent
donc souvent un algorithme de fragmentation reconstruction qui consiste a diviser le

ligand en plusieurs fragments pour le reconstruire dans le site de liaison. Par exemple
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le ligand est divisé en fragments rigides et flexibles. Tous les fragmentes rigides sont
placés dans le site de liaison et les fragmentes flexibles sont ajoutés de maniere
incrémentée*647. Ce type d’algorithme est notamment employé dans les programmes

FlexX#849 et les versions flexibles du programme Dock 5051 (Figure 11).

break down

reassemble fragments in the binding pocket

Figure 11 : Reconstruction incrémentale (programme Dock) : 1a molécule est divisée

en fragments puis dockée et reconstruite dans le site actif>!.

3.2.1.4.2. Recherche aléatoire

Ces méthodes procédent a des changements aléatoires sur la conformation
d’un ligand ou d’une population de ligands, lesquels sont acceptés ou rejetés sur la
base d'une fonction de probabilité (fitness) 5253,

Les algorithmes génétiques utilisent des procédés inspirés de la théorie
évolutionnaire de Darwin. En partant d’'une population de conformations définies par
un ensemble de variables assimilées a des genes, ils appliquent des opérateurs
génétiques (reproduction, croisement, mutations) permettant de faire varier les
conformations jusqu’a 'obtention d’'une population finale qui satisfait la fonction de
« fitness » choisie?’. Ce type 'algorithme est utilisé notamment dans les programmes
Gold>*>> et Autodock®®. L’algorithme de recherche tabou explore I'espace
conformationnel en interdisant les espaces déja explorés et accepte les nouvelles
solutions sur la base de leur RMSD par rapport aux précédentes conformations4’. Il

est utilisé par exemple dans le programme PRO_LEADS>.
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3.2.1.4.3. Méthodes de simulation

Ces méthodes sont basées sur la résolution des équations du mouvement de
Newton. Elles comprennent les techniques des algorithmes de minimisation (par
exemple dans les versions récentes du programme Dock et dans le programme
ICM)50-53 et de dynamique moléculaire. Ces dernieres ne sont jamais utilisées pour
générer de la flexibilité sur le ligand car elles demandent un temps de calcul tres lent
non compatible avec la gestion de bases de molécules.
3.2.1.5. Fonctions de score

Les fonctions de score sont utilisées pour estimer mathématiquement I’affinité
de liaison entre un récepteur et chacune des poses générées pendant le docking>8.
Dans les programmes de docking les plus couramment utilisés, une seule fonction de
score primaire existe, et elle est souvent équivalente a la (ou une lorsqu’il en existe
plusieurs) fonction secondaire>. La distinction est donc souvent inexistante, mais
leur réle étant sensiblement différent, il est important de différencier les deux
processus de score.

En effet, s’il est possible d’effectuer un rescoring afin de compenser
d’éventuelles défaillances dans la fonction de score secondaire utilisée par le
programme de docking, la qualité des poses générées dépend de facon critique de la
capacité de la fonction primaire a distinguer les bonnes poses des mauvaises®%.°L,

Les fonctions de score peuvent étre divisées en quatre classes : les fonctions
basées sur des champs de force, les fonctions de scores empiriques, les fonctions de

scores basées sur les connaissances et les fonctions de score consensus*647,

3.2.1.5.1. Fonctions de score basées sur les champs de force

Dans ce type de fonctions, le score est la somme de I'énergie d’interaction
ligand-récepteur, de I'énergie interne du ligand et de I'énergie interne de la protéine,
I'énergie interne de la protéine étant négligeable lorsque la conformation de celle-ci
ne varie pas. Les énergies sont calculées a partir d'un terme de type Van Der Waals
souvent (représentée par un potentiel de Lennard-Jones) et d'un terme
électrostatique (potentiel de Coulomb) assorti d'une fonction diélectrique
dépendante de la distance qui permet d’atténuer les contributions des interactions
charge-charge. De nombreux logiciels de docking utilisent des fonctions de score

basées sur les champs de force. Cependant, les valeurs des champs de force ne sont
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pas toujours les mémes. Ainsi, les fonctions G-Score*8 (basée sur le champ de force de
Tripos*®) et celle implémentée dans AutoDock® (basée sur le champ de force
AMBER®4) sont des exemples de ce type de fonction de score.

Ces fonctions sont limitées par l'absence de termes de solvatation et
d’entropie, ainsi que la nécessite d’introduire des distances de cutoff pour le
traitement des interactions non liantes a longue distance*¢47. D’autre part, les
modeles PB/SA (Poisson-Boltzman/Surface Area) 3 et GB/SA (Generalized Born/
Surface Area) ¢ permettent de simuler le solvant de fagon implicite mais les temps de
calculs associés ne sont pas compatibles avec des études de docking a large échelle.
Cependant, ces modeles peuvent étre utilisés pour affiner la prédiction d’énergie de
liaison ou le classement des ligands sur un petit nombre de composés, en

combinaison avec une fonctionde score ou apres I'étape d’attribution de score®s.

3.2.1.5.2. Fonctions de score empiriques

Ce type de fonction de score approxime I'énergie libre de liaison en sommant
de facon pondérée différents termes d’interaction dérivés de parametres structuraux.
Les différents poids de la fonction de score sont ajustés pour reproduire en priorité
des données expérimentales, telles que les constantes de liaison tirées d’'un jeu
d’entralnement de complexes protéine-ligand®. La plupart des programmes de
docking implémentent ce type de fonction de score témoignant de leur efficacité (en
termes de rapport précision/rapidité). Cependant, le principal désavantage de ces
fonctions empiriques est leur forte dépendance envers les ensembles de données
utilisés lors de leur calibration?#647, la plupart des fonctions de score empiriques
existantes ayant été entrainées sur des training set d'une centaine de complexes au
mieux. Cependant, I'augmentation constante du nombre de complexes pour lesquels
il existe des données structurales et d'affinité permet d'envisager I'utilisation d'un
grand nombre de complexes, ce qui devrait théoriquement permettre la conception
d’'une fonction empirique assez généraliste®’. Parmi les principales fonctions de score

empiriques, on peut citer : ChemScore®8, PLP%° et LigScore”°.

3.2.1.5.3. Fonctions de scores basées sur les connaissances
Ces fonctions de score sont construites a partir de regles fondées sur une

analyse statistique des complexes protéine-ligand résolus expérimentalement. Elles
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partent du principe que les distances interatomiques les plus représentées
statistiquement dans les complexes constituent des contacts énergétiques favorables
et, qu'a l'inverse, les plus rares représentent des interactions moins stables.

Ainsi, leur paramétrisation dépend de la quantité d’informations
expérimentales disponibles et on doit leur apparition a la profusion de données
structurales accessibles dans des bases de données telles quela Protein Data Bank.
Les exemples populaires de ces fonctions de scores sont PMF7!1, SmoG72 et

DrugScore’3.

3.2.1.5.4. Fonction de score consensus

Ces fonctions hybrides combinent les résultats issus de diverses fonctions de
score. On estime qu’il est possible de compenser partiellement les faiblesses
intrinséques de chacune des fonctions de score employées, évitant leurs erreurs
individuelles et ainsi d'augmenter la probabilité d’identifier des composés actifs’4.
Cependant, si les termes des différentes fonctions de score sont fortement corrélés,
I'intérét du consensus devient limité car il peut entrainer une amplification des
erreurs, aulieu de les atténuer. Ces fonctions consensus ont récemment fait I'objet

d'une revue7s.

3.2.1.6. Principaux logiciels de docking
De nombreux logiciels de docking présentant des algorithmes de recherche et
des fonctions de score variées ont été développés au cours du temps (Tableau 3).

Tableau 3 : Différents logiciels de docking.

Programme Traitement Recherche Algorithme de Fonction de
duligand conformationnelle recherche score
AutoDockS55 Flexible Stochastique Génétique Basée sur les
champs de force
Dock7s Flexible Systématique Fragmentation Basée sur les
/ reconstruction champs de force
FlexX48 Flexible Systématique Fragmentation Basée sur les
/ reconstruction  connaissances
FRED43 Systématique Recherche Basée sur les
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exhaustive connaissances
Glide7s Flexible Stochastique Monte Carlo Empirique
Golds4 Flexible Stochastique Génétique Basée sur les
champs de force
ICM52 Flexible Stochastique Monte Carlo Basée sur les
champs de force
Surflex-Dock?? Flexible Systématique Hammerhead Empirique
modifié
PRO_LEADS56 Flexible Stochastique Tabou Empirique

4. Conclusion

Dans ce chapitre nous avons présenté un apergu général sur la conception de
médicaments ainsi que les différentes étapes essentielles pour la recherche et le

développent d’'un nouveau médicament.

Nous avons décrit le principe du criblage virtuel qui consiste en la recherche
de nouveaux composés actif biologiquement en exploitant les gigantesques
chimioteques. Cette stratégie vise a réduire de facon significative le temps et les
colits de l'identification de nouvelles molécules. Nous avons également présenté
brievement les différentes méthodes assistées par ordinateur, utilisées dans le
criblage virtuel : les méthodes « structure based » basées sur la structure de la cible
thérapeutique et «ligand based » basées sur la structure du ligand, particulierement
la méthode de docking moléculaire et les études QSAR qui seront utilisées dans la

partie expérimentale de notre travail de these.
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Chapitre I : Criblage par Docking de molécules dérivées d’arbutine et de gingérol

1. Introduction

La peau est le tissu qui représente l'interface entre notre organisme et
I'environnement extérieur. Elle joue le role d’une barriere contre les agressions
extérieures et est le reflet de notre santé. De ce fait, les pathologies et les
imperfections cutanées sont traitées avec attention de plus en plus grande au méme
titre que les dysfonctionnements des autres organes du corps humain. Parmi les
dysfonctionnements cutanés, les hyperpigmentations et leur traitement tiennent une
place importante dans la recherche en dermocosmétique. Ces hyperpigmentations
ont pour origine, un déreglement dans la production de mélanines, qui sont les
pigments responsables de la coloration cutanée. Par conséquent, ces
hyperpigmentations sont traitées par des produits dépigmentants inhibant la
mélanogeneése.

La mise au point de tels produits nécessite une bonne compréhension du
phénomeéne de production de la mélanine (mélanogénese), mais également des
régulations et des dysfonctionnements possibles de la synthése. Pour inhiber la
mélanogenese, plusieurs mécanismes peuvent étre mis en ceuvre tels que le blocage
de la synthese de mélanine a un stade donné, en mettant au point des inhibiteurs de
la tyrosinase, qui est une enzyme jouant un réle primordial dans la synthése des
mélanines.

La tyrosinase est une métalloprotéine qui catalyse les deux premieres étapes
communes de la mélanogenese et s’avere étre ainsi I'enzyme limitante!-3. Son absence
ou des mutations de son gene conduisent a une diminution voire a un arrét de la
pigmentation (I'albinisme oculocutané)+.

Chez les mammiferes, la tyrosinase catalyse ’hydroxylation de la L-tyrosine en
L-DOPA (il s’agit de 'activité monophénol hydroxylase) et I’oxydation de la L-DOPA

en Dopaquinone (activité catéchol oxydase)>.
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COOH :
Tyrosinase HomCOOH
H NH - H
HO 2 HO NH,
L-Tyrosine L-DOPA

Activité monophénolase

HO COOH Tyrosinase 0

—_— ~
HO ? o 2

L-DOPA DOPAquinone

Activité catechol oxydase

Figure 1 : schémas des activités monophénolase et catéchol oxydase de la tyrosinase.

Chez les insectes, les tyrosinases sont impliquées dans le processus de
sclérotisation (durcissement de la chitine) et dans les mécanismes de défense®’.

Dans l'agroalimentaire, la tyrosinase est connue comme I’enzyme responsable
du changement de la couleur des fruits et de certains végétaux (brunissement). Ce
phénomeéne est dii a 'oxydation de composés diphénoliques en quinone?.

Au cours de la vie, des anomalies pigmentaires ou dyschromies peuvent survenir par
apparition des taches d’hyperpigmentation marquées par un assombrissement de la
peau, des taches d’hypopigmentations marquées par une perte de la coloration
naturelle de la peau ou des affections dyschromiques marquées par une coloration

anormale de la peau (Figure 2)8.

Figure 2 : Exemples du phénomeéne d’hyperpigmentation de la peau.
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Ces hyperpigmentations, qui résultent souvent d'une augmentation de la
synthése de mélanine, peuvent étre particulierement inesthétiques et motivées chez
certaines personnes l'utilisation de composés a activité dépigmentante qui peuvent
freiner la production de mélanines. La majorité des produits dépigmentants agissent
en inhibant I'activité de la tyrosinase. Ces produits peuvent étre des analogues de
substrats, des inhibiteurs compétitifs ou encore des chélateurs de cuivre, cofacteur
indispensable a I’activité tyrosinase.

De nombreux composés ont été décrits comme agents dépigmentants tels que :
I’hydroquinone, I'une des premieres molécules dépigmentantes dont I'efficacité a été
prouvée, I'arbutin qui est une prodrogue de I'hydroquinone largement utilisée en
cosmétique et l'acide kojique qui est tres répandu dans les formulations

dermocosmétiques (Figure 3)°-11.

OH
HO@—OGM: HO—@—OH |
HO

Arbutine Hydroquinone 0

O Acide kojique

OH O
Gingérol

Figure 3 : Exemples d’inhibiteurs de la tyrosinase connus expérimentalement.

Les recherches sur la mélanogenese et le traitement des hyperpigmentations
ont beaucoup progressé ces dernieres années. Par concequant, les inhibiteurs de la
tyrosinase sont devenus des constituants importants des produits cosmétiques et
dermatologiques ayant pour cible les hyperpigmentations cutanées. De ce fait, la
recherche de molécules naturelles, d’origine végétale, inhibitrices de tyrosinase s’est
considérablement développée, car les plantes constituent une source importante de
molécules bioactives souvent exemptes d’effets secondaires. Nous avons choisi dans
cette partie de travail de thése d’étudier deux familles de molécules naturelles : les
analogues de Ul'arbutine et ceux du gingérol, molécule extraite du

gingembre « Zingiber officinale roscoe »12.
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Différentes molécules naturelles ou non, appartenant a ces deux familles,
seront criblées virtuellement et évaluées par docking moléculaire sur notre cible la

tyrosinase afin d’enrichir la classe thérapeutique des inhibiteurs de cette enzyme.

2. Méthodes de recherche
2.1. Choix de la cible (Enzyme)

Dans le cadre de notre thématique de recherche qui porte sur le
développement de nouveaux inhibiteurs de la tyrosinase, l’enzyme tyrosinase,
extraite du champignon Agaricus Bisporus, a été sélectionnée comme enzyme cible
pour realiser notre criblage qui vise le développement de nouveaux dérivés
d’arbutine et de gingérol inhibiteurs de cette enzyme en tant que substances
médicamenteuses candidates. La structure tridimensionnelle de I'enzyme cible a été
extraite de la Protein Data Bank (PDB ID : 2Y9X) 13. La cible sélectionnée (ID : 2Y9X)
représente les structures cristallines de 1'octamere L4H4 (quatre dimeéres L-H) de la

tyrosinase du champignon Agaricus Bisporus'* avec une résolution de 2,78 A.

Le domaine tyrosinase représenté par la sous-unité H1, avec une séquence
d'une longueur de 392 acides aminés, contenant le site de liaison binucléaire du

cuivre (Figure4) est sélectionné pour réaliser les études de docking moléculaire?s.

Figure 4 : La tyrosinase, extraite du champignon Agaricus Bisporus (PDB : 2Y9X).
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2.2. Chimiotheque de ligands : recherche de similarité chimique

Notre choix s'est porté sur deux familles de ligands cibles ayant prouvé leur
effet inhibiteur sélectif vis-a-vis de I'’enzyme tyrosinase : les dérivés de gingérol et les
dérivés d’arbutine. Une sélection de ces dérivés a mené a la construction de deux
chimiothéques virtuelles a cribler comprenant 1800 analogues de gingérol et 1268
analogues d’arbutine qui n'ont pas encore montré une activité inhibitrice vis-a-vis de
la tyrosinase. Les structures tridimensionnelles de I'arbutine (Zinc04104676) et du
gingérol (ZINC1531846) ainsi que leurs analogues ont été extraites de la base de
données publique gratuite Zinc1®. Nous avons adopté le coefficient tanimoto comme
parameétre de recherche avec 70% comme seuil de similarité. Toutes les structures
obtenues sont enregistrées sous forme de fichiers "mol2" pour nos études

d'amarrage. La bibliotheque est ensuite préparée avec le programme MVD.
2.3. Processus du docking moléculaire

Lorsque la structure tridimensionnelle est connue, I'affinité de liaison entre le
ligand et l'enzyme est traitée avec le docking moléculaire. Les études de docking
moléculaire ont été réalisées avec le programme Molegro Virtual Docker (MVD
2012.5.5.0, Molegro ApS). Le programme est basé sur trois algorithmes principaux : la
fonction de score Moldock, l'algorithme de recherche conformationnelle et
'algorithme de prédiction de cavité. Notre choix de ce logiciel est justifié par sa
meilleure performance pour étudier et prédire le mode d'interaction ligand-récepteur
en comparaison avec d'autres logiciels fréquemment utilisés tels que Autodock,

Superflex, Flex et Gold17-19,

Pour une meilleure visualisation apres les simulations du docking, les résultats

obtenus ont été stockés et traités avec le logiciel PyMol?20.

2.3.1. Préparation de la cible et les ligands par MDV

Avant d’effectuer le docking moléculaire avec Molego, le complexe ligand-protéine
ainsi que son environnement doit étre préparé a I’aide du méme logiciel en éliminant

toutes les molécules d’eau en ne gardant que I'enzyme, le ligand de référence et le
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cofacteur. L'enzyme est considéré comme un corps rigide en gardant les résidus fixes
et les ligands sont flexibles. La structure de I’enzyme a été préparée et corrigée en

effectuant les principales opérations suivantes:

Ajout des hydrogénes explicites

Assignement des charges

Correction des types des liaisons (simple ou double).

Détection des torsions et les liaisons rotatives.

2.3.2. Détection des cavités et définition de la région du site actif

Molegro virtual Docker (MVD) possede un algorithme de détection de cavités
moléculaires dans le volume tridimensionnel du récepteur afin de prédire les sites
d'interactions possibles. Cet algorithme basé sur une grille «grid-based » fonctionne

comme suit:

Une grille discréte d'une résolution de 0,8 A couvrant tout le volume de la protéine
est créée. A chaque point de cette grille, une sphére de rayon 1,4 A est placée en
vérifiant l'intersection de ces spheéres avec la surface de protéine. Les points de grille
qui chevauchent avec les atomes de protéine sont définis en tant que points

inaccessibles et les autres sont considérés points accessibles.

Chaque point accessible de cette grille sera analysé afin de vérifier s'il fait
partie de la cavité par l'insertion des lignes de directions aléatoires a partir de ce
point jusqu'a franchir les limites de la grille. Si la majorité des directions franchissent
d'autres points accessibles au cours de leurs chemin (a revoir défaut au moins 12 sur
16 directions différentes testés), ce point est considéré faisant partie d'une cavité.
Ceci est répété un certain nombre de fois pour définir tous les points accessibles des
cavités. La derniere étape consiste a déterminer les régions de cavités en connectant
les points voisins. Les cavités trouvées sont ensuite classées en fonction de leur

volume.

Par le biais de cet algorithme, nous avons détecté cinq cavités pour la
tyrosinase, ce nombre de cavités est donné par défaut par le logiciel. Un nombre plus

élevé de cavités peut étre défini par le logiciel selon le besoin (Figure5).
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Figure 5 : [llustration des cinq cavités du Tyrosinase (grilles en vert) par l'algorithme
de détection de MVD.

Les cavités sont classées selon leur volume (Tableau 1).

Tableau 1: Cavités détectées avec l'algorithme de détection de MVD pour 2Y9X

Cavité détectée Coordonnées (X,Y,Z) Surface (A2)  Volume (A3)
Cavité 1 (3,76;-6,28;-33,61) 245,76 85,50
Cavité 2 (-9,84;-28,39 ; -44,56) 160,00 44,54
Cavité 3 (-24,81;-13,06; -43,43) 131,84 30,72
Cavité 4 (-15,36; 28,16 ;98,56) 98,56 28,16
Cavité 5 (-11,88;-5,41;-26,71) 66,56 14,34

Lors de notre investigation des cavités candidates pour un éventuel site
d'interaction de notre étude docking, a I'aide de 1'algorithme de prédiction de cavités,
nous avons remarqué que le ligand de référence (Tropolone) est Co-cristallisé dans la
cavité 2 et entouré par les résidus catalytiques. Nous avons donc décidé de conserver

cette cavité pour la considérer comme centre de recherche (research center) pour le
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processus du docking. Cette sphere de recherche (en vert) couvre tous les résidus du

site actif avec un rayon de 14 A (Figure 6).

Figure 6 : Illustration de |'espace de recherche.

2.4. Protocole et validation
2.4.1. Algorithme de recherche conformationnelle

Moldock Optimizer, utilisé comme algorithme de recherche par le programme
MVD, est une technique d'optimisation itérative inspirée de la théorie de 1'évolution
de Darwin introduite par Storn et Price?l. L'algorithme de Moldock géneére
aléatoirement la premiere population. Ensuite, les mauvaises solutions sont
éliminées et les bonnes solutions candidates sont sélectionnées et modifiées a 1'aide

d'opérations de croisement et de mutation entre les solutions candidates (poses) 22.

La principale idée innovante dans le Moldock Optimizer est la création de
solutions dites "enfants" a partir d'une différence par rapport aux individus initiaux

"parents” de la population.
-Représentation des individus de la population :

Seules les propriétés des ligands sont représentées pour les individus puisque
la protéine reste rigide lors du docking. Ainsi, chaque solution est encodée en
représentant sa position, son orientation et sa conformation avec des coordonnées
cartésiennes, un vecteur de rotation, un angle de rotation et un angle de torsion pour

chaque liaison flexible.
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Ces parametres sont attribués initialement au ligand de maniere aléatoire pour
définir les individus "parents” de la population. Pour chaque individu de la population
initiale, une position aléatoire a l'intérieur de l'espace de recherche (déja défini) est
attribuée. L'initialisation de l'orientation se déroule en choisissant simplement 1'axe
d'orientation (entre -1,0 et +1,0, suivi par la normalisation des valeurs pour former
un vecteur unitaire) et 'angle de rotation compris entre -180° et + 180°. Les angles
flexibles de torsion (le cas échéant) se voient attribuer également un angle aléatoire

entre -180°et + 180°.
-Principe de I'algorithme :

Une des raisons pour lesquelles I'algorithme évolutionnaire différentielle est
attribué au MVD c'est sa capacité a nous permettre l'exploitation d'une diversité
importante de la population : la progression des solutions parentales, initialement
générées de maniere aléatoire avec une grande variation, entrainera la création de

nouvelles solutions "enfants" largement différentes.

Cet algorithme converge vers les meilleures solutions évaluées a l'aide d'une
fonction de score, ce qui a pour résultat la diminution de la taille de la population et la
création de meilleures solutions enfants. Ensuite, les solutions enfants remplacent les
parents, si et seulement si elles sont plus adaptées. Dans le cas contraire, le parent
survit et est transmis a la prochaine génération (appelé itération de l'algorithme)
(Figure 7). Ce processus est exécuté aussi longtemps que la condition de fin de

recherche n'est pas remplie.

Initialization

Fitness

-~

Evaluation

Figure 7 : Principe de I'algorithme évolutionnaire différentiel de MDV.
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Nous avons utilisé Moldock optimizer comme algorithme de recherche avec le réglage

algorithmique suivant :
e Nombre de tours (runs) : 100
e Taille de population: 100
e [tération maximale de I'algorithme : 10000
e Tauxde croisement =0,9

e Fin derecherche: basée sur la variation « variation-based»

2.4.2. Fonction de score

Lors de la simulation du docking, I’algorithme de recherche génere plusieurs
poses (complexe ligand-protéine) pour chaque ligand, nous sélectionnons alors les
meilleures poses avec les énergies les plus basses par le biais de la fonction de score
«MolDock Score» qui calcule les valeurs d'énergies d'interaction des poses générées
et les classe par ordre croissant selon leurs valeurs de I’énergie de score. Cette
fonction de score utilisée par MVD est un dérivé amélioré des fonctions de score PLP
(piecewise linear potential) initialement proposées par Gehlhaar et al.2425 et
développées plus tard par Yang et al.26 avec l'insertion de nouveaux termes de

liaisons hydrogene et de charges.

La fonction de score est composée de deux termes représentant
respectivement I'énergie intramoléculaire (l'interaction entre atomes d'un méme
ligand) et I'énergie d'interaction externe (ligand-protéine et ligand-cofacteur).
L'énergie de pose (enzyme -ligand) est représentée par la somme de ces deux termes

énergétiques et leurs expressions sont définies comme suit :

Escore = Einter + Eintra eq.01

Avec: Ejpter: énergie d'interaction ligand-protéine.
Eintra: énergie d'interaction intramoléculaire du ligand

L'énergie d'interaction ligand-protéine Ej,,;.,- est donnée par 1'équation suivante:
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q:4;

Einter = Z Z [EPLP(TU) +332.0.5 eq.02
ieligand JjEproteine 47'ij

Cette équation prend en compte tous les atomes lourds (i) du ligand et les
atomes lourds (j) de la protéine ainsi que les atomes des cofacteurs et des molécules

d'eau (le cas échéant).

- Ep; p: le potentiel linéaire PLP

aid; . . . . . . .
- 332.0# : décrit les interactions électrostatiques entre les atomes chargeés.
ij

La valeur numérique 332.0 est donnée pour fixer 1'unité de 1'énergie électrostatique

en Kcal /mol.

- D(r) = 4r;j: constante diélectrique
-q; et q;: représentent respectivement les charges des atomes du ligand et des

atomes de la protéine.

Le potentiel Ep;p prend en considération principalement deux parametres; le
premier optimise les interactions stériques (Van der Waals) entre les atomes, le

second optimise les potentiels des liaisons hydrogenes.

Une liaison est considérée comme une liaison hydrogéne si I'un des atomes
peut donner un atome d'hydrogene et l'autre atome peut l'accepter. Les types
d'atomes qui peuvent contribuer a la formation de liaisons hydrogene sont classés

selon le tableau 2.

Tableau 2 : Type d'atomes contribuant a la formation d'une liaison hydrogene.

Atomes Types

N et O sans H liés Accepteur

75



Chapitre I : Criblage par Docking de molécules dérivées d’arbutine et de gingérol

N et S avec un ou plusieurs H liés

O avec H attachés

Donneur

Donneur et Accepteur

L'équation suivante représente I'énergie d'interaction intramoléculaire du

ligand E;¢rq ¢

Z Z Eppp (1)) +

ieligand jeligand

Eintra =

liaisons flexibles

A[1—cos(m.0 —6y)] + E.qsn

eq.03

Le premier terme de cette équation correspond a la somme des énergies

d'interaction entre toutes les paires d'atomes du ligand. Le second terme représente

I'énergie de torsion, cette énergie dépend essentiellement de l'hybridation des

atomes liés (tableau 3). 8 est I'angle de torsion de la liaison, cet angle ne correspond

pas nécessairement a une seule torsion, une moyenne est définie dans le cas ou

plusieurs torsions sont déterminées. Le dernier terme, Ecash, correspond a une

constante de pénalité égale a 1000 attribuée a 1'équation afin d'éliminer les

conformations du ligand dans le cas ou un atome lourd du ligand est situé en dehors

de la région du site d'interaction (I'espace de recherche), ou si la distance entre deux

atomes lourds est inférieure a 2,0 A.

Tableau 3 : Les parameétres correspondant a I'énergie de torsion.

Liaison 0, m A

sp2-sp3 0.0 6 1.5
sp3-sp3 1 3 3.0
Sp2-sp? 0.0 2 3.0

A la fin du processus du docking, un ensemble de poses prometteuses est

généré et les termes d'énergie calculés (tableau 4) sont stockés et regroupés dans un

fichier de format «mvd results» destiné a étre inspecté dans le «work space» du MVD

ou avec Molegro Data Modeller.
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Tableau 4 : Les termes d'énergie calculés avec la fonction de score MolDock Score.

Terme d'énergie Signification
Etolat Energie totale MolDock Score
Einter (protein - ligand) Energie d'interaction MolDock Score totale entre le ligand et la proteine).
Esteric Energie d'interaction stérique entre la protéine et le ligand (calculé par
PLP).
Hgond Energie de liaison hydrogene entre la protéine et le ligand (calculé par PLP).
Electro Energie d'interaction électrostatique protéine-ligand pour courte distance

interatomique (r <4.54)

ElectroLong Energie d'interaction électrostatique protéine-ligand pourlongue distance

interatomique (r >4.54)

Eintra Energie total MolDock Score interne du ligand (interactions
intramoléculaires).

Eintra (steric) Energie d'interaction stérique du ligand (calculé par PLP).
Eintra (hbond) Energie de liaison hydrogene du ligand (calculé par PLP).
Eintra (elec) Energie d'interaction électrostatique du ligand
Eintra (tors) Energie de torsion du ligand

2.4.3. Validation du protocole de docking

Pour valider notre protocole du docking basé sur une combinaison de
l'algorithme de recherche Moldock Optimizer et la fonction de score Moldock Score,
nous avons évalué la précision de positionnement de la meilleure pose (top-scoring)
du ligand de référence "Tropolone". Cette pose est obtenue, parmi plusieurs poses
générées, apres application du protocole du docking sur le complexe Tropolone-
Tyrosinase. La meilleure est choisie selon 1'énergie totale d'interaction (MolDock
Score) la plus basse d'une valeur de -61,024 Kcal /mol. Cette énergie sera également
utilisée comme énergie de référence avec les autres ligands de la chimiothéque a

cribler. Cette validation nécessite deux étapes.
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La premiere étape est le «Re-docking», qui a pour but la détermination de la
capacité du protocole du docking a générer une pose avec un positionnement, dans le
site d'interaction identique ou tres proche a celui de la structure cristallographique
originale. Cette méthode s’intéresse a la déviation quadratique moyenne «RMSD»
(RootMean Square Deviation)?7, qui est exprimée par la distance entre les positions
atomiques du ligand de référence Co-cristallisé expérimentalement (de cordonnées
cartésiennes Xjigana, Yiiganar Zligana) Par rapport a celles de la structure prédite
ligand (pose) obtenues aprés docking dans le site actif. La déviation RMSD est donnée

par I'équation suivante :

n
1
RMSD = ;E(xcristali - xposel-)z + (ycristali - yposei)z + (Zcristali - Zposel-)2 eq. 4
i=1

Avec:

- n:le nombre total d'atomes lourds.

(xcristali' YCristali'Zcristali) et (xposei'Yposel-' Zposei) sont respectivement les
cordonnées cartésiennes des atomes identiques de la structure expérimentale et de

la structure prédite.

Il est considéré que les meilleurs protocoles du docking générent des valeurs
RMSD inférieurs a 2,04, cette valeur est un seuil au-dessus duquel la précision du

positionnement estjugée mauvaise, entrainant l'invalidation du protocole?8.

Pour notre étude, le calcul de la valeur RMSD est effectué avec MVD en
appliquant le protocole du docking décrit précédemment avec définition du
Tropolone comme un ligand de référence. La simulation du re-docking a généré un
RMSD équivalent a 0,78 A (Figure 8), largement inférieur au seuil, ce qui indique que

notre protocole a réussi et qu'il est applicable pour le reste de cette étude.
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Pairwise Atom-Atom RMSD {checking all awtomarphisms)

Name [0] [1]
[0] OTR_410[D] 0.785163
[11 [04]0TR_410[D] 0.785163

Malecule 1:
Malecule 2:
RMSD:

Copy to Clipboard | [ Close

Figure 8 : Matrice de RMSD générée par MDV apres re-docking.

La superposition du tropolone et sa meilleure pose générée (Figure 9)
confirme la précision du positionnement et la génération d'une conformation quasi

similaire a celle Co-cristallisée.

Figure 9 : La superposition de la structure cristallographique du ligand (en jaune) et

la pose obtenue apreés re-docking (en rose), RMSD =0,78A.
3. Criblage des chimiotheques

3.1. Criblages de la chimiotheques des analogues du gingérol

Le complexe de structure protéique de l'inhibiteur de référence avec I'enzyme
tyrosinase (PDB ID : 2Y9X) a été obtenu a partir de la base de données Protein.

La cavité de liaison potentielle au ligand a été prédite a 1'aide de Molegro
Virtual Docker pour la tyrosinase de champignon qui a un volume de 50, 69 A 3 et une

surface de 197, 12 A 2 (Figure 10).
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Figure 10: La cavité de liaison de l'enzyme tyrosinase avec les résidus Phe264,
Phe90, His94, His244, Phe292, Ala286, Val283, Gly281, Met280, Asn260, Ser282,
His85, His61, His263, His259, His296 et les ions cuivre représentés par deux boules
argentées.

Le criblage débute par l'importation de tous les ligands de notre chimiothéque
de 1800 analogues du gingérol dans le «<work space» du MVD, les ligands subissent
une post-préparation avec l'outil de préparation automatique du logiciel afin de
vérifier et de s'assurer que les propriétés structurales de chaque ligand sont prises en

compte par le logiciel.

Tous les ligands seront orientés vers l'espace de recherche déja défini en
appliquant le protocole précédemment décrit et validé. Le «scoring» des poses
obtenues pour chaque ligand (aprés 100 tours de recherche) méne a un classement
des meilleures poses basé sur leurs énergies d'interaction «Moldock score». Ainsi,
pour chaque élément de la chimiothéque, une seule pose prédite est sélectionnée

(Figure 11).
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Figure 11 : Structures moléculaires des dix meilleurs hits classés par docking
moléculaire et celle du gingérol.
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Le docking moléculaire a été effectué et les dix meilleures poses ancrées dans
la région du site actif de la tyrosinase ont été classées dans un ordre croissant de
I'énergie d’interaction MolDock (Tableau 5).

Tableau 5 : Les dix meilleurs hits classés par docking moléculaire avec inhibiteurs de

tyrosinase connus expérimentalement.

Compound ID E-Inter E-Inter E-Inter MolDock H-bond
(cof-lig)a  (pro - lig)b totalc score energyd
(kcal.mol1) (kcal.mol1) (kcal.mol1) (kcal.mol1) (kcal.mol-1)
ZINC13377891  -3.93 -164.30 -168.23 -157.15 -8.12
ZINC13377888  -4.81 -162.68 -167.49 -155.86 -4.55
ZINC31169866  -5.14 -157.80 -162.94 -150.75 -15.09
ZINC13377906  -5.077 -158.57 -163.65 -149.68 -16.16
ZINC04649679  -2.47 -153.36 -155.83 -142.06 -7.87
ZINC31169874  -4.38 -149.35 -153.73 -141.75 -10.62
ZINC13130926  -4.79 -146.99 -151.78 -139.13 -6.20
ZINC01681526  -3.39 -142.74 -146.13 -137.53 -3.06
ZINC15112765  -4.42 -155.01 -159.43 -137.49 -6.80
ZINC31159224  -4.37 -150.55 -154.93 -135.97 -11.83
Gingerol -4.18 -130.67 -134.85 -130.67 -1.43
Kojic acid -1.85 -81.91 -81.76 -81.26 -4.63
Hydroquinone -3.09 -63.70 65.87 -58.25 -4.28
tropolone -2.18 -75.94 -79.04 -77.09 -3.11

a; Energie d’interaction totale ligand-cofacteur.
b: Energie d’interaction totale pose-protein.
c: Energie d'interaction totale.

d:: Energie de liaison Hydrogen.

D'apres le résultat d'amarrage obtenu, on remarque que les analogues du
gingérol (zinc13377891, zinc13377888, zinc31169866, zinc13377906,
zinc04649679, zinc31169874, zinc13130926, zinc01681526, zinc15112765,
zinc31159224) ont des scores MolDock plus élevés (en termes d'énergie négative)

que le gingérol et les inhibiteurs de tyrosinase connus expérimentalement.
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Ces dix ligands représentent, du point de vue énergétique, une bonne affinité
avec les résidus du site actif (tableau 6). Cette affinité est due essentiellement a la
présence des interactions de liaisons hydrogene représentées par une valeur
énergétique «Hbonda Score», et des interactions hydrophobiques de type Van Der

Walls (VDW).

Les analogues du gingérol les mieux classés présentent un niveau élevé
d'énergie d'interaction ligand-protéine par rapport au gingérol et aux inhibiteurs de
référence de la tyrosinase, comme l'acide kojique??, 1'hydroquinone3? et la
tropolone3L.

La corrélation entre 1'énergie de liaison hydrogene et le poids moléculaire
pour les composés les mieux classés est calculée et représentée sur la figure 12. Une
faible valeur de coefficient de détermination (0,049) a été obtenue, ce qui indique que
I'énergie de liaison hydrogene prédite était principalement due aux caractéristiques

de structure et pas a cause de sa taille moléculaire.

RSy 49% .

H-BOND (kcal/mol)
\.

330 340 350 360 370 380
MW

Figure 12 : Tracé linéaire ajusté de la corrélation entre les valeurs de I'énergie

d'interaction et le poids moléculaire.
Afin d'avoir un apergu structurel approfondi de l'interaction entre les dix

principaux composés sélectionnés et notre cible, une analyse plus approfondie basée

ala fois sur les liaisons d’interaction et hydrogene ont été effectuées (Tableau 6).
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Tableau 6: Valeurs d’energie d’'interaction et distances des liaisons hydrogéne entre

les ligands et les résidus présents dans I’enzymes pour les meilleurs résultats.

Compound ID Résidus Distance Energie d'interaction

d’interaction (A)  (kcal.mol)

Ala323 2.86 -0.64
Asn260 2.95 -1.46
Zinc13377891 His240 3.39 -1.03
His240 2.74 -2.50
Met280 2.99 -2.50
Ala323 3.05 -2.50
Asn260 2.96 -1.17
Asn260 3.40 -0.99
Zinc13377888
His85 3.49 -0.54
Met280 2.60 -2.50
Ser282 3.57 -0.02
Glu322 3.01 -2.30
Glu322 3.11 -2.19
Glu322 3.23 -1.48
Thr84 3.53 -0.11
7inc31169866 Asn320 2.60 -0.59
Val283 3.20 -2.00
Met280 2.77 -2.50
Asn260 3.20 -1.42
Glu256 3.09 -2.50
Val283 3.20 -1.99
Met280 2.72 -2.50
Asn260 2.89 -1.82
Zinc13377906 His244 3.00 -2.46
His244 2.86 -2.50
Cys83 2.60 -2.38
His85 3.04 -2.50
7inc04649679 Asn260 2.87 -0.37
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Cys83 2.75 -2.50
His85 3.05 -2.50
Met280 2.99 -2.50
Asn260 2.98 -0.83
Val283 3.56 -0.19
Asn81 3.06 -2.50
Zinc31169874
Cys83 2.60 -2.50
Cys83 3.33 -1.37
Met280 2.76 -2.08
Asn260 3.07 -1.18
Asn260 2.77 -2.50
Zinc13130926
Met280 2.60 -2.50
Ser282 3.55 -0.02
Asn260 291 -0.93
Zinc01681526 Ser282 3.41 -0.93
Val283 2.92 -2.13
His244 3.10 -2.50
Asn260 3.10 -1.79
Zinc15112765 Met280 2.60 -2.46
Glu256 2.99 -0.04
Ser282 3.52 -0.02
Gly245 3.05 -2.50
Asn260 3.01 -1.85
Zinc31159224 His244 2.98 -2.50
Met280 3.09 -2.50
Met280 2.60 -2.47
Gingérol Met280 3.28 -1.59

Le tableau 7 répertorie toutes les principales interactions prédites entre les

dix top hits et les résidus du site actif de la tyrosinase, présentant l'énergie

d'interaction ligand-protéine, les résidus présents et les distances d'interaction. Les

modes de liaison des top hits réveélent que ces derniers se sont avérés ancrés dans le

site de liaison de la tyrosinase (Figure 13).
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Figure 13 : a) Top dix hits ancrés dans le site actif de la tyrosinase et b) vue de
surface électrostatique de la tyrosinase montrant les dix premiers hits d'amarrage a
l'intérieur du site de liaison.

Selon les différents modes de liaison des dix top hits, on observe que les
interactions avec les acides aminés Met280 et Asn260 du site actif de la tyrosinase
sont les plus prédominantes parmi les top hits. On observe également que les deux
premiers hits Zinc13377891 et Zinc13377888 ont une ineraction commune avec les
résidus Met280, Ala323 et Asn260 de la tyrosinase.

La pose la mieux classée Zinc13377891 forme cinq liaisons hydrogéne avec
quatre résidus d'acides aminés (Figure 14). L'atome d'oxygene (ID 28) du groupe
hydroxyle a médié une liaison hydrogéne avec l'atome N (ID2129) d'Asn260 a une
distance de 2,59 A. Le méme atome de la pose la mieux notée est également impliqué
dans une interaction de liaison hydrogene avec I'atome d'azote (ID 2018) de His244 a
une distance de 2,74 A. L'atome d'oxygéne (ID27) du groupe hydroxyle a formé une
liaison hydrogéne avec I'atome d'azote (ID 2018) de His244 a une distance de 3,39 A.

Enfin, deux liaisons hydrogene se sont formées entre les atomes d'oxygene
(ID8 et 26) des atomes d'oxygene des groupes carbonyle (ID 2635 et ID2228) de
Ala323 et Met280 respectivement. Les positions dans le site actif de la tyrosinase et
les modes de liaison des deux principaux composés (ZINC13377891 et
ZINC13377888) et du gingérol sont illustrés respectivement a la figure 14, a la
figure 15 et a la figure 16. La comparaison entre les modes de liaison de ces
composés révele que l'affinité de liaison du ZINC13377891 et du ZINC13377888 avec

les résidus du site actif de la tyrosinase est plus favorable que celle du gingérol.
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Figure 14: Interactions prédites des liaisons H (lignes pointillées soufflées) reliant
ZINC13377891 (rouge) aux résidus Ala323, His244, Asn260, Met280 de l'enzyme

tyrosinase.

Figure 15: Interactions prédites des liaisons H (lignes pointillées soufflées) entre
ZINC13377888 (rouge) et Ala323, His85, Asn260, Met280 résidus de l'enzyme

tyrosinase.
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)

Figure 16: Interactions prédites des liaisons H (lignes pointillées soufflées) entre le

gingérol (rouge) et le résidu Met280 de l'enzyme tyrosinase.

La regle de cinq, décrite par Lipinski et al3233, stipule que la plupart des
molécules de type médicament ont des valeurs de LogP (le logarithme du coefficient
de partage octanol/eau) <5, MW (poids moléculaire) <500, HBA (nombre
d'hydrogene accepteurs de liaisons) <10 et HBD (nombre de donneurs de liaisons
hydrogéne) <5. Les molécules ne respectant pas ces regles peuvent avoir des
problemes de biodisponibilité34.

Le tableau 7 représente les valeurs des parameétres de la régle de cinq pour les hits les
mieux classés, le gingérol et les inhibiteurs de tyrosinase connus expérimentalement.
Selon les valeurs indiquées dans le tableau 8, tous les hits les mieux classés utilisés

dans ce travail respectent la regle de Lipinski et peuvent étre des composés actifs.

Tableau 8 : Valeurs des parametres de la regle de Lipinski pour les top hits et le

gingérol.

Compound ID LogPa MWwb HBAc  HBDd TPSAe ROT-Bf
ZINC13377891 2.05 376.443 6 4 99.38 10
ZINC13377888 1.97 374.428 6 3 96.22 10
ZINC31169866 1.52 346.374 6 5 118.22 8
ZINC13377906 1.83 362.417 6 5 110.38 9
ZINC04649679 4.16 372.412 4 2 66.76 10
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ZINC31169874 1.89 360.401 6 2 93.06 9
ZINC13130926 1.75 328.402 6 4 107.22 9
ZINC01681526 2.77 374429 4 2 66.76 8
ZINC15112765 2.85 330.418 4 3 69.92 9
ZINC31159224 3.21 330.375 4 1 55.76 8
gingerol 3.23 294.386 4 2 66.00 10

a:Le logarithme du coefficient de partage octanol/eau:
b:Le poids moléculaire.

¢: Le nombre d'accepteurs de liaisons hydrogene-

d:le nombre de donneurs de liaisons hydrogene.

e: La surface polaire topologique.

f: Le nombre de liaisons rotatives.

3.2. Criblage de la chimiotheque des analogues de I'arbutine :
Apres l'importation de tous les ligands de chimiothéque (1268 structures)
dans le logiciel MVD, les mémes étapes réalisées dans le cas de criblage des analogues

du gingérol sont répétées pour les analogues de I’arbutine (Figure 17).
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Figure 17 : Structures moléculaires des dix meilleurs hits classés par docking
moléculaire et celle de I'arbutine.
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Le docking moléculaire a été effectué et les meilleures poses ancrées dans le
site actif de la tyrosinase ont été classées en fonction de 1'énergie du score MolDock

(tableau 8).

D'apres le résultat d'amarrage obtenu, nous remarquons que les analogues de
I'arbutine  (Zinc03978768, Zinc31160316, Zinc28002398, Zinc28005633,
Zinc13542698, Zinc38213972, Zinc05665673, Zinc67902575, Zinc04201163,
Zinc03149174) ont des scores d'énergie MolDock plus élevés que celles des

inhibiteurs de la tyrosinase connus expérimentalement.

Tableau 8 : Score d'amarrage pour les dix premiers hits classés avec des inhibiteurs

de tyrosinase connus expérimentalement.

CompoundID E-Inter(cof- E-Inter E-Inter MolDo H-bond
lig)a (pro-lig)® total¢(kcal.m ckscor energyd(kca
(kcal.mol-1) (kcal.mol1) ol'1) e l.mol-1)
(kcal.mol-1)

Zinc03978768 -3.451 -155.717 -159.168 -138.301 -8.659
Zinc31160316 -5.056 -149.988 -155.044 -127.429 -5.000
Zinc28002398 -3.984 -142.775 -146.758 -125.788 -4.923
Zinc28005633 1.193 -147.886 -146.693 -123.878 -9.988
Zinc13542698 0.723 -134.729 -134.007 -114.494 -11.609
Zinc38213972 -4.865 -125.419 -130.284 -114.467 -8.652
Zinc05665673 0.000 -133.558 -148.413 -114.272 -14.855
Zinc67902575 -4.684 -131.776 -136.460 -113.987 -10.00
Zinc04201163 -2.389 -130.830 -133.219 -109.393 -9.147
Zinc03149174 -1.369 -123.643 -131.544 -107.582 -7.901
Arbutin -2.411 -111.299 -113.709 -89.877 -12.752
Kojicacid -5.043 -78.238 -83.282 -70.911 -6.219
Tropolone 0.269 -70.428 -70.159 -61.024 -2.104

a: L'énergie totale d'interaction ligand-cofacteur.
b : L'énergie totale d'interaction pose-protéine.
c: L'énergie d'interaction totale.

d : énergie de liaison hydrogéne.

La corrélation entre 1'énergie de liaison hydrogene et le poids moléculaire
pour les composés les mieux classés est calculée et illustrée a la figure 18. Une faible
valeur de coefficient de détermination (0,09) a été obtenue, ce qui indique que
I'énergie de liaison hydrogene prévue était due aux caractéristiques de structure et

pas a cause de sa taille moléculaire.
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Figure 18 : Tracé linéaire ajusté de la corrélation entre 1'énergie d'interaction et le

poids moléculaire.

Afin d'avoir un apergu structurel approfondi de l'interaction entre les dix

principaux composés sélectionnés et notre cible, une analyse plus approfondie basée

a la fois sur la liaison électrostatique et hydrogene a été effectuée pour les meilleures

poses des composé classés. Les résultats de cette annalyse sont regroupés dans le

tableau 9.

Tableau 9: Structure du ligand, résidus présents, énergie d'interaction ligand-

protéine et distances d'interaction pour les meilleurs résultats.

CompoundID Résidus Distance Energie
d’interaction d’interaction
(A) (kcal.mol?)
Zinc03978768 Met280 3.00 -2.50
Met280 2.55 -2.12
His263 2.94 -0.31
His61 3.35 -1.23
His85 3.10 -2.50
. Met280 2.82 -2.50
Zinc31160316 Met280 2.86 -2.50
Zinc28002398 Met280 3.12 -2.42
Met280 2.60 -2.50
Zinc28005633 Met280 3.02 -2.50
Met280 2.60 -2.50
His85 2.85 -2.50
His61 3.10 -2.49
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_ Glu322 2.95 -2.50
Zinc13542698 His85 3.24 -1.82
His85 3.47 -0.63

His61 2.87 -2.50

Ser282 3.34 -0.43

Val283 2.96 -1.47

Met280 2.27 -0.25

Asn260 3.10 -2.50

_ Met280 3.36 -1.19
7Zinc38213972 Val283 311 -2.46
Asn260 2.93 -2.50

Gly281 3.10 -2.50

_ Gly86 3.42 -0.92
Zinc05665673 Gly86 3.48 -0.61
Met319 2.64 -2.50

Arg321 2.58 -2.30

Arg321 3.28 -1.03

Ala246 2.84 -2.50

Glu322 2.67 -2.50

Glu322 3.09 -2.50

Met280 2.90 250

Zinc67902575 Met280 2.83 250
Glu322 2.68 250

His85 2.69 2250

Glu256 2.63 -2.50

Zinc04201163 Asn260 3.40 -1.02
Asn260 3.04 -2.50

Asn260 3.41 -0.96

His244 3.17 -2.17

HisBs 2.60 -2.50

Zinc03149174 His61 3.48 -0.59
His263 3.25 -1.76

Met280 2.37 -0.55

Asn260 3.03 -2.50

_ Asn260 2.95 -2.50
Arbutine Asn260 3.50 -0.25
Met280M 2.61 -2.50

et280 2.60 -2.50

His85 2.96 -2.50

His244 3.10 -2.50

Le tableau 9 rassemble les principales intéractions prédites entre les dix top

hits et les résidus du site actif de la tyrosinase, exposant I'énergie d'intéraction
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ligand-protéine, les résidus présents et les distances d'interaction. Les modes de
liaison des top hits révelent que ces derniers se sont avérés ancrés dans le site de

liaison de la tyrosinase (Figure 19).

Figure 19 : a) Top dix hits ancrés dans le site actif de la tyrosinase et b) vue de

surface électrostatique de la tyrosinase montrant les dix premiers hits d'amarrage a

I'intérieur du site de liaison.

Selon les différents modes de liaison des dix top hits, on observe que les
interactions avec les acides aminés Met280, His85, His61 et Asn260 du site actif de la
tyrosinase sont les plus prédominantes parmi les top hits. On observe également que
les quatre premiers hits Zinc03978768, Zinc28005633, Zinc13542698 et
Zinc03149174 ont une interaction commune avec les résidus Met280, His85 et His61

de la tyrosinase.

La pose la mieux notée Zinc03978768 forme cing liaisons hydrogene avec quatre

résidus d'acides aminés (Figure 20).
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Figure 20 : Intéractions prédites des liaisons H (lignes pointillées bleues) entre les
résidus Zinc03978768 (rouge) et His263, His61, His85, Met280 de 1'enzyme

tyrosinase.

L'atome d'hydrogene (ID 50) du groupe hydroxyle (ID 31) a formé une liaison
hydrogeéne avec I'atome d'oxygéne (ID 2280) de Met280 a une distance de 2,55 A.
L’atome d'oxygene du méme groupe hydroxyle (ID 31) de la pose est également
impliqué dans une interaction de liaison hydrogene avec 1'atome d'Hydrogene (ID
5250) de His263 a une distance de 2,94 A. L'atome d'Hydrogéne (ID 51) du groupe
hydroxyle (ID 32) a formé une liaison hydrogene avec l'atome d'oxygene (ID 2280)
de Met280 a une distance de 3,00 A. Enfin, deux liaisons hydrogeéne ont été formées
entre les atomes d'Hydrogenes (ID 48 et 49) avec des atomes d'azote (ID 484 et ID

684) des résidus His61 et His85 respectivement.

Les positions dans le site actif de la tyrosinase et les modes de liaison des deux
principaux composés (Zinc03978768 et Zinc31160316) et de l'arbutine sont illustrés
respectivement aux figures 20, 21et 22. La comparaison entre les modes de liaison
de ces composés révele que l'affinité de liaison de Zinc03978768 et Zinc31160316

avec les résidus du site actif de la tyrosinase est plus favorable que celle de I'arbutine.
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Figure 21 : Interactions prédites des liaisons H (lignes pointillées bleues) reliant

Zinc31160316 (rouge) au résidu Met280 de 1'enzyme tyrosinase.

Figure 22 : Interactions prédites des liaisons H (lignes pointillées bleues) entre
I'arbutine (rouge) et les résidus Met280, His85, Asn260, His244 de 1'enzyme

tyrosinase.
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Le tableau 10 représente les valeurs des parametres de la regle de cinq pour

les hits les mieux classés, l'arbutine et les inhibiteurs de tyrosinase connus

expérimentalement. Selon les valeurs indiquées dans le tableau 10, tous les hits les

mieux classés utilisés dans ce travail respectent la régle de Lipinski et peuvent étre

des composés actifs.

Tableau 10: Valeurs des parametres de la regle de Lipinski pour les top hits et

'arbutine.
CompoundID LogPa MWwb HBAc¢  HBDd TPSAe ROT-Bf
Zinc03978768 1.74 404.415 8 5 129 6
Zinc31160316 1.74 404.415 8 5 129 6
Zinc28002398 1.98 344.363 6 3 96 4
Zinc28005633 1.80 394.807 7 4 116 5
Zinc13542698 -0.36 325.293 8 4 140 5
Zinc38213972 -0.29 316.306 8 4 118 5
Zinc05665673 1.40 348351 7 4 108 5
Zinc67902575 0.10 328361 7 5 120 6
Zinc04201163 0.85 306.314 6 4 99 3
Zinc03149174 1.64 385.21 6 4 99 3
Arbutin -0.81 272.253 7 5 119 3

a: Le logarithme du coefficient de partage octanol/eau.

b : Le poids moléculaire.

c : Le nombre d'accepteurs de liaisons hydrogene.
d : le nombre de donneurs de liaisons hydrogéne.
e : La surface polaire topologique.

F : Le nombre de liaisons rotatives.
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4. Conclusion

Dans cette partie de travail nous avons appliqué un criblage virtuel, basé sur
une étude de docking moléculaire, sur des analogues de gingérol et de l'arbutin
extraits de la base de données ZINC afin d’étudier leurs mode d’interaction vis-a-vis
de notre cible d’'intérét biologique (la tyrosinase) et d’enrichir cette classe
thérapeutique. La structure tridimensionnelle de cette enzyme de souche fongique est
obtenue a partir de la banque des données PDB avec l'identifiant 2Y9X en complexe
avec le « tropolone ». Le processus du docking est assisté par le programme Molegro
Virtual Docker (MVD) avec un protocole basé essentiellement sur l'algorithme
évolutionnaire différentiel « MolDock Optimizer » et la fonction de score « MolDock
Score » avec une population de 100 individus durant 100 tours de docking. La
validation de ce protocole a été réalisée par un re-docking du ligand de référence co-
cristallisé avec un RMSD de 0.78A.

Les résultats obtenus a partir du docking moléculaire indiquent que certains
analogues ont montré un score de Moldock plus élevé (en termes d'énergie négative)
par rapport au gingérol et aux inhibiteurs de tyrosinase connus expérimentalement.
Les dix top hits des analogues du gingérol ont montré une meilleure interaction que le
gingérol, montrant une interaction moléculaire commune avec les résidus Met280 et
Asn260 de I'enzyme tyrosinase.

Les dix top hits des analogues de l’arbutin ont montré une meilleure
interaction que l'arbutine, montrant une interaction moléculaire commune avec les
résidus Met280, His85, His61 et Asn260 de I'enzyme tyrosinase. De plus, les dix hits
ancrés, de deux familles étudiées, respectent la regle des cinq de Lipinski, affirmant

que ces molécules n'ont aucun probléme de biodisponibilité.
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Chapitre II : Etude de I'activité anti-inflammatoire par criblage virtuel a base de QSAR.

1. Introduction

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont encore les médicaments
couramment prescrits dans le monde pour le traitement des maladies inflammatoires
telles que la polyarthrite rhumatoide, 1'arthrose, les blessures orthopédiques, les
douleurs postopératoires, les myalgies aigués, etc.l. Vane?, Samuelson et Bergstrom
ont réussi a montrer que les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) exercent des
effets anti-inflammatoires et analgésiques par l'inhibition de la synthese des
prostaglandines (PG), en bloquant l'activité de la cyclooxygénase (COX). De nombreux
chercheurs ont travaillé sur la syntheése et I'évaluation de nouveaux composés3#+. Dans
les composés hétérocycliques moléculaires, la thiazolidine est un échafaudage
reconnu pour les médicaments et candidats potentiels. Les activités
anticonvulsivantes, sédatives, antidépressives, anti-inflammatoires,
antihypertensives, antihistaminiques et antiarthritiques ne sont que quelques-unes
parmi de nombreuses autres réponses biologiques® de ces composés hétérocycliques.

Dans cette partie de travail nous présentons une étude de criblage virtuel
basée sur I'appliquation d’'un modele QSAR, construit a partir d'un ensemble de
dérivées de l'acide 2-[4-(thiazole-2-yl)phényl]propionique (Figure 1) en tant

qu'agents anti- inflammatoires.

R, R
N CH,
I3
R& S COOH

Figure.1 Structure générale des inhibiteurs de la cyclooxygénase (COX2) dérivés de

'acide 2-[4-(thiazole-2-yl) phényl]propionique.

Les études de relation quantitative structure-activité (QSAR) présentent une
méthode puissante pour la conception de composés bioactifs, la prédiction de
I'activité en fonction des propriétés physiques et chimiques et une meilleur
comprehension des caractéristiques structurelles de ces types de composés, a l'aide
de descripteurs moléculaires

Afin d'obtenir une bonne équation de régression linéaire pour prédire

'activité anti-inflammatoire des dérivés d'acide 2-[4-(thiazole-2-yl) phényl]
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propionique, nous avons utilisé une analyse de régression linéaire multiple couplée

aux algorithmes génétiques comme méthode de sélection de variables.

2. Protocole de criblage virtuel

Dans ce travail, le criblage virtuel que nous avons réalisé est basé sur la
structure du ligand « ligand-based » en appliquant un modele QSAR sur les composés
de la base de données PubChem, qui vise a la recherche de nouvelles structures
moléculaires potentiellement actives biologiquement vis-a-vis de I’enzyme
cyclooxygénase et d’enrichir ainsi la classe thérapeutique des anti-inflammatoire. Le
processus de criblage virtuel peut étre schématisé en quatre étapes, dont les enjeux

sont décrits ci-dessus (Figure 2).

PubChem database
FILTRATION DE LA
Recherche par similarité (85%), Régle de Lipinski CHIMIOTHEQUE
380

APPLICATION DU
MODELE QSAR

100 hits

Liste des composés prioritaires

Figure 2 :Etapes du protocole de criblage virtuel utilisé pour I'identification des

nouveaux inhibiteurs de cyclooxygénase?2.
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3. Création et préparation de la chimiotheque

Les structures tridimensionnelles des molécules composant la chimiotheque
de criblage (380 structures) sont téléchargées de la base de données PubChem avec
un pourcentage de similarité de 85%. PubChem est une base de données de chimie
gratuite (libre) aux National Institutes of Health (NIH)®. Elle contient principalement,
depuis son lancement en 2004, de petites molécules (plus de 111 millions de
composés), mais également des molécules plus grosses telles que des nucléotides, des
glucides, des lipides, des peptides et des macromolécules modifiées chimiquement.
Elle dispose, également, des informations sur les structures chimiques, les
identifiants, les propriétés chimiques et physiques, les activités biologiques, les
brevets, la santé, la sécurité, les données de toxicité et bien d'autres.

Nous avons adopté le coefficient tanimoto comme parametre de recherche
avec 85% comme seuil de similarité par rapport au squelette de base de I'’ensemble
d’apprentissage du modeéle QSAR, représenté par 'acide 2-[4-(thiazole-2-yl) phényl]
propionique. Toutes les structures obtenues sont enregistrées sous forme de fichiers
"sdf". Puis préparées et filtrées avec le programme « ligand preparation » du logiciel
STUDIO et enregistrées en format MOL2. La géométrie de toutes les structures a été
optimisée par le logiciel HyperChem par la méthode semi empérique AM1. Les
descripteurs moléculaires des structures sont ensuite générés a l'aide du logiciel

Dragon 6.0 et enregistrés en format Texte”.

4. Développement du modele QSAR

4.1. Méthodes éxpérimentales
4.1.1. Ensemble de molécules et activité biologique

L’ensemble étudié dans ce travail est constitué de 47 molécules dérivées de
'acide 2-[4-(thiazole-2-yl) phényl] propionique (Figure 3) décrit par Naito et al®. Les
molécules de cet ensemble contiennent dans leurs structures des atomes de C, N, O, S,
H et trois halogenes (F, Cl, Br) avec un nombre total d’atomes variant de 27 a 39 et un
poids moléculaire variant de 233,31 a 323,87 g/mol. Cet ensemble est divisé
aléatoirement en deux sous-ensembles : un sous ensemble de 11 molécules (= 30%)

choisies au hasard, en tant qu’ensemble de validation (VSET), pour évaluer le pouvoir
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prédictif des modeles proposés, et le reste des molécules, en nombre de 36, (= 70%)

constitue l’ensemble d’apprentissage (Training Set: TSET) utilisé dans la
construction du modele de QSAR.
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Figure 3. Structures développées des dérivés d'acide 2-[4-(thiazole-2-yl) phényl]

propionique.

Selon le travail de Naito et al® la réponse biologique est donnée par la

grandeur Iso qui mesure la concentration molaire, en molécule inhibitrice, nécessaire

pour inhiber 50% de l'activité enzymatique. Pour notre cas nous avons exprimé

'activité inhibitrice par le rapport logarithmique plso [Log(1/Is0)] qui exprime

directement le potentiel d’ihibition. Les valeurs plso pour '’ensemble de molécules

varient de plso = 2,991 a 7,222. Les valeurs plso expérimentales et calculées des

structures moléculaires sont illustrées dans le Tableau 1.
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Tableau 1: Valeurs expérimentales et calculées de plso avec les descripteurs
sélectionnés de I'ensemble d’apprentissage (TSET) et de I'’ensemble de validation

(VSET).

Molécule plsoexp. plso pred. H4e R7e+ BO3[N-O] FO3[C-S] TE2
Ensemble
d’apprentissage
No.
1 5.56067 5.75083 0.801 0.027 0 2 5.239
3 6.69897 6.75730 0.755 0.041 0 2 5.134
5 6.52288 6.27576 0.909 0.059 0 2 6.480
6 5.69897 5.82208 0.805 0.038 0 2 5.789
7 5.28400 5.38202 0.672 0.033 0 2 6.005
8 6.52288 6.75316 0.661 0.030 0 5 6.673
10 5.53760 5.65041 0.783 0.053 0 2 6.805
13 5.52288 5.14911 0.937 0.021 0 3 6.055
16 3.97881 3.82528 0.909 0.021 1 3 6.660
19 4.88606 4.96292 1.037 0.021 0 3 6.156
20 479588  5.05002 0.857 0.026 1 3 5.853
21 452288 4.62188 1.325 0.022 1 3 5.694
22 3.12494 290410 1.063 0.021 1 3 7.398
23 299140 3.11936 1.091 0.022 1 3 7.237
24 3.03621 2.92947 1.731 0.023 1 3 7.020
26 5.25964  5.57568 0.938 0.027 0 2 5.304
28 6.00000 5.59648 0.817 0.020 0 3 5.672
29 499140 5.02543 0.880 0.019 0 3 6.096
30 6.15490 6.28317 0.842 0.020 0 4 5.720
31 6.15490 5.73198 1.086 0.018 0 4 5.943
32 7.00000 6.53381 0.810 0.038 0 3 5.828
33 5.92082 5.75132 0.997 0.035 0 3 6.247
34 446852 4.51862 1.179 0.028 0 3 6.858
35 429243 417621 1.658 0.031 0 3 7.006
36 6.52288 6.52487 0.910 0.046 0 2 5.520
37 6.04576  6.35475 1.092 0.042 0 3 6.020
38 6.69897 6.42412 0.815 0.037 0 3 5.869
39 5.37675 5.66579 0.976 0.034 0 3 6.284
40 7.00000 6.87005 0.783 0.037 0 3 5.482
41 6.15490 6.06535 0.992 0.034 0 3 5.906
42 446852 4.84462 1.154 0.027 0 3 6.520
43 420761 4.42554 1.659 0.029 0 3 6.664
44 7.22185 6.73441 0.870 0.043 0 2 5.187
45 6.69897 6.53969 1.080 0.039 0 3 5.690
46 6.09691 6.79229 0.805 0.037 0 3 5.538
47 5.92082 5.95370 0.991 0.033 0 3 5.953
Ensemble de
validation
No.
2 6.60206 6.585 0.821 0.045 0 2 5.471
4 7.00000 6.446 0.822 0.041 0 2 5.373
9 6.22185 5.626 0.773 0.039 0 2 6.047
11 6.00000 5.171 0.747 0.043 0 2 6.708
12 6.14267 5.834 0.812 0.023 0 3 5.626
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14 4.78781 4278 1.134 0.020 0 3
15 3.97881 3.819 1.586 0.021 0 3
17 4.44370 4706 1.144 0.020 0 3
18 5.67778 5.557 0.840 0.022 0 3
25 5.08619 5.676 0.881 0.034 0 3
27 5.49485 5.655 1.045 0.026 0 3

6.661
6.822
6.261
5.804
6.341
5.796

4.1.2. Dessin et optimisation des structures

Le dessin et 'optimisation des structures des molécules dérivées de l'acide 2-
[4-(thiazole-2-yl) phényl] propionique sont effectués a I'aide du logiciel HyperChem
(version 7.5)° Nous avons utilisé la méthode semiempérique (AM1) en tant que
méthode d’optimisation en employant 'algorithme Polack-Ribiere avec un gradient
énergétique égal a 0.01 kcal/mol.A°.

Le programme de calcul est exécuté sur un PC (hp pro) Intel (R) CORE(TM) i3CPU
3,30 GHz 3,30 GHz.

4.1.3. Génération des descripteurs

Les descripteurs utilisés sont ceux calculés par le programme Dragon version
6.0, application utilisée pour le calcul de descripteurs moléculaires, qui comprend

4887 descripteurs répartis en 29 blocs10.
4.1.4. Sélection des descripteurs

La sélection de descripteurs (variables) représente la partie la plus importante
lors de la construction d’'un modeéle de QSAR. Elle sert a réduire le nombre de
descripteurs et a sélectionner les meilleurs d’entre eux qui assurent une bonne
corrélation avec l'activité biologique. Cette procédure est effectuée selon deux étapes

successives : la sélection objective et la sélection subjective.
a. Sélection objective

Dans cette étape, on travaille avec la matrice des descripteurs (variables
indépendantes) sans 'utilisation de la variable dépendante, qui est représentée par le
vecteur de l'activité biologique plso. Tous les descripteurs jugés non utiles seront

éliminés. En effet :
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-  Tous les descripteurs présentant les mémes valeurs pour toutes les

molécules sont éliminés.

- Pour toute paire de descripteurs présentant un coefficient de corrélation
supérieur ou égal a 0,9 (R = 0,9), celui qui possede la petite variance sera

éliminé.
b. Sélection subjective

Cette procédure sert a réduire, encore une fois, le nombre de descripteurs en
utilisant cette fois-ci la variable dépendante (plso) pour définir le meilleur sous-
ensemble de descripteurs riches en informations. Le choix du sous ensemble optimal

de descripteurs est réalisé par les algorithmes génétiques (AG).

Les conditions de simulation par les AG appliquées dans ce contexte sont :
- Nombre générations égal a 104
- Nombre de croisement égal a 5.103
- Facteur de flexibilité égal a 1

- La probabilité de mutation pour ajouter un nouveau terme est égale

a50%

La taille population contient 100 modeles.

Le procédé des algorithmes génétiques est répété plusieurs fois pour
confirmer que les descripteurs choisis constituent le sous-ensemble optimal pour

expliquer l'activité biologique.
4.1.5. Construction du modéele

Nous avons utilisé la régression linéaire multiple comme algorithme
d’apprentissage supervisé pour la construction du modele, en utilisant le sous-
ensemble d’apprentissage (TSET). Les parametres statistiques tels que : les valeurs
des coefficients de détermination R?, I'écart type «s» et le tableau d’ANOVA sont
générés automatiquement en utilisant le programme de statistiques MINITAB

(version 15)11,

111



Chapitre II : Etude de I'activité anti-inflammatoire par criblage virtuel a base de QSAR.

4.2. Résultats et discussion

Le modele de QSAR développé est constitué principalement de descripteurs
calculés théoriquement a l'aide du logiciel Dragon sur un ensemble de molécules
dérivées de d'acide 2-[4-(thiazole-2-yl) phényl] propionique et testées

expérimentalement contre la cyclooxygénase?2 (Tableau 2).

Vu le grand nombre de descripteurs contenu dans la matrice des descripteurs,
il est nécessaire de réduire la taille de la matrice et sélectionner le meilleur sous-
ensemble qui présente la bonne corrélation avec I’activité biologique plso. Pour ce
faire, nous avons fait appel a la méthode Algorithmes Génétiques. Cette derniére nous

permet de définir les meilleurs sous-ensembles avec différentes dimensions.

Nous avons établi consécutivement plusieurs modeles de différentes
dimensions allant de 1 jusqu’a 7 descripteurs par modele. Le tableau 2 regroupe le
meilleur sous-ensemble de descripteurs pour chaque dimension, ainsi que leurs
coefficients de détermination R? et de validation Q2 qui varient de 0,622 a 0,967 et de

0,5810 a 0,9493 respectivement.

Tableau 2 : Série des modeles optimums a différentes dimensions sélectionnées par

la méthode des algorithmes génétiques.

Dimension

du modsle Descripteurs constituant le modéle R? Q%cv-100
7 Me; MATS7e; Mor08e; H5e; BO3[N-O]; FO3[C-S]; TE2 96.67 94.93
6 H5e R5s nArX BO3[N-O] FO3[C-S] TEZ2 95.99 94.15
5 H4e; R7e+; BO3[N-O]; FO3[C-S]; TE2 94.59 9245
4 R7e+; FO3[C-S]; TE2; LLS_01 87.11 86.08
3 PW5; X3Av; RDF010m 81.21 80.03
2 nCbH ; LLS_01 72.31 71.16
1 H3m 62.15 58.07

Le choix de la meilleure dimension de notre modele est défini par la technique

du point de rupturel?, qui consiste a représenter graphiquement les parametres
p p q p graphiq p

statistiques (R? et Q2%cv-100) en fonction du nombre de descripteurs.
q p
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La figure 4 montre la projection de R® et Q*c-100 €n fonction du nombre de
descripteurs en utilisant les algorithmes génétiques. La dimension qui correspond au
point de virage est égale a cinq (n=5) comme indiqué par la (Figure 4). D’apres la
technique du point de virage, le nombre optimal de descripteurs est fixé a cing, avec

R?=0,9459 et Q%cv-100 = 0,9245.

1001 Variable

e R2
Q

90 1

80 1

R2 et Q2

701

60 1

1 2 3 4 5 6 7
Nombre de descripteurs par modele

Figure 4 : Représentation des coefficients de détermination, obtenus par GA, en

fonction du nombre de descripteurs.
4.2.1. Analyse de la justesse du modele optimal

Apres détermination de la dimension du sous-ensemble optimal sélectionné
par les algorithmes génétiques, nous avons construit le modeéle en utilisant la
régression linéaire multiple (RLM) a l'aide du logiciel MINITAB.15. Le modele QSAR
reliant I'activité biologique exprimée par la grandeur plso aux cinq descripteurs (ISH,
R6e+, GATS2m, RDF105met R8m) accompagné par ses parameétres statistiques,
coefficient de détermination RZ?, coefficient de corrélation multiple R, et I’écart type s,
est décrit ci-dessous par I'équation 1.

pI50 = 8,90 - 0,762 H4e - 0,686 BO3[N-0] + 0,758 FO3[C-S] - 1,09 TE2 + 61,2 R7e+ (eq.1)
N=36; R=97,25%; R2=94,59%; RZuyiou=92,45%; s=0,286

La valeur élevée du coefficient de corrélation multiple R = 0,973 nous indique
qu’il existe une forte corrélation entre les valeurs expérimentales de l'activité

biologique et celles calculées par le modele de la régression linéaire multiple.
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Le coefficient de détermination RZ montre, que 94,59 % de la variance des
valeurs expérimentales est expliquée par les cinq descripteurs (H4e ; R7e+; BO3[N-0] ;

FO3[C-S] ; TE2).

La valeur, faible, de 'écart type s=0,286 nous renseigne sur la bonne qualité de

la dispersion des données.

Les valeurs élevées des coefficients mentionnés ci-dessus résument la
corrélation des cinq descripteurs avec l'activité biologique. Cette corrélation est

vérifiée en examinant le tableau d’ANOVA et le tableau des coefficients.
A. Analyse de la variance (ANOVA)

L’analyse de la variance (ANOVA) est réalisée a partir du tableau d’ANOVA
(Tableau 3) ou la présence ou l'absence de corrélation entre I'ensemble de
descripteurs et I'activité biologique est vérifiée en examinant la statistique de Fisher
Fobs. Pour réaliser cette analyse nous avons fait appel aux deux hypotheéses :

hypothése nulle et hypothese alternative.

Tableau3 : Résultats de I'analyse de la variance (ANOVA)

Source DFa SSb MSe Fobs Pd
Régression 5 42,826 8,565 104,94 0,000
Erreur Résiduelle 30 2,449 0,0816
Total 35 45,275

a: degré de liberté ; b : somme des carrés ; ¢ : écart moyen ; d : probabilité.

e L’hypothése nulle (Hp): «aucun descripteur n’est lié a I'activité biologique :

B, =0avec (j=0;1;2,3,4),B: coefficient correspondant au descripteur j »13.

Cette hypothese est acceptée si la valeur de la statistique de Fischer observée est

inférieure a la valeur Fo,05; 5; 30).

e L’hypothese alternative (Hi) : «il existe au moins un descripteur corrélé avec

l'activité biologique »13.
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Cette hypothése est acceptée lorsque la valeur de la statistique de Fischer

observée est supérieure a la valeur F(o,05; 5; 30).

D’apres le tableau d’ANOVA, la statistique de Fischer observée ( Fobs=104,94) est
supérieure a F(o,05;5;30)=2,53 ce qui nous permet d’accepter ’hypothése alternative et
de confirmer qu’il existe au moins un coefficient différent de zéro c’est-a-dire un

descripteur corrélé avec I'activité inhibitrice exprimée par plso.
B. L’examen du tableau des coefficients

Nous avons ensuite examiné le tableau des coefficients pour vérifier la
signification de chaque descripteur et sa contribution dans I’explication de I'activité
biologique. L’utilisation des valeurs de la statistique t de Student, affichées dans le
(Tableau 4) pour chaque descripteur, nous permet de vérifier la présence ou
I’absence de corrélation entre chaque descripteur et I'activité biologique en se basant

sur les deux hypotheses : hypothése nulle et hypotheése alternative.

Tableau 4 : Tableau des coefficients

Var. Ind.2 Coefv E.T (Coef)c tobs? p°
intercepte 8,8987 0,6035 14,74 0,000
H4e -0,7617 0,2234 -3,41 0,002
B03[N-0] -0,6861 0,1567 -4,38 0,000
FO3[C-S] 0,7580 0,09413 8,05 0,000
TE2 -1,0893 0.1059 -10,29 0,000
R7e+ 61,218 6,431 9,52 0,000

a:variables indépendantes ; b : coefficients ; ¢ : erreur type ; d :test de student observé ; e : la valeur de probabilité.

e L’hypothése nulle (Hy) : «le descripteur n’est pas lié a I'activité biologique :

B; =0avec (j=0;1;2;3;4),p;: coefficient correspondant au descripteur j »

Cette hypothese est acceptée si la valeur de la statistique de Student t observée est

inférieure a la valeur t(0.025; 30) 2 un niveaude confiance a =0,05.

e L’hypothese alternative (Hi): «le descripteur est corrélé avec l'activité

biologique : g, =0 ».
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Cette hypothese est acceptée lorsque la valeur de la statistique de Student ¢

observée est supérieure a la valeur t =1,697 en valeur absolue

(0,05,30)

D’apres le tableau 4, les valeurs de la statistique observées t.»s sont plus
élevées par rapport a celle de la distribution twess). Cela nous permet de rejeter
I’hypothése nulle, c'est-a-dire que les coefficients inclus dans le modeéle different

considérablement de zéro. Ce jugement est consolidé par les faibles valeurs de
probabilité¢ (p<107)pour les six paramétres (constante + 5 coefficients) de

’équation (eq.1).

L’intervalle de confiance pour chaque coefficient est calculé avec l'expression

suivante :

A

B =B £ prarz) ET(5))
Avec:
E.T.:'erreur type.
n-p-1=36-5-1=30 : degrés de liberté du modele.
a : le niveau de confiance.

Les intervalles de confiance pour les quatre parameétres (avec a = 0,05) sont établis

comme suit :

Constante : 7,070095 < constante < 10,727305
RDF105m:-1,438602 < H4e <-0,084798
ISH:-1,160901 < B03[N-0] <-0,211299

R6e+: 0,4728061 < FO3[C-S] <1,0432339
R8m:-1,410177 <TE2 <-0,768423

GATS2m :41.73207 < R7e+ < 80.70393

Nous constatons que tous les coefficients ne renferment plus la valeur zéro dans leurs

intervalles de confiance.
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4.2.2. Tests de colinéarité et Multicolinéarité

Afin d’éviter la redondance de l'information fournie par les descripteurs
figurant dans le modele construit, il faut vérifier deux parametres : la colinéarité et la
multicolinéarité. Elles sont expliquées respectivement par la présence d’une forte
corrélation d’'un descripteur avec un autre ou avec un ensemble de descripteurs. Les
descripteurs corrélés entre eux contiennent une grande partie de la méme
information provoquant ainsi des problemes calculatoires lors de la génération de la

matrice inverse (X'X) L

Statistiquement, nous avons testé la colinéarité par '’examen de la matrice de
corrélation en calculant les coefficients de corrélation pour toutes les combinaisons

paires des cinq descripteurs (Tableau 5).

Tableau5 : Matrice de corrélation de 1'équation 1

H4e BO3[N-O]  FO3[C-S] TE2 R7e+
H4e 1
BO3[N-O] 0,304 1
FO3[C-S] 0,133 0,099 1
TE2 0,497 0,418 0,304 1
R7e+ -0,262 -0,410 -0,505 -0,191 1

Selon le tableau 5, le modéle QSAR construit ne présente aucun probleme de
colinéarité entre les descripteurs. En effet, toutes les valeurs calculées des coefficients
de corrélation, limitées entre 0,099 et 0,505 en valeurs absolues, sont inférieures a la
valeur 0,9. Il est a noter que le probleme de colinéarité apparait lorsque les valeurs

des coefficients de corrélation sont supérieures ou égales a 0,9.

La multicolinéarité est testée par le facteur d’inflation de la variance (FIV) 14 exprimée

par I’équation 2 :

1

FIV(Xk) :ﬁ (eq.Z)
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Avec:

FIV(xy) : représente la valeur du facteur d'inflation de la variance pour le descripteur

xk(k=1;2;3;4;5).

R? : représente le coefficient de corrélation carrée résultant de la régression du

descripteur xk sur le reste des descripteurs.

Une valeur de FIV = 10 signifie la présence d’une forte colinéarité entre les

descripteurs, I'absence de la multicolinéarité est signifiée par une valeur de FIV< 10.

On peut aussi confirmer la présence ou I'absence de la forte multicolinéarité
par une autre grandeur, similaire auFIV, appelée facteur de tolérance!? FT donnée par

I’équation (eq.3) :

1 2

TF(XK):\T(XI()::l.—RXK (eq.g)

Les valeurs de FT varient dans 'intervalle 0<FT < 1. Les valeurs de FT > 0,5 et
FT< 0,5 correspondent a ’'absence et a la présence de fortes multicolinéarité entre les

descripteurs respectivement.

Les valeurs correspondantes aux FIV(xx) et aux FT calculés pour les cinq

descripteurs constituant le modele QSAR sont réunies dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Valeurs desfacteurs d’inflation de la variance et des facteurs de tolérance

pour les descripteurs significatifs.

Variable FIV FT
H4e 1,4 0,71
BO3[N-0] 1,5 0,67
FO3[C-S] 1,6 0,63
TE2 1,7 0,59
R7e+ 1,7 0,59
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D’apres le tableau 6, les cinq descripteurs ne présentent aucun probleme de
multicolinéarité avec une valeur maximale de FIVg, =17<10 et les valeurs de FT

toutes supérieures a 0,5.
4.2.3. Validation interne et externe du modéle de QSAR obtenu
4.2.3.1. Validation interne

La validation du modele QSAR représente une étape indispensable pour
'estimation de la fiabilité du modele et pour la détermination de sa pertinence et sa
robustesse. Pour ce faire nous avons employé plusieurs méthodes de validation, telles

que la validation interne, la validation externe et le test de randomisation (Figure 5).

Validation du
modele de
QSAR
|
| |
™ i N
Validation Validation
Interne externe
N ™
Validation Test de
croisée randomisation

Figure 5: Les différentes méthodes utilisées pour la validation de notre modéle QSAR.

La validation croisée est effectuée par la procédure leave-one-out: on retire
successivement chaque molécule de I'’ensemble d’apprentissage. Cette procédure est
réitérée n fois (n est le nombre des molécules qui constituent I’ensemble

d’apprentissage) afin de prédire les propriétés de toutes les molécules.

La valeur élevée du coefficient de détermination (Q? ,,,,= 0,9245) et la petite

valeur de I'écart type (s .,.,,= 0,286, issues de la validation croisée du modele obtenu,

prouvent la puissance prédictive de cette approche et la stabilité du modele.
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Pour confirmer la robustesse de notre modeéle, ce dernier est reconstruit dix
fois et a chaque fois, le classement des composantes du vecteur plso est randomisé en

fixant la matrice X constituée des cinq descripteurs.

Les parametres statistiques issus de chaque reconstruction du modele et ceux de

l'eq.1 sont cités dans le tableau 7.

Tableau 7 : R? et Q%v-100 issus du test de randomisation

Iteration R? Q%ev-100
1 16,5 0,0
2 12,2 0,0
3 29,2 0,0
4 10,5 0,0
5 30,1 0,0
6 02,9 0,0
7 12,0 0,0
8 08,1 0,0
9 07,4 0,0

10 12,9 0,0
11* 94,59 92,45

*: les parameétres statistiques issus de l'eq.1

La représentation graphique des valeurs du coefficient de détermination de la
validation croisée Q%v-0o en fonction du coefficient de détermination (Figure 6)

confirme que le modele présenté par l'eq.1 est plus robuste et n'est pas dii au hasard.

Notre modéle —_—
—

90 { °

80
70
60
50

Q2

40
301
201
104

01 © ®@em o o

R2

Figure 6 : Valeurs de Q2 v-100 €n fonction de R? issues du test de randomisation.
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4.2.3.2. Validation externe

La validation externe est utilisée pour tester de maniere fiable le pouvoir
prédictif de notre modéele QSAR. Pour cela, nous avons utilisé 'équation du modeéle
(eq.1) pour prédire l'activité inhibitrice de la cyclooxygénase d’'un ensemble de

validation externe.

Les valeurs prédites de l'activité de molécules de 'ensemble externe sont

affichées dans la troisieme colonne du tableaul (page 109). La valeur du coefficient

de détermination issue de la validation externe est égale a Q’, =0,7523.

Pour confirmer le pouvoir prédictif de notre modele de QSAR nous avons

vérifié certaines conditions exigées par Tropshal5 (Tableau 8).

Tableau 8: comparaison des coefficients du modeéle QSAR avec ceux exigés par

Tropsha.
chv—loo Rz R20 k
Selon Tropsha > 0,50 >0,6 R? —R? 085<k <115
——2<01
R2
Notre modéle 0,9245 0,9459 0,0316 1,01
Avec:

R?: représente le coefficient de détermination entre les valeurs expérimentales et
celles calculées par le modele QSAR (seulement pour I’ensemble d’apprentissage : 36

molécules).

R2: représente le coefficient de détermination issu de la régression linéaire des
valeurs expérimentales de l'activité en fonction de celles calculées pour tout

I'ensemble (47 molécules) pour notre cas R%, = 0.916.
k: représentent la pente de la ligne de régression qui passent par l'origine.

La figure 7 représente la représentation linéaire des valeurs calculées en
fonction des valeurs expérimentales pour les deux sous-ensembles d’apprentissage et

de validation (TSET et VSET). Les résultats obtenus montrent que la technique
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linéaire de MLR combinée avec les algorithmes génétiques en tant que méthode de
sélection de variables est adéquate pour produire un modele QSAR efficace, capable

de modeler et de prédire l'activité inhibitrice de la cyclooxygénase.

° Variable
7 . e ® I50-Exp(Tset) * pl50-cal(T set)
° ° W pI50-Exp(Pset) * pl50-cal (Pset)
3 P
[
c )
é 6 LI o.o °
= m ®
g I
o [ ]
o [ ]
n 5 'O
= L b d
8 o®ne
2 °
> 4 -
<
>
3{ Ve
3 4 5 6 7
Valeurs de pl50 calculées

Figure 7 : Valeurs observées en fonction des valeurs prédites des activités pour les

ensembles d’apprentissage et de prédiction.
4.3. Interprétation physico-chimique des descripteurs

De point de vue structural, les composés de I'ensemble étudié sont tous
caractérisés par le méme squelette de base de l'acide 2-[4-(thiazole-2-yl) phényl]

propionique (Figure 1), diversement substitués aux positions Ri, Rz et Ra.

R, R4
N CHs
by
RS COOH

Figure.1 Structure générale des inhibiteurs de la cyclooxygénase (COX) dérivés de
'acide 2-[4-(thiazole-2-yl) phényl]propionique.

D’apres I'’équation du modele QSAR obtenu (eq.1), nous constatons que
'activité inhibitrice de l’enzyme cyclooxygénase est influencée par les cinqg
descripteurs H4e, R7e+, TEZ, BO3[N-0O] et FO3[C-S] qui sont définis dans le tableau 9.
Les descripteurs H4e ; BO3[N-O] et TE2 possédent des effets négatifs sur l'activité

inhibitrice tandis que le FO3[C-S] et le R7e+ sont positivement corrélés avec I'activité.
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Tableau 9 : les cinq descripteurs moléculaire qui constituent le modele QSAR

Nom du Désignation Famille
descripteur
H4e H autocorrelation of lag4 /pandéré par GETAWAY
I’électronégativité de Sanderson descriptors
BO3[N-0] Presence/Absence of N-O at topological distance 2D Atom Pairs
3.
F03|[C-S] Frequency of C-S at topological distance 3. 2D Atom Pairs
TE2 Topographic electronic descriptor (bond Charge
restricted) descriptors
R7e+ R maximal autocorrelation of lag 7/ pandéré par GETAWAY
I'électronégativité de Sanderson descriptors

4.3.1. Influence des descripteurs BO3[N-O] et FO3[C-S]

Les descripteurs BO3[N-O] et FO3[C-S] appartiennent a la famille « 2D Atom
Pairs ». Le descripteur BO3[N-O] designe la présence ou l'absence d’'une connexion
entre un atome d’azote et un oxygene a une distance topologique égale a 3 (une
distance topologique est représentée par une aréte ou liaison). Ce descripteur prend
seulement deux valeurs, la valeur 1 dans le cas de présence d'une paire N-O
connectée a cette distance sinon il prend la valeur 0.

Le descripteur FO03[C-S] représente le nombre de pairs d’atomes C-S
connectés a 3 distances topologiques. Par exemple F03[C-S] = 2 si la molécule
possede deux pairs d’atomes C-S connectés a trois distances topologiques'® (cas de la

molécule 1, Figure 8 ).

Pl5o=5,56 (1)  FO3[C-S]=2

Figure 8 : Calcul du descripteur FO3[C-S] pour la molécule 1 de '’ensemble étudié.
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Le descripteur BO3[N-0] influe négativement 'activité, c’est-a-dire la présence
de deux atomes de N et O connéctés a une distance topologique égale a 3 diminue le
pouvoir inhibiteur des molécules. Ce qui est exprimé par la dimunition du pouvoir
inhibiteur des molécules 20, 21, 22, 23 et 24 substituées par les groupements:
-CH20H ; -CH20me ; -CONH; -CONHMe ; -CONMe; respectivement en postion R». La
présence de ces groupements a diminué 'activité de plso= 5,56 (molécule 1) jusqu’a
plso= 2,99 (molécule 23). Afin d’améliorer I’activité inhibitrice on doit donc éviter la
présence d’'un atome d’oxygéne a 3 distances topologiques avec 'azote du cycle

thiazol (Figure 9).

o)
HO N\ OH
p150= 4-,79
20
o)
3
\O/\ZEN OH
plso = 4,52
21
0
3 HO
2 1_N 0 T HO
HyN 3
| ) HN /U\ZEN\> < > <\ )
plso = 3,12
22 plso = 2,99 23
0
3 HO
\N 2 N\ o
plSO = 3,03

24
Figure 9 : Structure des molécules 20, 21, 22, 23 et 24 montrant 'influence du

descripteur BO3[N-0O].
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Le descripteur FO3[C-S] compte le nombre de connexion C-S a 3 distances
topologiques. Ce descripteur est positivement corrélé avec I'activité (selon le modele
eql), plus le nombre de connexion C-S augmente plus le pouvoir inhibiteur est
important. La molécule 8 qui contient cinq connexions C-S a trois distances
topologique possede un pouvoir inhibiteur plso = 6,52 plus important que celui de la

molécule 1 qui ne possede que deux connexions C-S avec un pI50= 5,56 (Figure 10).

Figure 10 : Structure de la molécule 8 montrant l'influence du descripteur FO3[C-S].

4.3.2. Influence de TE2

Le descripteur TE2, appartient a la famille des descripteurs électroniques de
charge. Ces derniers sont définis en termes de charges atomiques et utilisés pour
décrire les aspects électroniques a la fois de la molécule entiere et de régions
particulieres, telles que les atomes, les liaisons, les fragments moléculaires.
Le descripteur électronique topographique (TE2) est calculé a partir des charges

atomiques partielles g comme suit :

nAT -1 nAT

TE2 = Z Z R} (eq. 4)
L Tij
i=1 j=i+1

r;; + la distance entre les deux atomes

ou la somme s'étend sur seulement les paires d'atomes connectés (les atomes
déconnectés ne sont pas considérés) 1718, Le TE2 est inversement corrélé avec
l'activité inhibitrice de la cyclooxygénase (selon le modele QSAR), ceci signifie que la
présence d’atomes trés polaires provoque la génération de charges partielles
importantes, ce qui peut étre expliqué par les structures des molécules 2, 3, 4
substituées par les atomes F, Cl et Br respectivement dans la position R1. L'activité
biologique diminue progressivement avec I'augmentation de la polarité des atomes

d’halogene (Figure 11).
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N Cl
N
C: [ >
OH OH OH
2 O 0 0

pI50= 6,60 3 pI50= 6,69 4 b150=7,00

Figure 11 : Structure des molécules 2, 3 et 4 de I'’ensemble étudié.

4.3.3. Influence des descripteurs H4e et R7e+
Les deux descripteurs H4e et R7e+ appartiennent a la famille des descripteurs
GETAWAY (GEometry, Topology, and Atom-Weights AssemblY)1920, Ces descripteurs

sont calculculés a partir des formules générales (eq.5) et (eq.6) respectivement :

nAT—-1
Hkw = Z Zhuwle6(k, dij; hl]) k=01,..,8 (eq 5)
i=1 j>i
ij

Ou : nAT est le nombre d'atomes de la molécule ; djj est la distance topologique entre
les atomes i et j ; wi est une propriété physico-chimique atomique (dans le cas de
R7e+ et He4 : w représente I'électronégativité de sanderson et k=7); 6(k, dij) est une
fonction (8 =1 si dj = k, sinon 0) ; §(k; djj; hjj) est une autre fonction (§ =1 sidj=ket
h;>0, sinon 6 = 0) ; rj;; est leur distance interatomique.
Ces descripteurs sont issus de la matrice d'influence moléculaire (Molecular Influence
Matrix), notés H et définis comme suit :

H=M.(MT".M)"t. MT

Ou M est la matrice moléculaire constituée des coordonnées cartésiennes
centrées X, y, z des atomes de la molécule (hydrogénes inclus) dans une conformation
choisie, et l'exposant T fait référence a la matrice transposée. Les coordonnées
atomiques sont supposées calculées par rapport au centre géométrique de la
molécule.

Les éléments diagonaux h;i de la matrice d'influence moléculaire, appelés
leviers, vont de 0 a 1 et codent des informations atomiques liées a "l'influence" de
chaque atome de la molécule dans la détermination de la forme globale de la
molécule ; en effet, les atomes loins ont toujours des valeurs h;ji plus grandes que les

atomes proches du centre de la molécule. Comme dérivées de la géométrie de la
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molécule, les valeurs de levier sont effectivement sensibles aux changements
conformationnels significatifs et aux longueurs de liaison qui tiennent compte des
types d'atomes et de la multiplicité des liaisons.

Chaque élément hj hors diagonale représente le degré d'accessibilité du jieme
atome aux interactions avec I'iéme atome, ou, en d'autres termes, l'attitude des deux
atomes considérés a interagir entre eux. Un signe négatif pour les éléments hors
diagonale signifie que les deux atomes occupent des régions moléculaires opposées
par rapport au centre, d'ou le degré de leur accessibilité mutuelle faible.

L’interprétation des effets de ces deux descripteurs exige une annalyse
approfondie des valeurs de levier issues de la matrice d’influence H et des valeurs de
I’électronégativité de Sanderson.

L’effet négatif du descripteur H4e sur 'activité (eq.1) peut étre expliqué par la
présence d’atomes polaires dans certaines molécules de I’ensemble étudié a une
distance topologique égale a 4 (cas des molécules 20, 21, 22, 23, 24 et 25) ou la
présence d’atomes d’oxygene en position R diminue [l'activité. L’effet de ce

descripteur est corrélé positivement avec celui du BO3[N-0O].

5. Calcul des activités des molécules de la chimiotheque :

Application du modele QSAR

Une fois les descripteurs des structures composant la chimiotheque générés
on applique le modele QSAR développé precédement, représenté par I'équation 1 :
plso = 8.90 - 0.762 H4e - 0.686 BO3[N-O] + 0.758 FO3[C-S] - 1.09 TE2 + 61.2 R7e+
(eq.1)

Les 100 meilleures molécules classées, par ordre décroissant en termes d’activité
inhibitrice de ’enzyme cyclooxygénase, sont illustrées dans le tableau 10.
Tableau 10 : Les 100 meilleurs composés classés par ordre décroissant des valeurs

de pI50.

Activité Activité Activité
N° | Molécule prédite | N° | Molécule prédite | N° Molécule prédite
plso plso plso
01| 19698732 | 10.055 | 35| 62651716 7329 | 69 | 80315742 6.664
02| 61220635 | 9.478 |36 | 15163888 7.297 | 70 | 28343225 6.660
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03 | 118167276 | 8.897 137731769 | 7.287 104572707 6.649
04 | 115041951 | 8.674 |38 | 90124074 7276 | 72 | 80315933 6.646
05| 20364693 | 8487 |39 | 89463211 7.194 | 73 | 146246448 6.642
06 | 154387846 | 8428 |40 | 82023539 7.182 | 74 | 89036522 6.638
07 | 84431301 | 8414 |41 | 84431129 7.155 | 75 79824290 6.624
08 | 115460897 | 8.261 | 42| 124523015 | 7.155 | 76 | 82026629 6.613
09 | 84431302 | 8247 | 43| 40481274 7.146 | 77 | 15163893 6.589
10 | 67258063 | 8.161 | 44| 28343223 7.106 | 78 | 58407251 6.581
11| 63097704 | 8.051 |45 | 15163889 7.086 | 79 | 80314552 6.572
12| 57532085 | 7.978 | 46| 21075087 7.059 | 80 | 70977821 6.559
13| 63100004 | 7.973 |47 | 82290099 7.040 | 81 | 137731807 6.557
14 | 12785130 | 7.968 |48 | 152283546 | 7.018 | 82 | 119091954 6.554
15| 115041953 | 7.952 | 49| 19979384 7.010 | 83 | 140093434 6.537
16 | 105345135 | 7.939 |50 | 67258370 7.005 | 84 | 23510471 6.501
17 | 105345069 | 7.935 |51 | 137518964 | 7.001 | 85 | 15163949 6.497
18 | 153861563 | 7.908 |92 | 82023545 6.990 | 86 | 15163890 6.483
19| 90124076 | 7.892 |3 | 25150333 6.954 | 87 | 122439186 6.470
20| 11241445 | 7.888 |°%4| 105345136 | 6.943 | 88 | 15163902 6.469
21| 119091942 | 7.872 |°5| 115039550 | 6.934 | 89 | 158873071 6.469
22| 84432031 | 7.872 |°6| 137734023 | 6922 | 90 | 42555835 6.466
23| 64564771 | 7.832 |°7 | 134279354 | 6.894 | 91 | 59604477 6.454
24| 21313634 | 7.748 |58 | 82290101 6.893 | 92 | 82023541 6.432
25| 115006319 | 7.709 |59 | 84432901 6.834 | 93 15163947 6.423
26 | 117727893 | 7.677 | 60| 157298022 | 6.828 | 94 | 23510389 6.417
27 | 22630869 | 7.648 | 61| 118167275 | 6818 | 95 | 15163950 6.415
28 | 80315349 | 7.637 |62 113705810 | 6.770 | 96 | 71010155 6.411
29 | 80315545 | 7.634 |63 | 62651340 6.767 | 97 | 70977822 6.388
30 | 115041952 | 7.561 | 64| 82026628 6.749 | 98 | 15163913 6.384
31| 57212451 | 7.523 | 65| 80314745 6.745 | 99 | 81476149 6.373
32| 15163912 | 7.366 | 66| 80314946 6.712 | 100 | 79015695 6.314
33| 25149912 | 7.364 |67 | 80315543 6.706 | 101 | Indométacine |  7.000
34 | 15163887 | 7.358 |68 155911699 | 6.671 | 102 | Ibuproféene 5.996
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5.1. Visualisation des meilleures structures moléculaires

Parmi les 100 composés classés précedemment, il y a 51 composés possédant
des valeurs de l'acivité anti-inflammatoire supérieures a celles des inhibiteurs de
référence tels que l'indométacine et I'ibuprofene. Les structures des dix meilleurs

composés classés par le criblage virtuel sont ilustrés dans le tableau 11.

Tableau 11 : Structures 2D des 10 meilleurs composés sélectionnés par criblage
virtuel.

Poids
N° | Molécule ID Structure Nomenclature moléculaire
(g/mol)
HO
© 2 2-[2-(1,3-thi 1-2-yl
1 | 19698732 O ~0x0-2-[2-(1,3-thiazol-2-y1) | 5355,
[N\ phenyl] acetic acid
OH

O 2-Phenyl-2-(1,3-thiazol-2-
2 | 61220635 N m enyl-2-(1,3-thiazo 251,30
[ N ylsulfanyl) acetic acid

jN o Ethol-3-(1 3-thiazol.-
3 | 118167276 L OH 2-Ethyl-3-(1,3-thiazol-2-yl) 233,29
benzoic acid
O« OH
2-(4-F1 henyl)-2-(1,3-
4 | 115041951 N (4-Fluorophenyl)-2-( 237,25
& thiazol-2-yl)acetic acid
on 2-[3-(2-
5 | 20364693 CY Thiazolylthio)phenyl] 265,40
\ O propionic acid
HO.__O
6 | 154387846 N 2-(4-Bromophenyl)-2-(13- | 544 1¢
& thiazol-2-yl) acetic acid
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o._0O
- Methyl 2-(2,5-
7 84431301 N difluorophenyl)-2-(1,3- 269,27
& thiazol-2-yl) acetate
O
/N OH 2-[2-(1,3-Thiazol-2-
8 | 115460897 M ylsulfanylmethyl) phenyl] 265,40
acetic acid
00 Methyl 2-(3,4-
9 | 84431302 N difluorophenyl)-2-(1,3- 269,27
& thiazol-2-yl) acetate
SN
2-Methyl-3-(1,3-thiazol-2-yl
10 | 67258063 OH ethyl-3-(1,3-thiazol-2-y1) | 51696
benzoic acid
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6. Conclusion

Ce chapitre a été consacré a I’étude de criblage virtuel basé sur I'application de
la méthodologie de QSAR, pour modéliser l'activité anti-inflammatoire en inhibant
I'enzyme cyclooxygénase2 par les dérivés de l'acide 2-[4-(thiazole-2-yl) phényl]
propionique. La méthode de régression linéaire multiple et les algorithmes
génétiques sont utilisés dans le développement du modele en tant que méthode

d’apprentissage et de sélection respectivement.

La dimension du modeéle développé est déterminé par la technique du point de
virage et est constitué de cinq descripteurs moléculaires : H4e, BO3+[N-0], FO3[C-S],
TE2 et R7e+. Les valeurs élevées des coefficients de détermination et la faible valeur
de l'écart type confirment la bonne corrélation entre l'activité et les descripteurs
moléculaires constituant le modele. La stabilité, la robustesse et le pouvoir prédictif
du modeéle sont évalués par la validation croisée, le test de randomisation et la
validation externe. Les résultats obtenus de la validation confirment la fiabilité et la

robustesse du modéle obtenu.

Une chimiotheque a été collectée et préparée a partir de la base de données
PubChem. Le modele QSAR est appliqué pour prédire l'activité des molécules de la
chimiotheque et les structures des 100 molécules ayant les meilleures activités
prédites sont classées par ordre décroissant par rapport a leurs valeurs de pouvoir

anti-inflammatoire.
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Conclusion générale

Nos travaux de these ont porté sur des études de criblage virtuel basées sur le
docking moléculaire et la relation quantitative structure-activité, effectuées sur deux
cibles thérapeutiques différentes: la premiere est la tyrosinase impliquée dans le
processus de la production de la mélanine responsable de la coloration de la peau,
des yeux et des cheveux, la seconde cible est la cyclooxygénase2 responsable de
I'inflammation.

Les études de docking moléculaire ont été réalisées sur des analogues de
gingérol et de l'arbutine extraits de la base de données ZINC. Les résultats obtenus a
partir de docking indiquent que certains analogues ont montré un score de Moldock
plus élevé (en termes d'énergie négative) par rapport au gingérol, a I'arbutine et aux
inhibiteurs de tyrosinase connus expérimentalement. Les dix top hits, dans le cas des
analogue du gingérol, ont montré une meilleure interaction que le gingérol, montrant
une interaction moléculaire commune avec les résidus Met280 et Asn260 de l'enzyme
tyrosinase. De plus, ces dix hits ancrés respectent la regle des cinq de Lipinski,
affirmant que ces molécules n'ont aucun probleme de biodisponibilité. Dans le cas des
analogues de I'arbutine, les dix résultats les mieux classés ont montré une meilleure
interaction que l'arbutine, montrant une interaction moléculaire commune avec les
résidus Met280, His85, His61 et Asn260 de l'enzyme tyrosinase. De plus, ces
molécules respectent la regle des cinq de Lipinski, affirmant qu’elles n'ont aucun

probléme de biodisponibilité.

Un modeéle QSAR a été développé pour prédire quantitativement 1'inhibition
anti-inflammatoire avec un haut degré de précision en utilisant la méthode de
régression linéaire multiple. Dans une premiére étape, l'anti-inflammatoire pour un
ensemble de 47 dérivés d'acide 2-[4-(thiazole-2-yl) phényl] propionique a été
modélisé avec succes par analyse de régression linéaire multiple, en utilisant les
algorithmes génétiques en tant que méthode de sélection variables. Les résultats
suggerent que des variables comme R7e+; H4e; BO3[N-0O]; FO3[C-S] et TE2 jouent
un role important dans la définition de l'activité inhibitrice des dérivés d'acide 2-[4-
(thiazole-2-yl)phényl] propionique contre I'enzyme COX2. Le modele proposé a une
bonne stabilité, robustesse et prédictivité lorsqu'il est vérifié par validation interne

(validation croisée par LOO et randomisation Y) et également par validation externe.
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Le modele QSAR construit a été appliqué dans le criblage virtuel de la base
PubChem dans le but de proposer de nouvelles structures possédant une activité anti-
inflammatoire interessante et d’enrichir ainsi cette classe thérapeutique. 100
structures moléculaires ont été classées, théoriquement, par ordre décroissant en
termes de pouvoir anti-inflammatoire. Parmi ces dernieres 51 composés ont prouvé
théoriquement un pouvoir anti-inflammatoire supérieur a celui de l'inhibiteur de

référence, I'indomeétacine.

Il serait intéressant de valider ces résultats théoriques in vitro et in vivo.
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