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Introduction
Géneérale



La maladie de Parkinson (MP) est une maladie dégénérative caractérisée par la perte
progressive des neurones dopaminergiques de la voie nigro-striatale et se traduit par des
symptdémes multiples comportant notamment la triade parkinsonienne : tremblement, rigidité
et akinésie. La perte d'équilibre ainsi que le dysfonctionnement cognitif et la perte de
mémoire sont également observées dans la maladie d'Alzheimer, ils sont connus comme des
symptémes cliniques de la MP [1]. La prise en charge en premiére intention repose sur les
traitements meédicamenteux symptomatiques visant a compenser la transmission
dopaminergique défaillante. Aprés une phase de bon contrdle des symptémes, 1’évolution de
la maladie d’une part, les propriétés des molécules utilisées d’autre part, conduisent le plus
souvent a I’apparition de fluctuations et de dyskinésies. Les manifestations motrices et non-
motrices vont alors varier au rythme des prises médicamenteuses, avec un impact majeur sur
la qualité de vie. A ce stade et chez des patients sélectionnés, une prise en charge chirurgicale
peut étre proposée, via la stimulation cérébrale profonde (SCP) des noyaux sous-thalamiques
(NST).

La MP est un facteur de risque important de dépendance, le taux d’institutionnalisation et
la mortalité sont plus élevés que dans la population générale [2,3]. Les principaux facteurs de
risque de survenue des dyskinésies liées a la L-Dopa regroupent [4]:

- Un &ge de début précoce de la MP,
- Une dénervation dopaminergique importante,
- La durée du traitement,
- Le mode d’administration du traitement,
- La dose cumulée du traitement,
- L’interaction de ces différents facteurs reste méconnue [5].
Dans la maladie de Parkinson, les neurones vont se dégrader peu a peu provoquant

une diminution de la quantité de dopamine. La dopamine permet le contréle des mouvements,



notamment ceux qui sont involontaires, son effet naturel est d'augmenter le diamétre des
artéres du ceeur, de l'intestin et surtout des reins.
La dopamine peut étre fabriquée artificiellement et utilisée principalement dans les
états de choc : dans ce cadre, ses effets recherchés sont :
> Probléme cardiovasculaire,
» Débit sanguin,
» Maintien de la pression arterielle.
La disparition de ce médiateur chimique est notée dans la maladie de Parkinson, c’est
pourquoi l'utilisation de la L-Dopa , une molécule permettant la synthése de dopamine est

préconisée dans le traitement de cette maladie [6].

o

HO HO NH,

NH,
HO

HO
L-dihydroxyphénylalanine (L-Dopa) Dopamine
La dopamine est un neurotransmetteur jouant un réle important au niveau du cerveau.
La dopamine ainsi que la noradrénaline et I'adrénaline possedent une structure chimique
commune appelée noyau catéchol (Figure 1). Ces molécules sont synthétisées a partir de la
tyrosine, un acide aminé qui suite a son hydroxylation par la tyrosine hydroxylase (TH) est
transformé en L-dihydroxyphénylalanine (L-Dopa).

Catechol  Ethylamime

HO HO,
OH

OH

HO G—CH—NH, HO G CHo——NH——CH;

NH,

Dopamine Noradrenaline Adrenalime

Figure 1: Schéma de la structure ;chimique des catécholamines [7]



Catéchol-O-Méthyltransférase (COMT) est une enzyme qui joue un rdle essentiel dans
le métabolisme des catécholamines [8,9]. La COMT est présente dans sa forme soluble dans
de nombreux tissus, mais principalement liée a la membrane dans le cerveau humain.

La COMT est la principale enzyme qui catalyse la méthylation de catéchol, la
S-adenosylmethione agit comme un donneur de méthyle et conduit a la formation de dérives
méthyles (figure 2) [10,11].

S- adenosyl-L- methionine S-adenosyl-L-homocystein

O
S

0
‘({\/\Loer:N
NH,
HO® %y Na N

—+

R
HO .

Catecholic substrate O-methylated

cathecholic product

figure 2: Mécanisme général de la COMT

Parmi les inhibiteurs de la COMT qui ont été développés et utilisés en clinique depuis
1960: l'entacapone et la tolcapone obtenues par synthese. Les inhibiteurs nitrocatéchols
utilisés dans la thérapie de la MP sont connus pour leur effet cytotoxique, pour cela la
découverte et le développement d'inhibiteurs naturels non toxiques ont une trés grande
importance dans le traitement de la MP.

L’utilisation d'inhibiteurs de la COMT avec les inhibiteurs de la Dopa et la L-Dopa
carboxylase joue un role important dans la thérapie de la MP [12,13].Elle diminuent la vitesse
de dégradation de la dopamine. De cette maniére, ils sont toujours administrés en association
avec la L-Dopa car ils évitent sa dégradation avant d'atteindre le cerveau, ou elle est

transformeée en dopamine [14].



Les Inhibiteurs de la Monoamine Oxydase (IMAQO) ont un pouvoir thérapeutique
potentiel [15]. La MAO de Parkinson a été divisé en deux sous-types [16], La MAO-A et la
MAO-B. Les inhibiteurs de MAO-A sont prescrits pour le traitement de la dépression et de
l'anxiété, les inhibiteurs de la MAO-B sont utilisées avec la L-Dopa dans le traitement
symptomatique de la MP.

La MAO-B est une protéine mitochondriale située dans la couche externe de la
mitochondrie, elle catalyse le meétabolisme des neurotransmetteurs tels que la dopamine
[17,18]. La MAO-B a donc été d'intérét dans le développement d'agents thérapeutiques pour
le traitement de la MP [19,20]. L'inhibition de la MAO-B entraine une augmentation des
niveaux de dopamine et fournit donc un soulagement symptomatique chez ces patients [21].
La MAO-B dégrade la dopamine et en méme temps produit des sous-produits toxiques tels
que le peroxyde d'hydrogene de I'ammoniac [22] et le déprényl [23], ont été 1’une des
premiéres approches thérapeutiques développées pour augmenter la biodisponibilité de la
dopamine et ainsi ralentir 1’évolution de cette maladie et restent encore actuellement 1’un des
traitements utilisés.

En général, les inhibiteurs sélectifs de la MAO-A (moclobemide, befloxatone et la
toloxatone ) et les inhibiteurs de la MAO non sélectifs (nialamide , I’iproniazide , phenelzine
et la pargyline ) semblent étre efficaces dans le traitement de patients souffrant de dépression,
la panique, et d'autres troubles de I'anxiété [24].1l est supposé que I’inhibition de la MAO-B
peut ralentir I'évolution de diverses maladies neurodégénératives; ainsi des inhibiteurs
sélectifs de la MAO-B peuvent étre efficaces dans le traitement de la MP [25] et
éventuellement, la maladie d'Alzheimer [26,27].

Les MAO sont formés de deux sous unités liées par un pont disulfure, associées a un
groupement FAD (flavin adenine dinucléotide) jouant le r6le de cofacteur : les MAO sont
donc des enzymes appartenant a la famille des flavoprotéines.

Des approches structurales (cristallographie) (figure 3) des MAO ont été recemment

réalisées et devraient permettre d’avancer dans la connaissance de leur site catalytique et de

4



leurs sites de fixation aux inhibiteurs ou a leur substrat [28, 29]; cette nouvelle approche

devrait permettre de modéliser de nouvelles molécules.

MAO-A
Figure 3: Structures cristallographiques des monoamines oxydases humaines

Indole

L'Indole est un hétérocycle aromatique condensé, composé d'un noyau benzénique six
chainons condensé a pyrrole, les nouveaux composés synthétises possédant un noyau de
I'indole ont une activité biologique intéressante comme :

v' Antimicrobienne,

v' Anti-virale,

v Anti-tuberculeux,

v Antidiabétique,

v Anti-cancéreuse,

v Anti-convulsivant,

v Anti-oxydant,

v Antidépresseurs,

v Anti-inflammatoires [30].



Coumarine

Les coumarines sont une grande famille de composés d'origine naturels ou synthétiques
possédant des activités pharmacologiques intéressantes en raison de leur diversité
structurelle. Les coumarines ont une structure hétérocyclique contenant de I'oxygéne
montrant une variété d'activités biologiques [31]. En outre, ils sont utilisés comme
intermédiaires pour la synthese des molécules importantes dans le domaine pharmaceutique
[32,33].

Elles sont utilisées en parfumerie. Leur odeur se rapproche de la vanilline et du foin
fraichement coupé. On la retrouve dans plusieurs plantes comme l'aspérule, la cannelle de
Chine, le céleri, la feve tonka, la lavande,.... [34,35]. Du fait de I'accessibilité et la variabilité
de ces composés hétérocycliques synthétiques différemment substitues ces derniers jouent un
role important non seulement dans la chimie organique, mais également dans le domaine de la
chimie médicinale. [36-40]. En fait, les coumarines ont été précédemment décrits comme:

v anticancéreux,

v’ antiviraux,

v' anti-inflammatoires,

v’ antimicrobiens,

v’ agents antioxydants et inhibiteurs enzymatiques [41-43].

Au cours des derniére années, les dérives de la coumarine ont été identifiés comme des
inhibiteurs d'enzymes thérapeutiquement importants tels que l'aromatase [44,45],
I'acétylcholinestérase (AChE) [46] et de la MAO [47].

Notre travail consiste a étudier I’inhibition des différentes enzymes impliquées dans la
MP avec des différents inhibiteurs [48-50]. Cette étude a pour but de diminuer la perte de

cellules dopaminergiques dans la substance noire et par la suite retarder sa progression.


http://sante-medecine.commentcamarche.net/faq/8249-cannelle-proprietes-definition

Avec le developpement des outils informatiques dans les 20 derniéres années, la
modélisation moléculaire et plus précisément le docking moléculaire (assemblage ou arrimage
moléculaire) a rapidement investit le domaine de la recherche en biologie. Celui-ci peut étre
défini comme la recherche du meilleur appariement entre deux molécules. Le docking
moléculaire a pour objectif essentiel de prédire la conformation (position et orientation
relative) la plus favorable du ligand au sein de son récepteur [52] comme il peut servir a
I’optimisation de molécules et au criblage de bases de données. En pharmacie, la découverte
et la mise au point de nouvelles substances médicamenteuses peuvent passer par le criblage de
bases de données avec des millions de composeés pour une méme protéine cible, ce qui ne
serait pas réalisable en biologie classique. En général, la cible est une protéine et le ligand
peut étre une petite molécule organique [53].

La plupart des programmes utilisent une approche semblable : une molécule est fixe
dans I’espace tandis que la seconde est déplacée par un ensemble de translations et de
rotations. Chaque configuration est alors évaluée par une fonction de score en termes de
complémentarité de surface, d’interaction électrostatique, de répulsion de van der Waals ... De
maniére générale, le protocole de docking peut étre décomposé de la fagon suivante :

v’ représentation du systeme
v' procédure de recherche (searching)
v" criblage par fonction de score (scoring)

Le but principal de ce travail est de tester les performances de certains programmes
d’arrimage moléculaire qui permettent de simuler les interactions entre protéines et ligands.
Pour étudier ces interactions, nous avons choisi deux programmes de docking moléculaire:
Molegro Virtual Docker (Version 2012) et Autodock vina implanté dans UCSF Chimera

(Version 2013). Ces programmes ont ete developpés pour aider a la mise au point de



molécules a activité thérapeutique. Il s’agit de calculer I’interaction entre des composés de
petit poids moléculaire (inhibiteurs) et des récepteurs protéiques de types enzymatiques.

Dans les deux premiéres parties nous avons étudié I’interaction de la COMT -
Catéchols, et de la MAO-B (code :2V5Z) -Dérives indoles par le programme MDV .

Dans la derniere étude nous avons étudié I’interaction entre MAO-B (code :4CRT) -
coumarines par le programme Autodock vina implanté dans UCSF Chimera, pour ces trois
¢tudes on s’intéresse a déterminer le mode d’interaction du complexe pour la fixation des
différents inhibiteurs de ces enzymes, avec une meilleure complémentarité et en calculant
I’énergie d’interaction du complexe formé. Le complexe qui a 1’énergie d’interaction la plus

faible présentera une meilleure activité et par la suite une meilleure inhibition [48-50].
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La Maladie de Parkinson



LA MALADIE DE PARKINSON
I-1- Généralités sur la maladie de Parkinson
Les maladies neurodégénératives, I'une des questions qui ne pouvaient pas étre claire
par la science médicale, impliquent de nombreuses situations négatives résultant de la
destruction des neurones dans le systéme nerveux central et en particulier de leurs
dysfonctionnements chroniques, défauts mitochondriaux, l'agrégation des protéines, la forte
concentration de métal et le stress oxydatif sont connus comme les raisons les plus

importantes pour la mort et la destruction des neurones (Figure 1)[1].
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Figurel: Eléments entrainant la mort des neurones et les mécanismes
d'impression générales [1].

De nombreux troubles neurologiques tels que les maladies d'Alzheimer et de
Parkinson sont connus comme les maladies les plus importantes parmi les troubles
neurologiques qui sont communément observés chez les personnes agées qui est réveélé par
les recherches de I'Institut des Maladies Neurodégénératives [2].

La MP est la deuxiéme maladie neurodégénérative la plus fréquente apres la maladie

d’Alzheimer, sa prévalence augmente avec 1’age et peut étre estimée entre 3% et 5% de la
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population aprés 70 ans [3]. Le pic d’incidence de la maladie se situe entre 70 et 80 ans. Les
codts directs et indirects de la maladie reviennent trés couteux et augmentent avec la durée
d’évolution de la maladie [4-6]. La maladie a un fort impact sur la qualité de vie, en lien avec
les signes moteurs et non-moteurs [4,7,8]. L’espérance de vie, lorsque la MP est correctement
diagnostiquée et non confondue avec les autres syndromes parkinsoniens degenératifs, est
seulement modérément diminuée en comparaison de la population généerale [9,10]. Les
recommandations genérales relatives au traitement de la MP rendent compte des résultats de
nombreuses études contrdlées et refletent donc une médecine fondée sur les preuves [11-13].
En revanche, la littérature concernant 1’évaluation contrdlée des différents traitements de la
MP dans le sous-groupe particulier des sujets agés est extrémement limitée, de sorte que les
recommandations en la matiére ne peuvent étre faites que sur une base principalement
empirique [14,15]. A partir des données existantes de la littérature et d’expériences cliniques,
on peut proposer ici des éléments permettant de guider la prise en charge des sujets agés
atteints de MP.
I-2- Epidémiologie de la maladie de parkinson

Dans le monde, la prévalence de cette maladie s’échelonne entre 0.1% et 0.2% environ
de la population générale, avec une tendance a I’augmentation avec I’age. A 60 ans, la
prévalence est d’environ 1%, mais s’¢leve a plus de 4% a 80 ans. L’incidence de la MP
s’éléve a un million de nouveaux cas par année dans le monde (source : OMS).
- En Suisse, on pense que la maladie de Parkinson touche environ 15000 hommes et femme. Il
faut noter que ces chiffres restent des approximations, dans la mesure ou aucune étude
épidemiologique ou statistique de la MP n’a jamais été effectuée en Suisse. La MP atteint 2 %

de la population apres 65 ans, soit environ 150 a 200 000 patients en France.
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- En Algérie, 900.000 personnes souffrant de la MP, alors que I’incidence de 1’épilepsie est de
1 a 2%. La MP touche légerement plus les hommes que les femmes, et survient le plus
souvent chez le sujet agé, avec une apparition généralement entre 50 et 70 ans.
I-3. Histoire de la maladie de Parkinson

La premiére description de la MP a été faite en 1817 par James Parkinson (figure 2)
[16]. 1l s’agit d’une maladie neurodégénérative extrémement connue . Elle est caractérisée
d’un point de vue neuropathologique principalement par la dégénérescence et la mort des
neurones dopaminergiques de la substance noire (SNc) [17] et la présence d’inclusion

intracellulaire contenant de 1’a-synucléine appelée corps de Lewy (figure 3).

Figure 2 : James Parkinson (1755- 1824),
Médecin anglais et géologue, paléontologue et activiste politique anglais, publie une
description claire et détaillée de six patients présentant les symptdmes de la maladie
neurodégénérative caractérisée par la perte progressive de cellules nerveuses (neurones)
qui porte maintenant son nom [18], et qu'il dénomme alors paralysis agitans (paralysie
agitante) pour la premiere fois en 1817.Ce n'est que soixante ans plus tard qu'un
neurologue francais, Jean Martin Charcot, reconnut I'importance des travaux de James

Parkinson et nomma ainsi cette affection : « Maladie de Parkinson »[19].
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Figure 3: Des parties importantes de cerveau.

(* Pons: masse composeée de cellules et des fibres nerveuses du systéeme nerveux central
en face du cervelet ** corps calleux: Centre de contr6le généralement parésie de troubles
physiques)[2].

Les autres raisons importantes de la maladie de Parkinson sont liée a d'autre facteurs:
* Diminution du niveau de dopamine dans le cerveau,
* Déséquilibre entre les neurotransmetteurs (acide gamma-aminobutyrique
I'acétylcholine, noradrénaline, la sérotonine),
* Formation de radicaux libres.

La maladie Parkinson atteint généralement des personnes agés, actuellement il a été
observeé que cette maladie touche aussi les gens au-dessous de I'age de 40 ans [20].
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La MP et ses manifestations sont connues depuis longtemps. Elle était déja référée au
systeme médical indien antique de I'Ayurveda sous le nom de Kampavata. Elle était alors
traitée par une plante, la mucuna pruriens (cf. illustration), aujourd’hui connue comme source

de L-Dopa [21].

Mucuna pruriens Bak (Légumineuses) est communément connu par une multitude de
noms communs, y compris féve de velours, cowitch, cowhage, Kawanch, kapikachu, Nescafé,
mer bean. Elle est utilisée par I’ Ayurveda (médecine traditionnelle de I"Inde). Les graines de
Mucuna contiennent une forte concentration de L-Dopa, précurseur direct de la dopamine, un
neurotransmetteur et a longtemps été utilisé dans I'’Ayurveda pour le traitement du

parkinsonisme ("Kampavata", Ayurveda) [22,23].

Mucuna pruriens

(image http://www.metafro.be/prelude/prelude_pic/Mucuna_pr uriens2.jpg).

I-4- Les symptomes de la maladie de Parkinson
1-4.1- La triade de symptémes moteurs

La MP est caractérisée par une triade de symptdmes moteurs comprenant les
tremblements au repos, la bradykinésie et la rigidité musculaire. Un autre symptéme a été
associé a cette maladie: I'instabilité posturale. Lorsque les symptémes moteurs sont visibles
en clinique, plus de 80 % de la dopamine striatale est absente et 50 % des neurones de la
substance noire ont déja été detruits [24]. Les tremblements au repos sont I'un des symptémes

moteurs les plus communs et les plus facilement identifiables de la MP.
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Les tremblements peuvent également affecter les membres inférieurs, touchant
davantage le pied ou les orteils, ou atteindre les lévres, le menton ou la méchoire [25]. Il est
important de noter que les tremblements parkinsoniens apparaissent ou s‘aggravent au repos et
en situation de stress émotionnel et cessent totalement, la plupart du temps, dés l'initiation
d'un mouvement ou méme lorsque la décision de bouger est prise [26]. L'apparition des
tremblements au repos est variable selon les patients et I'évolution de la maladie.

La bradykinésie, quant a elle, se définit comme étant la lenteur d'exécution d'un
mouvement [25]. En temps normal, les mouvements sont fluides, sans effort apparent, car les
muscles recoivent les informations adéquates en provenance du cerveau. Par contre, chez les
patients parkinsoniens, il y a une perte graduelle de la capacité a planifier, initier et exécuter
des mouvements moteurs volontaires, témoignant de dysfonctions dans les circuits moteurs
des ganglions de la base [25,26].

La rigidité musculaire, souvent appelée hypertonie, est la conséquence d'une
insuffisance du relachement musculaire. Les patients qui en sont atteints souffrent de raideurs,
de tensions musculaires et d'engourdissements qui peuvent méme devenir douloureux. Elle
affecte principalement la colonne vertébrale, la racine des membres, le buste penché vers
I'avant, le dos vodté, le regard dirigé vers les pieds, la nuque et les épaules, les bras collés au
corps et les genoux fléchis (figure 4). La douleur aux épaules est I'une des premiéres et plus
fréquentes manifestations de la MP, bien qu'elle soit souvent diagnostiquée, a tort, comme
étant de l'arthrite ou une bursite [27]. lls sont la conséquence d'une diminution de l'amplitude
et de la cadence du pas [28]. Comme tous les autres symptdémes moteurs de la MP, la rigidité

musculaire est associée au stress émotionnel et s'accroit lors de la réalisation d'un mouvement.
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Figure 4: Dessin Parkinson Disease par Sir William Richard Gowers- 1886
1-4.2- Symptdmes non-moteurs

Aux symptomes moteurs s’associe un vaste ensemble de symptdmes dits « non-
moteurs ». lls sont polymorphes : cognitivo-psychiques, troubles du sommeil,
dysautonomiques ou douloureux [29,30].

Leur fréquence augmente avec I’évolution naturelle de la maladie : de 21%
initialement jusqu’a 88% des patients aprés sept ans d’évolution [31]. Leurs mécanismes
physiopathologiques demeurent mal compris. L’hypothése d’une progression des corps de
Lewy vers les systtmes non dopaminergiques du systéme nerveux central est évoquée
[32,33],C’est néanmoins dans le systéme nigro-striatal que les mécanismes de
neurodégénération ont été le plus étudiés. La présence d’inclusions cytoplasmiques
éosinophiles appelées corps de Lewy (figure 5) dans les neurones dopaminergiques de la
substance noire mais aussi dans d’autres régions du cerveau est une autre caractéristique
pathologique de la MP, de méme que les neurites de Lewy [34]. Le noyau dense des corps de

Lewy est composé de lipides et il est entouré d’éléments périphériques filamenteux qui
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comprennent différentes protéines dont 1’ubiquitine, le neurofilament, des éléments du

protéasome et I’a-synucléine [35].

Figure 5 : Corps de Lewy
On remarque une dissémination des corps de Lewy dans diverses régions du cerveau , dont le
noyau basal de Meynert, de maniére importante , aboutissant finalement a un syndrome
démentiel caractérisé par la perte de diverses fonctions cognitives (figure 6). Ce type de

déficit est appelé démence a corps de Lewy, ou maladie a corps de Lewy.

)

Sl o
5

Figure 6 : A : Substance noire normale. B : Substance noire dépigmentée dans la maladie de

Parkinson. C : Corps de Lewy dans un neurone du locus niger [36].
I-4-2.a Symptdmes non-moteurs - cognitivo-psychiques
Les troubles cognitivo-psychiques sont fréquents chez les patients parkinsoniens : il
s’agit de la dépression, mais également des troubles psychotiques, cognitifs et du contrdle des
impulsions. La dépression, signe non-moteur la plus fréquente, touche ou touchera un patient

sur deux avec un impact majeur sur la qualité de vie [32,37]. Elle peut étre précoce voire
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constituer le signe avant-coureur de la maladie. L’anxiété y est associée dans plus de 70% des
cas, mais peut étre isolée [38, 39].

Les troubles psychotiques présentés par certains patients sont regroupés sous le terme
de «psychose associée a la MP». Selon les criteres utilisés, on la retrouve chez 20 a 60% des
patients. Elle est corrélée a la sévérité et a la durée d’évolution de la maladie [40]. Elle associe
des illusions visuelles, des hallucinations, des impressions de présence ou un délire qui
évoluent de maniere chronique en dehors d’un état confusionnel [41]. Les hallucinations sont
plus fréquentes chez les patients présentant une altération des fonctions cognitives et des
troubles visuels perceptifs [42].

I-4-2.b. Symptdmes non-moteurs - troubles du sommeil

Des troubles du sommeil sont observés chez 88% des patients [43]. Ils peuvent
précéder de plusieurs années la symptomatologie motrice [44]. lls sont de nature diverse,
allant de I’insomnie aux troubles du comportement en sommeil paradoxal avec disparition de
I’atonie musculaire normalement présente. Sont également rapportés des syndromes des
jambes sans repos, des attaques de sommeil [45] ou encore des syndromes d’apnées du
sommeil [46]. Elle est multifactorielle [43], I’origine iatrogénique ne devant pas étre sous-
estimée, surtout chez les patients agés traités par des doses élevées de L-dopa et présentant
des troubles cognitifs [41]. Quelle que soit la nature des troubles du sommeil, ils altérent la
qualité de vie des patients [47].

I-4-2.c. Symptdmes non-moteurs - dysautonomie

Les troubles dysautonomiques sont les symptémes non-moteurs les plus fréquents

[46]. Tres variés, (Tableau 1) ils impactent la survie des patients [49]. Quant a I’hyposmie,

elle est présente dans 90% des cas dés les premiers stades de la maladie [50].
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Tableau 1 : Symptdmes dysautonomiques rencontrés dans la MP

Cardiovasculaire Respiratoires Digestives Urinaires Autres
Palpitations Dyspnée Dysphagie Impériosité Crise sudorale
Oppression thoracique Stridor Douleurs Dysurie Flou visuel
Hypertension Toux seche  abdominales Pollakiurie Trouble de
Hypotension Pyrosis I'accommodation
Paleur Nausées Fringale
Flush Hyper sialorrhée

Xerostomie

Ténesme

Flatulence

1-4-2.d. Symptdmes non-moteurs — douleurs
Un patient parkinsonien sur deux présente des douleurs chroniques [49].
Multifactorielles, elles peuvent étre :
» musculo-squelettiques dans 70% des cas,
» dystoniques dans 40% des cas,
» radiculaires dans 20% des cas,
» liées a ’acathisie ,
> ou d’origine centrale [52]. Elles sont plus fréquentes dans les formes a début précoce,
avec des complications motrices séveres et des symptomes dépressifs [53].
I-5-Traitement actuel de la maladie de parkinson
Depuis I’identification de la maladie en 1817 par James Parkinson, le traitement
symptomatique a considérablement évolué, méme s’il n’existe pas a I’heure actuelle de
traitement curatif. L’avéenement de la dopathérapie a remplacé les premiers traitements

chirurgicaux lésionnels, avant que la chirurgie dorénavant fonctionnelle, via la stimulation
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cérébrale profonde, ne vienne compléter I’arsenal thérapeutique.
I-5-1. La L-dopa

La decouverte de la L-dopa a ouvert la voie a d’autres classes thérapeutiques, dont les
indications varient en fonction des situations, dans [’objectif d’une stimulation
dopaminergique continue.

C’est en 1911 que le biochimiste américain Casimir Funk (1884-1967) synthétise pour
la premiére fois de la L-dopa. Initialement considérée comme toxique, source de troubles
digestifs séveres [54], elle fut redécouverte quarante ans plus tard par Arvid Carlsson (1923 ),
qui étudiait un neuroleptique antipsychotique, la réserpine, a 1’origine de syndromes
parkinsoniens.

La L-dopa est la molécule la plus efficace dans la MP [55]. Elle a fait la preuve de son
efficacité a long terme sur la triade symptomatique, a tel point que la sensibilité des
symptomes a la dopathérapie constitue un critere de diagnostic positif. Différentes galéniques
sont disponibles : libération immédiate, prolongée. Ses contre-indications principales sont
I’infarctus du myocarde en phase aigué et le syndrome occlusif. L’adjonction a la L-dopa d’un
inhibiteur de la dopa-décarboxylase (benzérazide ou carbidopa) permet d’en minimiser les
effets secondaires périphériques, notamment digestifs et tensionnels [56]. Les ICOMT
peuvent étre prescrits simultanément a la L-dopa pour augmenter la biodisponibilité de la

dopamine et favoriser une stimulation dopaminergique cérébrale continue (Figure 7).
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Figure 7 : Métabolisme de la L-dopa et de la dopamine, montrant les sites d’actions de
drogues utilisées en association [56].

I-5-2. Les agonistes dopaminergiques

Plusieurs options de traitements antiparkinsoniens sont devenues accessibles dans les
derniéres années, menant a lI'amélioration du contr6le des mouvements moteurs dans les
stades précoces et avancés de la maladie [57]. Bien que controversée, l'utilisation d'agonistes
dopaminergiques, agissant directement sur les récepteurs, semble représenter une option
thérapeutique intéressante pour le traitement symptomatique de la MP. Présentant
généralement un temps de demi-vie plus long que la L-dopa, les agonistes dopaminergiques
sont susceptibles de réduire, ou du moins retarder, le risque d'apparition des fluctuations
motrices [58,59].

Les agonistes dopaminergiques a effets centraux provoquent tous l'apparition d'effets
indésirables communs, dont les plus fréquents sont la somnolence et les troubles digestifs.
Toutefois, la fréquence et l'intensité des effets secondaires différent selon les produits et la
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durée de traitement. Il n'y a pas de consensus a l'effet de déterminer si les agonistes
dopaminergiques doivent étre introduits au début de la maladie afin de retarder I'introduction
de la L-dopa et I'apparition des effets secondaires [57] ou encore plus tard dans I'évolution de
la maladie, lorsque I'efficacité de la L-dopa diminue.
I-5-3. Les anticholinergiques

Les anticholinergiques sont plut6t réservés aux formes tremblantes du sujet jeune sans
trouble cognitif. L’amantadine est, quant a elle, prescrite pour ses effets anti-dyskinésies
dopa-induites. Les IMAO B ont une efficacité modérée sur la triade parkinsonienne et sont
prescrits aux stades initiaux. Les principales drogues anticholinergiques utilisées sont le
benztropine, le trihexyphenidyl, I'orphénadrine et la procyclidine. Elles présenteraient une
efficacité moyenne sur les tremblements parkinsoniens et leur utilisation est limitée par les
effets secondaires importants qu'ils provoquent: le déclin des fonctions neuropsychiatriques et
cognitives [60].
I-5-4. Les inhibiteurs de la monoamine oxydase

La MAO est une enzyme mitochondriale catalysant la dégradation des monoamines et
des catécholamines. Présente sous deux isoformes dans les tissus des mammiféres, la MAO-A
et la MAO-B jouent un rdle central dans la dégradation de la dopamine. Des études cliniques
évaluant I'efficacité d'inhibiteurs non sélectifs des MAO ont révélé I'apparition de graves
crises hypertensives [61] justifiant la mise au point d'inhibiteurs sélectifs de cette enzyme.
Inhibant seulement I'isoforme B de la MAO, la sélégiline est I'inhibiteur le plus utilisé pour le
traitement symptomatique de la maladie de Parkinson. Toutefois, la rasagiline et le
lazabémide sont d'autres inhibiteurs de la MAO-B couramment utilisés. Le ladostigil, quant a
lui, combine plusieurs effets thérapeutiques puisqu'en plus de démontrer des effets
neuroprotecteurs [62], il possede des propriétés d'inhibiteur des MAO-A et MAO-B

specifiques du cerveau et également un effet inhibiteur de cholinestérase, ce qui expliquerait
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son efficacité sur l'amélioration des performances motrices des patients parkinsoniens [63]

(Figure 8).
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Figure 8: Représentation schématique du fonctionnement d'inhibiteurs de la MAO utilisés

dans le traitement de la maladie de Parkinson [63].
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Chapitre Il :

Méthodes de Modélisation
Moléculaire



METHODES DE MODELISATION MOLECULAIRE
I1-1.Introduction

La modélisation moléculaire est le terme générique regroupant les méthodes qui
permettent de simuler le comportement d’un systéme de particules , elle exploite des lois de
la chimie, de la physique et de la biologie dans des programmes informatiques
spécifiques afin de calculer structures et propriétés d'entités chimiques et biochimiques
(protéines, acides nucléiques, complexes moléculaires, solides, cristaux etc.) [1]. La
modélisation moléculaire a pour but de prévoir la structure et la réactivité des molécules ou
des systemes de molécules [2] .

La modélisation moléculaire met en jeu des méthodes de calcul théorique dont les
principales font appel a la mecanique moléculaire, la dynamique moléculaire et a la mécanique
quantique afin de déterminer la géométrie des atomes d’une molécule ainsi que Ses propriétés
physicochimiques [3-5].

L’interprétation est facilitée par de nombreux outils de représentation graphique et
permet ainsi d’analyser les résultats sous un jour différent de celui de la voie expérimentale,
qui demeure néanmoins complémentaire. Ainsi, la modélisation moléculaire trouve de nos
jours en effet, les structures tridimensionnelles de ces biomolécules sont le point de
départ pour des simulations visant a comprendre leurs interactions, entre elles ou avec des
petites molécules, ce qui est a la base d’un grand nombre de phénomenes chimiques,
biologiques et biochimiques [6]. Ainsi, la modélisation moléculaire trouve de nos jours
d’importantes applications, parmi lesquelles trois exemples classiques sont :

L’Etude des propriétés des matériaux : & partir de simulations moléculaires, un lien peut
étre etabli entre les résultats de calculs menés a I’échelle microscopique (sur un
échantillon représentatif d’atomes en interaction) et des propriétés mesurables a I’échelle

macroscopique (sur les systemes matériels réels que I’on souhaite maitriser). Ainsi, peuvent
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étre étudiées les propriétés mécaniques des polymeéres, les propriétés électroniques de
solides cristallins ou encore les propriétés thermodynamiques et spectroscopiques d’une
large gamme de composés d’intérét scientifique et technologique [7].
Le développement de nouveaux médicaments : le mécanisme d’action de
nombreux médicaments consiste a agir comme inhibiteur (ligand) d’une enzyme
(récepteur) impliquée dans le développement de la maladie, que ce soit une protéine d’un
microorganisme pathogéne ou d'un organisme humain. L’élucidation de la structure
tridimensionnelle de protéines impliquées dans plusieurs pathologies a permis, via des
simulations informatiques, la découverte d’inhibiteurs puissants pour ces protéines, en
réduisant considérablement le nombre d’essais de screening nécessaires pour aboutir a un
nouveau médicament [8].
La rationalisation de I’ingénierie enzymatique : le fondement est le méme que celui
du développement de médicaments : en permettant d’étudier les interactions entre les
substrats (ligand) et les enzymes (récepteurs), la modélisation moléculaire apporte une
meilleure compréhension de la sélectivité enzymatique, au niveau moléculaire. Ceci peut
rendre possible, par la suite, le développement d’approches prédictives pour la sélectivité des
enzymes natives vis-a-vis d’un substrat ou d’une classe de substrats donnée [9,10], ou
encore, d’identifier des acides aminés dont la mutation ponctuelle permettrait de modifier
la sélectivité ou la spécificité enzymatiques [11,12].
I11-2. La mécanique moléculaire
11-2.1. Principes théoriques:

Les methodes de mecanique moléculaire (MM) utilisent les lois de la physique
classique pour la prédiction des structures et de leurs propriétés, comme 1’énergie. Au méme
titre que les méthodes de mécanique quantique est un outil puissant utilisé pour mieux

comprendre les petits systemes moléculaires et pour répondre a certaines questions concernant
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la structure électronique de molécules. D’autre part, la mécanique moléculaire décrive les
molécules en fonction de leurs noyaux et non pas de leurs électrons, elle définit une fonction
purement empirique prenant pour variable, les positions des noyaux et impliquant de maniere
implicite la présence des électrons.

La mécanique moléculaire (Figure 1) considére une molécule comme une série de
masses (les atomes) reliés entre eux par des ressorts (liaisons chimiques). En fonction des
interactions entre les masses, des deéformations structurelles peuvent avoir lieu. Plus
particulierement, pour 1’ensemble des méthodes, la fonction d’énergie est généralement
décrite en termes internes relies directement aux liaisons covalentes des atomes (interactions
liantes) et en termes externes traduisant les interactions entre atomes non lies de maniere

covalente (interactions non liantes) [13].

Torsion

Bond
stretching

Non—-Bonded Interactions

Figure 1: Mécanique moléculaire
11-2.2- Modélisation par champs de force
Dans I’expression fonctionnelle des champs de forces classiques, 1’énergie potentielle
totale du systeme (Etwt) est exprimée comme étant la somme des contributions énergétiques

des termes liés et de celles des termes non liés [14] :
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Les interactions intramoléculaires ne dépendent que des coordonnées internes des
molécules c'est-a-dire des liaisons, des angles de valence, et de torsions (Eatomes-liés)-

Les interactions intermoléculaires prennent en compte les interactions qui
n’interagissent pas par des termes de liaison, d’angle de valence et d’angle de torsion. Le
potentiel non liant s’exprime en trois termes : un terme de Van der Walls, terme d’énergie
électrostatique et un terme des liaisons hydrogéne (Eatomes-non-lies)[15].

Les interactions de Van Der Waals sont des dipdles non permanents de faible
rayon d’action (figure 2). Elles sont nombreuses et contribuent essentiellement dans la

recherche de la concordance stérique entre le ligand et la protéine réceptrice.

Figure 2: Interactions de VVan Der Walls
Les ponts hydrogeéne avec une force de I’ordre de 2 a 4 Kcal/mol agissent, dans les
systémes biologiques, a trés courte distance (0,9 & 2,8 A) entre un H lié & un O ou un N avec
un O ou un N (Figure 3). Ils sont peu nombreux et s’adaptent trés bien a la flexibilité (I’angle

peut varier de 120° a 180°).
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Figure 3 : ponts hydrogene

Les interactions électrostatiques agissent a plus grande distance entre dipbles chargés.
La distance pour une liaison saline, par exemple, est de 3,7 a 4,5 A (Figure 4), et sa force est
de I’ordre de 8 Kcal/mol. En présence de solvant, ces interactions sont favorisées du fait de la

polarité et de la petite taille de la molécule d’eau.

V4

~N

C

O""""'O
1

3.7a45A
Figure 4: Interaction électrostatiques

On appelle champ de force le modele mathématique représentant I'énergie potentielle
d'une molécule en mécanique moléculaire. Sous ce terme sont en fait regroupés deux
éléments:

- d'une part l'expression des différentes fonctions contribuant au calcul énergétique .
- d'autre part les valeurs des différentes constantes parameétrant ces fonctions.

Ce potentiel empirique est constitué de deux parties représentant les interactions entre
atomes non liés (electrostatique et Lennard-Jones) et les interactions entre atomes liés
(représentation harmonique des deformations des liaisons, des angles de valence et des

barriéres énergetiques des angles de torsion propres et impropres) [16].
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Il existe de nombreux champs de force avec des versions successives et de nombreuses
manieres de définir I'énergie potentielle. Parmi les champs de forces le plus connus, figurent :
v" MMFF (Merck Molecular Force Field),
v CFF (Conformément Field Force) et
v' CVFF (Consistent Valence Force Field), utilisés dans le traitement de petites
molécules organiques et de biomolécules, et
v" GROMOS (Groningen molecular Simulation Program Package) [16],
v' AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement) [18] et
v' CHARMmM (chemistry at harvard using molecular mechanics) [19,20], spécialisés dans
le traitement de molécules biologiques, telles que les acides nucléiques et les protéines
[21].
11-3. Les simulations de dynamique moléculaire
11-3.1. Principes théoriques
La dynamique moléculaire est une approche de simulation qui prend en
compte les interactions entre atomes et molécules pendant une période de temps, a une
certaine température, permettant ainsi une évaluation des mouvements atomiques [22]. On se
trouve alors en présence d’un assemblage de masses, de ressorts et de vitesses et donc le

probléme peut étre résolu en intégrant la seconde équation de mouvement de Newton.

F. : Vecteur force agissant sur I’atome i.

m. : Masse de I’atome 1.

—

a. : Vecteur accélération de ’atome 1.

—

r. : Laposition de I’atome 1.

I
Les vitesses sont appliquées de facon aléatoire sur les atomes (spheres) selon la
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température choisie pour I’expérience. En utilisant la DM, on peut étudier la flexibilité ou la
rigidité des biomolécules, mesurer les interactions intermoléculaires entre la protéine et les
ligands ou d’autres biomolécules, calculer I’énergie libre ou bien étudier 1’effet du solvant sur
la structure des biomolécules. Parmi les algorithmes intégrateurs les plus souvent
implémentés dans les logiciels se trouvent les algorithmes de Verlet et de Verlet-Leapfrog
[23].
11-3.2. Calcul de dynamique moléculaire

Une simulation de dynamique moléculaire se réalise généralement en quatre étapes :
1- Une étape de minimisation de la structure initiale destinée a éliminer les contacts stériques.
2- Une étape dite de thermalisation au cours de laquelle les vitesses des atomes sont
augmentées progressivement afin d’atteindre la température finale choisie.
3- Une étape d’équilibration pendant laquelle les vitesses ne sont plus modifiées. L’énergie
cinétique se répartit sur toute la molécule afin d’atteindre son état d’équilibre.
4- Enfin, pendant la derniére étape, appelée dynamique productive, les coordonnées et les
vitesses sont sauvegardées pour une analyse de la dynamique.

Deux points importants doivent étre pris en compte:

La température d’une molécule ou agitation thermique correspond en réalité a

I’énergie cinétique des atomes de la molécule puisque :
1 2 3
E cinetique = Ezmivi =5 NK,T

Ou:
v.”: Valeur de la moyenne carrée de la vitesse.

N : Nombre d’atomes du systéme.

K, : Constante de Boltzmann.

T : Température absolue.
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I1-4. Minimisation d’énergie (optimisation de géométrie)

Une simulation typique de meécanique moléculaire est la minimisation d’énergie,
le but étant de trouver une conformation de faible énergie d’une molécule ou d’un systeme
moléculaire. La fonction d’énergie potentielle E, posséde 3N variables (N = nombre
d'atomes du systeme étudie). C'est cette fonction objective E(rj) qu'il faut minimiser, ou rj =
(xi,yi,zi) représente les coordonnées de chaque atome i du systeme. Formellement, la
minimisation de I'énergie potentielle d’un systéme moléculaire consiste donc a résoudre
un probléme doptimisation a plusieurs variables indépendantes : a partir des
coordonnées cartésiennes des atomes dans la structure initiale (Xij,yi,zj), on recherche
un nouveau jeu de coordonnées optimisées (X*j,y*i,z*i) qui réduit a son minimum
I’énergie du systeme, E(x*j,y*i,z*i). Pour cette raison, la minimisation d’énergie est aussi
appelée optimisation de géométrie, les deux phénomenes étant indissociables. Le principe
consiste a prendre la dérivée premiéere de I'énergie E par rapport a chacun des degrés de
liberté du systeme et a trouver I'endroit sur son hypersurface énergétique ou, pour chaque
coordonnée :

dEldri=0

Les algorithmes numériques qui exécutent cette tdche sont itératifs et ont, au moins,

un point en commun : on commence en un endroit donné de I'nypersurface et on descend

vers le minimum le plus proche, sans savoir si ce minimum est local ou absolu (Figure 5).

L

Y Conformation de départ
® Minima locaux
/ O Minimum global

Energie potentielle
-~

Direction (ou conformation)

Figure 5: Représentation schématique du principe d’une minimisation d’énergie « statique»
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: a partir d’un ensemble de coordonnées atomiques (conformation) de départ, I’algorithme
retrouve le minimum local de la fonction d’énergie le plus proche, ainsi que la nouvelle
conformation correspondant a ce minimum.

Les procédures sont de deux types : les unes utilisent uniquement la pente de la
surface (derivée premiére), comme les algorithmes Steepest Descent (SD) et les Conjugate
Gradients (CG) ; les autres, utilisent & la fois cette pente et la courbure de la surface (les
dérivées premiere et seconde), comme [I’algorithme Adopted-basis Newton-Raphson
(ABNR) [24,25]. 1l est important de noter que, étant donné le nombre important de variables
de la fonction d’énergie E(Xi,yi,zi), celle-ci présente, généralement, plusieurs minima et
maxima. Ces algorithmes de minimisation ne permettent de trouver que le minimum
local le plus proche de la configuration de départ, sans affranchir les barrieres énergétiques.
11-5. Les simulations de docking
11-5.1. Principes théoriques

Docking moléculaire vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir des
molécules isolées, dans lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier les
modes d’interaction entre deux molécules. Les logiciels de docking sont donc des outils tres
utiles en biologie, pharmacie et médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites
molécules (ligand) qui interagissent avec une cible biologique d'intérét thérapeutique. Le
récepteur macromoléculaire étant le plus souvent une protéine, le terme docking seul
est couramment employé pour désigner un « docking protéine-ligand » [26].

Le docking moléculaire a pour but de déterminer le mode d’interaction d’un complexe
forme de deux ou plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans 1’espace et des
conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur [27].

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes : le docking

proprement dit et le scoring (figure 6).
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» La premicre (le docking) est 1’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site
actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses)
possibles, en ne retenant que celle qui représentent les modes d’interactions les plus
favorables.

* La deuxiéme (le scoring) est I’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’affinité entre le
ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de docking. Ce
score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées [26].

ligand

S
scoring

@& . &P
P
complexe

... ete

recepteur

Figure 6 : Principe général d’un programme de docking

11-5.2. Algorithmes de docking

En principe, un docking peut étre fait de facon « manuelle », directement par
le modélisateur, en placant le ligand dans le site actif de la protéine a I’aide d’une
interface graphique. Ensuite, la géométrie de I’ensemble est optimisée de maniére a corriger
les problemes stériques et obtenir un complexe énergétiquement stable. Cette approche est
appliquée quand on a une idée précise du mode d’interaction réel du ligand [28].
Néanmoins, le plus souvent, le mode d’interaction réel n’est pas connu. Dans ce cas, tester
manuellement toutes les conformations et orientations des ligands s’avére impossible d’un
point de vue pratigue, méme en considérant la protéine comme un corps rigide. Pour
contourner cette difficulté, les algorithmes de docking ont été congus pour rechercher de
fagon objective, rapide et efficace les modes d’association protéine-ligand les plus favorables

[29].
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Les algorithmes de docking peuvent étre séparés en deux grandes classes : ceux qui
ne tiennent pas compte de la flexibilité de la protéine, en traitant celle-ci comme un corps
rigide, et ceux qui sont capables de prendre en compte, partiellement la flexibilité du
récepteur.

Dans les procédures de docking considérant la protéine comme un corps rigide, la flexibilité
du ligand seule est prise en compte pour I’obtention de complexes. Selon la méthode utilisée
pour générer les conformeres du ligand et les placer dans la cavité catalytique du
récepteur, les algorithmes peuvent étre sous-divisés en algorithmes de simulation de MM
et DM [27-30], de forme, systématiques et stochastiques. Plusieurs articles de revue décrivant
le principe, les points forts et les limitations de ces méthodes sont disponibles [31-34].
Toutefois, cette classification doit étre considérée avec précaution, puisque un bon nombre
d’algorithmes combinent plus d’une méthode pour la génération et I’échantillonnage de
conforméres du ligand. Dans la plupart des cas, I’utilisation d’algorithmes considérant la
protéine comme un corps rigide mene a de bons résultats, principalement quand la protéine a
une flexibilité limitée. En effet, dans de tels cas, la structure cristallographique peut étre
considérée comme plus représentative de I’état de la protéine dans son environnement
naturel, ce qui augmente les chances de simuler correctement la complexation des ligands
[35-37].

Certaines protéines présentent naturellement des régions de grande flexibilité, subissant des
réarrangements considérables en présence d’un ligand. Dans ce cas, négliger la flexibilité de
la protéine peut mettre en péril la fiabilité des résultats de docking, et rend
nécessaire I’utilisation d’approches capables de tenir compte de la flexibilité du systeme entier
[35,36]. Des méthodes indirectes ou directes, ou la flexibilitt de la protéine est
partiellement ou totalement prise en compte, sont décrites dans la littérature. Néanmoins, ces

méthodes ne sont pas souvent utilisées car le gain en précision par rapport aux
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algorithmes traditionnels est généralement trop petit par rapport a I’augmentation du temps de
simulation [37-40]
11-5-3. Fonctions de score

La procédure de docking permet de générer une liste de complexes représentant les
modes d’association favorables entre le ligand et le récepteur macromoléculaire. L’étape
suivante consiste a évaluer ces complexes, afin de trouver celui ou ceux les plus susceptibles
de reproduire au mieux le mode d’association réel. L’association entre protéines et
ligands est gouvernée par plusieurs paramétres thermodynamiques : les interactions
hydrophobes, les interactions électrostatiques, les liaisons hydrogéne, les effets de
solvatation et les effets d’entropie. Théoriquement, le complexe est favorable si la
variation d’énergie libre globale de complexation est négative ( Gcomplexation<0).
En pratique, 1’évaluation de I’énergie libre des complexes est une tache souvent colteuse
d’un point de vue informatique, ce qui limite son utilisation en routine [41]. De ce fait,
des méthodes approximatives ont été développées pour distinguer (évaluer et classifier) les
meilleurs complexes parmi ceux générés par une procédure de docking : les fonctions de
score [42]. Selon les principes utilisés dans leur conception, les fonctions de score sont
classées en : fonctions de score basees sur des champs de force, fonctions de score
knowledge-based et fonctions de score empiriques [43, 44]. Ces fonctions de score sont
construites a partir de regles fondées sur une analyse statistique des complexes protéine-ligand
résolus expérimentalement. La fonction PMF (Potential of Mean Force) fait partie de cette
classe de fonction [45].

Il s’agit d’une technique de classement de complexes qui combine les résultats
individuels de plusieurs fonctions de score afin de compenser les faiblesses des unes avec les
forces des autres, en augmentant ainsi la fiabilité du résultat final.

Le principe consiste a verifier la fréquence a laquelle chaque complexe apparait
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parmi les X complexes les mieux classés selon différentes fonctions de score (X =5 ou 10
le plus souvent). D’un point de vue statistique, plus cette fréquence est élevée pour un certain
complexe, plus la probabilité que ce complexe représente le réel mode d’interaction
protéine-ligand est élevée, vu qu’il est reconnu comme tel par plusieurs fonctions de score
distinctes [46,47].

Un grand nombre de programmes (commerciaux ou non) de docking moléculaire sont
d’ores et déja disponibles. Parmi ceux-ci, nous citerons par exemple AUTODOCK [48],
FLEXX [49], GOLD [50], DOCK [51], SURFLEX [52], MOLEGRO VIRTUAL DOCKER
[53] , UCSF CHIMERA [54] et Schrddinger (Glide) [55] etc. lls différent les uns des autres
sur la maniére de représenter le systtme moléculaire et la maniére de déterminer le score de
docking (fonction de score). Deux approches sont principalement employées pour la
modélisation du systeme protéine-ligand.

11-6.La cible enzymatique:

Afin d’obtenir expérimentalement la structure d’une protéine, plusieurs étapes sont
nécessaires:
v L'isolement du géne.
v Le clonage.
v Expression dans un organisme adéquat.
v' Purification de la dose de la protéine obtenue.
v Dans certains cas élimination du fragment ajouté a la protéine [56].

Ces étapes de la biologie moléculaire restent encore délicates et limitent le travail. La
structure tridimensionnelle est la plus souvent obtenue a partir de 1’échantillon par diffraction
de rayons X.

Pour ces méthodes, les molécules doivent auparavant étre préparées sous forme de

cristal, mais la cristallogenése reste une étape hautement empirique et difficile [57]. La
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possibilité d’obtenir des cristaux complexe protéine-ligand est bien plus intéressante leur
réalisation reste difficile. Les structures obtenues sont fournies par les banques de données
ajoutées; PDB[58], le nombre de structures d’une méme molécule avec ou sans ligand permet

d’avoir une information pertinente.

11-7. Etape de docking moléculaire

La premiére étape consiste au téléchargement des structures chimiques des cibles a
traiter (Enzyme dans notre cas), pour cela il est nécessaire d’aller directement a la Bank PDB
(http://www.pdb.org) et déterminer ou sont déposees les structures de ces cibles.

En suite, la PDB contient plusieurs milliers de structures protéiques obtenues soit par
cristallographie (rayons X), soit par RMN. Si la cible n’est pas encore déposee au niveau de la
Bank, et cette derniere contient une protéine avec des séquences similaires, la modélisation
par homologie intervient afin de construire la structure 3D de la cible souhaitée.

Apres le téléchargement de la cible (PDB), nous utilisons un logiciel de visualisation
pour voir avec quels ligands I’enzyme est Co-cristallise (eau, ligands, ion,...).

Pour identifier le site actif on utilise la méthode de détection de cavité "knob&hole"
[59]:

v' On considére le centre de la sphere de volume V qui est placé sur la surface

moléculaire (Connoly)(voir la figure 12).

v On fait "rouler" la sphére sur la surface moléculaire

v/ On calcule le volume commun de la sphére appartenant également a la protéine: Veom
[ 0< Vem <V/3 - KNOD (Ccoin)
Si < VI3< Vem<2V/3 —— ] F:T)

2VI3< Veom <V - Hole (trou)

~

50



Knob

hole

Figure 7 : Méthode de détection de la cavité

La deuxiéme étape, concerne les structures du (ou des) ligand(s) utilisé(s) lors du
docking moléculaire. Il y a deux grandes bases de données de structures chimiques des
ligands. La premicre représente ces structures par les programmes d’informatiques de
modélisation moléculaire, ou les différentes structures sont générées par optimisation de
géométrie. Ces structures sont gouvernées par les lois de la chimie quantique. Dans le
deuxiéme cas elles sont obtenues a partir des bases de données comme Pub Chem Project ou
autres bases de données des structures. Ces derniéres ont différentes extensions comme PDB
(Protein Data Bank), SDF, ...ect.

11-8. Choix de logiciel de MolDock (MVD)

Dans le domaine de docking moléculaire, plusieurs logiciels ont été utilisé pour
étudier les différentes interactions existantes entres deux entités moléculaire (Enzyme-
ligands). MolDock est un logiciel récemment développé a donne de bon résultats (algorithme
génétique) [60]. La fonction de score de Moldock est une fonction empirique. Ce type de
fonction nous permet de choisir les composes ayant la plus grande probabilité d’interagir avec
la cible, ne nécessite pas une grande puissance de calcul, ce qui permet de cribler la cible plus
rapidement. Ainsi que se démarque par sa capacité a mieux évaluer les ponts H ainsi que les
interactions électrostatiques. La procédure d'accueil est composeée de trois éléments :

a) L'identification de site de liaison.
b) La recherche de la meilleure pose parmi les poses possibles.

¢) La fonction de score [60].
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11 -9. Protocole général de docking

Les approches utilisées actuellement sont exclusivement calculatoires et évaluées par
des outils de visualisation. Ces approches peuvent étre décomposées en quatre a cing phases
successives ( figure 1) :
> Choix du mode de représentation des protéines (tout atome, pseudo-atome, grille, etc.),
> Exploration conformationnelle (corps-rigide position/orientation du ligand et/ou
flexible position/orientation/forme du ligand),
> Minimisation de la fonction d’évaluation de 1’énergie d’interaction (ou fonction de
score) des conformations issues de 1’exploration,
> Regroupement par ressemblances et classification par évaluation plus fine du score ,
accompagnée d’une étape non automatique d’évaluation visuelle des résultats lorsque le score
ne permet pas de discriminer la conformation native des différentes conformations générées.
> Une étape optionnelle d’affinement des complexes sélectionnés par minimisation ou
dynamique moléculaire.

Un algorithme de recherche pour explorer les possibilités de modes de liaison, un
mécanisme pour placer le ligand dans le site de liaison et une fonction de score pour classer

les différents modes de liaison.
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1-représentation

4-Regroupement et classification

2-Recherche

conformationnelle

3-évaluation de I’énergie

5-Affinement des complexes

Figure 8 : Protocole général de docking [61]
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APPLICATIONS, RESULTATS ET DISCUSSIONS
I11-1.Introduction :

L'interaction entre une protéine et son substrat est la premiére étape de la plupart des
réactions biologiques. Comprendre son mode de fonctionnement et définir quels sont les
résidus mis en jeu:

- L'affinité entre deux molécules.
- Les distances entre les acides amines du site actif de ’enzyme et ceux des inhibiteurs.
- L'énergie d'interaction.

De méme, la découverte de nouvelles drogues activant ou inhibant I'activité biologique
d'une protéine ne peut se faire qu'en prédisant leur affinité respective. C'est dans ce but que
des techniques de modélisation moléculaire, regroupées sous le nom d’ "Amarrage" ou
"Docking" moléculaire ont été développées.

La flexibilité des molécules biologiques résulte de la haute dimensionnalité des systéemes,
mais aussi de I’intervention d’un grand nombre d’interactions faibles (Van der Waals, liaison
hydrogéne, effet hydrophobe, ...). Il est connu qu’elle fait partie intégrante de la dynamique
des macromolécules et de leur bon fonctionnement. La négligence de ce parametre dans les
calculs introduit & des erreurs, il convient donc de déterminer la flexibilité intrinseque d’une
molécule mais aussi de pouvoir I’introduire, au moins partiellement, dans une procédure de
docking [1- 4].

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

(récepteur), afin d'influencer le mécanisme dans lequel cette protéine est impliquee [5].
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Le docking reste une étape importante dans la compréhension des réactions
biologiques et par suite la conception de médicaments. Les approches dans le cadre du
docking sont basées sur le concept "clé-serrure”.

Ce travail consiste a étudier les interactions entre les différents inhibiteurs et des
différents enzymes par les méthodes de la modélisation moléculaire .

Dans ce chapitre nous avons englobé tous les résultats de calcul effectués dans ces
trois études et la discussion que nous allons engager est basée sur les énergies d’interactions,
les distances entre certains groupements de la chaine latérale de I’enzyme et ceux

d’inhibiteurs.
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111-2. La démarche a suivre (figure 1)

Préparation de la structure : la cible ‘

==

v' Téléchargement des enzymes a partir de la base de données Bookhaven Protein Data Bank .
v" Elimination des molécules d’eau.

v" Elimination des inhibiteurs de la Co-cristallisation.

Minimisation d’énergie de ‘

< =

v’ Lastructure de départ (enzyme).

v Les ligands sont optimisées avec la DFT (6-31G¥*).
v' Les complexes ligand-enzymes (Le positionnement des inhibiteurs dans le site actif de

I'enzvme. au cours de dockina).

J

Recherche de la meilleure pose (Conformation)

J

Bilan d'énergie ‘

Figure 1 : Protocole de calcul
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Trois études ont été effectuées dans le cadre de cette thése et ont fait I'objet de
publications :
Etude 1: «Docking Studies on Binding Modes between the Catechol-O-Methyltransferase

and Catechol Derivatives for Antiparkinson Drug. »

«Etudes d'accueil sur les modes de liaison entre la catéchol-O-méthyltransférase et les dérivés

catéchols pour antiparkinsonien drogues. »

Etude 2: «Study of Monoamine Oxidase by Molecular Modeling. »

« Etude de la monoamine oxidase par modélisation moléculaire . »

Etude 3: «Study of the Interaction of the Monoamine Oxidase-B With a Series of Coumarin

by Molecular Modeling Methods. »

«Etude de linteraction de la monoamine-oxydase-B avec une série de coumarine par

méthodes de modélisation moléculaire . »

111-3. Méthodologie des calculs des trois études
I11-5.1. Préparation du récepteur

Le téléchargement des trois enzymes a été fait a partir de la base de données
Bookhaven Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb) [6]

- la COMT (code d’acces 1H1D [7]) elle est Co- cristallisée avec I’inhibiteur s-
adenosylmethionine (CisH22NsOsS). La COMT cristallise sous forme de monomere (Figure
2), avec 214 résidus et 1680 atomes.

- la MAO-B (code d'accés de 2V5Z2) [8], il est Co-cristallisé avec l'inhibiteur sélectif
safinamide La MAO-B cristallise sous forme de dimere (Figure 3), avec 993 résidus et 7911

atomes.

64



- la MAO-B (code d'acces de 4CRT) [9], il est Co-cristallisé avec un inhibiteur
ASS234 multi cible. La MAO-B cristallise sous forme de dimere (Figure 4), avec 993 résidus

et 7914 atomes.

Figure 2 : Structure de la COMT Figure 3: Forme dimere de la MAO-B

Code PDB 1H1D code PDB 2V5Z

Figure 4 : Structure de la MAO-B code PDB 4CRT

La structure tridimensionnelle des trois enzymes a été obtenue par diffraction en rayon

X . Les données de la Co-cristallisation sont résumées dans le tableau 1.
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Tableau 1:

Données cristallographique pour les trois enzymes

Enzyme Inhibiteurs de Classification Poids Polymére | Chaine | Résolution
Co-cristallisation moléculaire (A)
(KDa)
la COMT code PDB <f; Transférase 25634,63 1 A 2

1H1D f St
S-ADENOSYLMETHIONINE

la MAO-B code el Oxydoréductase 119848.38 1 A B 1.60
PDB 2V5Z k{v@ ’

::AFINAMIDE
la MAO-B code / Oxydoréductase 120139.01 1 A B 1.80
PDB 4CRT L,
USRS 2
ASS234

Avec l'effet réducteur de la modélisation moléculaire, les trois modeles des enzymes

sont simplifiés on retient seulement un monomeére pour la COMT (Figure 5), la MAO-B code

PDB

2V5Z

(Figure 6)

et la

MAO-B

code

PDB 4CRT

(Figure

Figure 5 : Modele simplifié

de la COMT
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Figure 6: Modeéle simplifié

de la MAO-B (2V52)




Figure 7 : Structure simplifiée de la MAO-B (4CRT)

111-3.2. Préparation des inhibiteurs
Dans ces trois études, toutes les structures ont été optimisées au niveau de calcul
DFT/B3LYP(6-31G*) en utilisant le programme gaussian 03 [10], Les molécules ainsi
obtenues sont enregistrées au format pdb ou mol2 .
s Pour la COMT : La catéchol-1 [11] est la structure de base, nous avons
modifiés la catéchol-1 en position (a et b) (figure 8). Les inhibiteurs modifiés
sont représentés dans le Tableau 2.

Tableau 2: Dérivés du catéchol.

Catéchol-2 Catéchol-3 Catéchol-4
o -NO; «Attracteur» - NO; «attracteur» par | -NO2 «Attracteur»
HO
N’ﬁ
Ho K/N par-NH; «donneur» | -HSOj3 «attracteurs par -Cl «donneur »
NO
2 -CFs «attracteur» -CFs «attracteur» par -CFs«attracteurs
catéchol-1 CF3
par-CHs «donneur» | -COOCHs«attracteur» | par -CoHs
«donneur»

Le catéchol -1 a été choisie de la littérature. Pour prédire une meilleurs inhibition on a
choisie d’autre catéchol, pour cela on a changé le substituant de la chaine latérales tout en
gardant le squelette des catéchol .le catéchol-3 est le ligand le plus stable d’ou le meilleur

inhibiteur de MP, mais il reste a synthétiser et tester I’effet de toxicité de ce derniers.
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L]

ZZO BSRRS

HO

HO

catéchol-1 [11] CF;

catéchol-2 CHg,
O O
@)K/\ h(,\l HO N /\l
N
H 0 I\/ N
HSO4 al
COOCH;
catéchol-3 catéchol-4 CzHs

Figure 8: Catéchols

s+ Pour la MAO-B (2V52Z) nous avons utilisé des dérivés d'indole synthétisés [12]

et représentés dans la figure 9.

H\”/Q %t@/’\‘\”/\/@
/ . !
m o} H

Inhibiteur-1 inhibiteur-2

cl Cl
Cl
7T ~17
N °© N °

Inhibiteur-3 inhibiteur-4

Figure 9: Dérivés de I'indole
s Pour la MAO-B (4CRT) nous avons utilisé des dérivés de la coumarine qui

sont representés dans la figure 11.

Les composés similaire de la coumarine (format 3D extension SDF)

ont été téléchargés a partir Pub Chem Project .
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¥

CID 12464343 CID 54702662 CID 7133558

Figure 11: Dérivés de la coumarine

111-3.3.Etude de docking moléculaire

L'étude de l'interaction entre le site actif de I'enzyme de la COMT, de la MAO-B
(2v52Z) et les inhibiteurs pour former un complexe stable est réalisée a l'aide du logiciel
"Molegro Virtual Docker (MVD)"[13]. L'élimination des molécules d'eau et les hétéroatomes
de Co-cristallisation, nous permet d'obtenir un modele simplifié de I'enzyme.

Une fois que le complexe ligand-récepteur est formé, celui-ci va adapter la
conformation la plus stable, c'est a dire avec le niveau énergétique le plus faible.
I11-4. Résultats et discussion

Les simulations d'accueil moléculaires ont été utilisées pour prévoir les types de
liaison des inhibiteurs des catéchols étudiés dans le site actif de la COMT (1H1D) et des
dérives indoles étudiés dans le site actif de la MAO-B ( 2Vv52Z). Plusieurs modes de liaison
plausibles ont été détectés et ont été classés sur la base de leur score de MolDock.

La facon la plus commode d'incorporer la flexibilité des protéines dans le processus

d'accueil est d'effectuer en utilisant un ensemble de conformations des récepteurs statiques.
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De nos jours, cette approche est appliquée de plus en plus dans des expériences de criblage
virtuel [14,15].

I11-4.1. Résultat de la COMT

Pour obtenir de meilleurs sites de liaison potentiels dans la COMT, un maximum de
cing cavités a été détecté en utilisant des parametres par défaut. Le volume et la surface de la
région ont été donnés dans le tableau 3. Le volume de la cavité 1 (38,40 A%) s’est avérée étre
supérieure a celle des autres cavités, aussi nous avons trouvé que le ligand de la COMT de la
Co-cristallisation est fixé dans la cavité 2 (14,33 A %), donc l'absence des données
expérimentales concernant les résidus du site actif nous a obligé de choisir les deux cavités
pour notre études ultérieures (Figure 12).

Tableau 3: volume et surface des différentes cavités :

Cavités Volume (A%) Surface (A?)
Cavité 1 38.40 138.40
Cavité 2 14.34 57.60
Cavité 3 11.78 53.76
Cavité 4 11.26 55.04
Cavité 5 5.12 26.88
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Figure 12 : Interface graphique des cavités 1 et 2 représentée par une ellipse identifiée par
MolDock
111-4.1.1. Les Energies d’interactions :
Le score de MVD des meilleures poses pour I'étude d'accueil de la COMT avec les
différents catéchols, dans les deux cavités sont reportés dans le tableau 4, qui présente
I'énergie d'interaction entre le ligand et la protéine, marqué par MolDock et I'énergie de

liaison hydrogéne de chaque ligand.
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Tableau 4: Résultats de I'amarrage entre les acides amines du site actif et les résidus qui

interagissent dans les deux cavites.

Cavité 1
MolDock Interaction® H-bond Interaction des résidus d'acides
Inhibiteur
score? ( Kcal/mol) ( Kcal/mol) aminés de la COMT
Catéchol-1 -145.317 GIn120,Gly66,Met40,Arg146,Aspl
-164.119 -6.650
69, Glu199, Asn170, His142
Catéchol-2 -118.914 Ser119,Gly117,Gly66,Met40,
-175.426 -4.792
Aspl41,Aspl169,Glul99,Asnl70
Catéchol-3 -163.158 Ser119, Gly117, Gly66,Met40,
-185.808 -9.343
Aspl141,Asp169,Glul99,Asn170
Catéchol-4 -125.501 Gly66,Asp141,Asp169,Glul99,Asn
-167.466 -7.516
170,Lys144,His142, Trp143
Cavité 2
MolDock Interaction® Interaction des résidus d'acides
Inhibiteur H-bond
score? aminés de la COMT
Catéchol-1 -138.84 GIn120, Gly66, Met40, Argl146,
-171.977 - 10.669
Aspl169,Glu199,Asn170,His142
Catechol-2 -128.64 Ser119, Gly117, Gly66, Met40,
-172.171 -8.939
Asp141,Asp169,Glul99,Asn170
Catéchol-3 -146.129 His142,Gly66,Asp141,Asp169,Glu
-192.180 -10.917
199,Asn170,Trp143, Lys144
Catéchol-4 -136.938 Gly66, Asp141, Met40, Glu199,
-170.138 -8.832

Asn170, Aspl169, Trpl143

& MolDock score calculée par la somme d'interaction externe et interne ligand (interaction
protéine-ligand) en utilisant le Viewer moléculaire Virtual 1.2.0.

® Energie d'interaction totale entre la pose et les molécules cibles (s).
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D’aprés les résultats obtenus (tableau 4), nous remarquons que les complexes formés
par la catéchol-3 dans les deux cavités (1let 2) possédent des énergies plus basses par rapport
aux autres complexes et par conséquent nous pouvons dire qu’ils seront probablement les plus
stables.

L’interaction du meilleur inhibiteur (catéchol-3) avec les acides amines du site actif est

représentée dans la figure 13. Il est & noter pour les deux cavités que le catéchol-3 a montré la

plus forte affinité de liaison :
-185,808 kcal / mol dans la cavité 1

-192,180 kcal / mol dans la cavité 2.

: [ Fis 142
: -
" B
: N -5
:
n
F
N .. =R
-
> ESEED
Cawiy 1

Figure 13: Le mode de liaison entre catéchol-3 avec le site de liaison des catécholamines O -
méthyl transférase dans les deux cavités.( ----------- . Interaction Stérique ,----------- :
Interaction des liaisons Hydrogéne ).

Dans la COMT, le groupement hydroxyle de la catéchol-3 peut former des liaisons
hydrogéne avec les résidus du site actif suivant Asp 169, Glu 199 et Asn 170 avec une
distance respectivement de 2.98 A, 3.19 A et 3.04 A dans la cavité 1, et une distance de
2.63 A, 2.83 A, 2.76 A respectivement dans la cavité 2. Ces caractéristiques communes ont

été trouvees dans les résultats de quatre modeles d'amarrage favorables.
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On constate que les interactions existantes entre les résidus du site actif est la catéchol-
3 forment un complexe stable (figure 14), ce qui lui confére une meilleur fixation de ce
catéchol-3 au niveau de site actif.

La nouvelle notation de ces résultats acquit a I'aide de Molegro révéle que la catéchol-
1, la catéchol-2 et la catéchol-4 se lie dans le site actif de la COMT avec énergie de liaison
libre supérieur a celui trouve pour la catéchol-3. Le mode de fixation du catéchol-3 est situe

dans le site actif de la COMT est fourni dans les deux cavités dans la Figure 15.
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Figure 14: Les modeles d'interaction entre la COMT et la catéchol-3 (cavitél et cavité 2)
I11-4.1.2. Les distances entre les sites acides aminés et les groupes actifs d'inhibiteurs:
Nous avons mesuré les distances entre les inhibiteurs des groupes de chaines

responsables de I'interaction des différents catéchols dans les deux cavités (Tableau 5):
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Tableau 5: Distances entre les acides aminés du site actif et groupes d'inhibiteurs dans les
deux cavités:

Cavite 1:

Distances(A) Glyll7 Gly66 Metd0 Glul99 Aspl69 Serll9  Aspldl Hisl42  Asnl70

Catéchol-1 = 3.03 2.52 2.89 3.10 = > > 3.05

Catéchol-2 - 3.19 3.19 2.93 3.10 2.76 3.00 - 3.09

Catéchol-3 2,55 3.09 2.97 3.19 2.98 2.60 3.01 - 3.04

Catéchol-4 - 3.17 2.71 3.19 - 3.12 2.97 3.05
cavité 2

Distances(A) Gly117 Gly66 Met40 Glul99 Aspl69  Serll9  Aspl4l Hisl42  Asnl70

Catéchol-1 - 3.03 2.52 2.89 3.10 - - - 3.05
Catéchol-2 - 3.19 3.19 2.93 3.10 2.76 3.00 - 3.24
Catéchol-3 = 2.77 3.04 2.83 2.63 = 3.06 3.16 2.76
Catéchol-4 - 3.17 - 2.71 3.20 - 3.12 2.97 3.05

Nous avons mesuré les distances entre les groupes R des différents catéchols, et les
chaines latérales d'acides aminés qui forment le site actif et éventuellement d'autres groupes
de la chaine principale de I'enzyme responsable de l'interaction (ce qui peut provoquer une
conformation favorable a un niveau élevé de complémentarité résultant en [lactivité
cohérente). Les distances mesurées varient entre 2,55 A et 3,24 A pour tous les complexes
étudiés. Les interactions entre 2,5 A et 3,1 A sont considérés comme élevés et celles entre
3,1 A et 3,55 A sont supposées moyennes. Interactions supérieures a 3,55 A sont faibles ou

absents .
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A la lumiére de ces résultats, il apparait que l'introduction de groupes volumineux
provoque un réarrangement de conformation a l'intérieur de la poche de site actif, et
probablement une augmentation de la complémentarité et par conséquent I'activité.

Les interactions de liaison hydrogéne avec Asp 169, Glu 199 et Asn 170 ont été
détectés, ce qui peut suggérer l'influence de la triade catalytique dans le mécanisme de
I'inhibition de la COMT par les différents catéchols dans les deux cavités. Nous avons
confirmé que, dans quatre modéles d'amarrage, Asp169, Glu199 et Asn170 forment ces types
de liaisons hydrogene. Ces interactions amenés a se déplacer dans les modeles inhibiteurs
d'accueil de la COMT.

Aprés comparaison des énergies minimales obtenues a 1’aide du programme MDYV ces
dernieres sont reportées dans le tableau 4, le Catéchol-3 demeure le meilleur car son énergie
d’interaction est la plus basse.

Conclusion

Le calcul de I’énergie de MolDock score a été effectué pour former les complexes et
identifier les interactions existantes, enfin nous constatons que le catéchol-3 posséde une
énergie la plus basse et par la suite un meilleur inhibiteur de la COMT.

Pour conclure, compte tenu des résultats obtenus dans ce travail, qui consiste a
I'élucidation de l'inhibition de la COMT par les méthodes de modélisation moléculaire, il
apparait que les catéchol-3 présente probablement une meilleure contribution a l'inhibition et

pourra ralentir la progression de la maladie de Parkinson.
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I11-4.2. Résultat de la MAO-B (2V52)

Monoamine oxydase (MAO), est une enzyme responsable du métabolisme des
neurotransmetteurs monoamines, a un role important dans le développement et le
fonctionnement du cerveau, et les inhibiteurs de la MAO ont un éventail d'utilisations
thérapeutiques potentielles [16].La MAO a été divisé en deux sous-types [17], MAO -A et la
MAO-B :
sur la base de leur séquence d'acides aminés,
substrat et inhibiteur
sélectivité et la distribution tissulaire.

La structure tridimensionnelle (3D) montre que I’enzyme est cristallisée sous la forme
d’un dimére (deux chaines A et B) (figure 4), avec une résolution de 1.60 A de la
MAO-B (2v5Z). Parmi les avantages de la modélisation moléculaire, est de simplifier le
modele de I’enzyme, et dans ce cas nous pouvons retenir un seul monomere pour faire notre
étude (figure 7). Ce monomere comporte les acides aminés formant le site actif. On a éliminé
toutes les molécules d’eau ainsi que tous les inhibiteurs qui ont été utilisé au cours la
Co-cristallisation.

Plusieurs travaux sont effectués pour I’optimisation des enzymes a l’aide de la
méthode de dynamique moléculaire. Pour 1’optimisation de notre enzyme, MAO-B, on a
utilisé le logiciel Molegro Virtual Docker (MVD).

Les meilleures poses amarrées au niveau de la région du site actif de la protéine sont

présentées dans (tableau 6).
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Tableau 6 : Les résultats de docking moléculaire des quatre complexes :

Inhibiteurs Structure  MolDock Interaction® Hbond

Score? ( Kcal/mol) ( Kcal/mol)
inhibiteur-1 [
. -140651 -115.651 -4.008
\/L‘\
inhibiteur2 | 131305 -113.788 0
inhibiteur-3 | 140575 -114.659 -0.016
inhibiteur-4 -151.007 -118.52 -0.307

&MolDock score calculée par la somme d'interaction externe et interne ligand (interaction
protéine-ligand) en utilisant le Viewer moléculaire Virtual 1.2.0.

b Energie d'interaction totale entre la pose et les molécules cibles (s).

Figure 15 : Complémentarité des complexes Inhibiteurs- MAO-B(2V5Z.pdb).
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La formation d’un complexe stable dépend de la fixation de l'inhibiteur dans le site
active. La figure 16 présente ci-dessous montre que l'inhibiteur-4 prend la forme de la cavité
enzymatique formé par les résidus du site actif, ce qui signifie qu’il y a des interactions qui
stabilisent le complexe et par la suite, une meilleure fixation de ce l'inhibiteur au niveau du
site actif.

D'apres les résultats obtenus a l'aide Molegro, on remarque que l'inhibiteur-4 possede

la plus petite énergie " -151,007 Kcal / mol™ donc c'est le plus stable.

Figure 16: Prédiction de 'orientation d'inhibiteur-4 dans le site actif de la MAO-B
(2V5Z.pdb).

L'interaction entre les inhibiteur-4 et Arg42 sont présentés dans la figure 17, Arg42
est un accepteur de liaison hydrogéne formée entre I'atome d'azote de l'inhibiteur-4 et le
groupe hydroxyle en groupement d'acide carboxylique de Arg42.Nous avons confirmé que
dans les quatre modéles d'amarrage Arg42 forme ces types de liaisons hydrogene.

Inhibiteur-4 est un inhibiteur de la MAO-B le plus puissant et sélectif identifiés dans
cette etude, on peut donc conclure que I'ajout d'un chlore substituant supplémentaire sur
I'anneau phényle est une stratégie appropriée pour améliorer I'affinité de liaison au site actif

de la MAO-B.
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Tableau 7: Valeurs d’IC50 expérimentaux de différents inhibiteurs [17]:

Composes ICs0 (u M)
Inhibiteur-1 3.84+£0.75
Inhibiteur-2 18.82 £ 3.28
Inhibiteur-3 9.83+1.63
Inhibiteur-4 0.06 £0.01

Inhibiteur-4
1%

Figure 17 : Valeurs expérimentales en pourcentage d’ICso des différents Inhibiteurs.

- Classement des 1Cso
ICs0 Inhibiteur-4 < 1Csg Inhibiteur-1 < ICsp Inhibiteur-3 < ICso Inhibiteur-2

La valeur d’ICso de I'inhibiteur de la Co-cristallisation SAG est 0,08 um issue de la
littérature . Cette fiabilit¢ de I'inhibiteur-4 est confirmée en comparant les valeurs
expérimentales des I1Cso dans le tableau 7 avec la valeur ICso de I'inhibiteur Co-cristallisation
SAG donc on peut dire que l'inhibiteur-4 a la plus petite valeur d’ICso = 0,06 £ 0,01 um, donc
il représente une meilleur inhibition par rapport aux autre inhibiteurs. Ce résultat expérimental
a été confirmé théoriquement. En conclusion on peut classer par ordre décroissant les dérivés
de I'indole selon leur pouvoir inhibiteur.

Inhibiteur-4 < Inhibiteur-1 < Inhibiteur-3 < Inhibiteur-2
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Conclusion

Méthodes de criblage virtuel sont régulierement et largement utilises pour le codt et le
temps de la découverte de médicaments. Il a été clairement démontré que I'approche utilisée
dans cette étude est de trouver de nouveaux inhibiteurs. L’inhibiteur-4, en particulier, a
montré une grande affinité avec un score de Moldock 151,007 contre la MAO-B.

Apres comparaison des résultats de I'étude theorique de I'inhibition de la MAO-B et
ceux de Il'étude expérimentale, on voit que les deux résultats sont compatibles pour
I'inhibiteur- 4.

Ce travail peut étre prolongé pour étudier les interactions récepteur-ligand et une
évaluation expérimentale de leur activité biologique qui aidera probablement a concevoir des
composés basés sur des techniques de criblage virtuel. Dans cette étude, il s’est avéré que
I'inhibiteur-4 présente une bonne activité pour la MAO-B , cette information peut conduire a
développer un nouveau médicament anti-parkinsonien.

I11-4.3. Résultat de la MAO-B (4CRT)

111-4.3.1. La procédure AUTODOCK Vina

Dans cette étape on a représenté la macromolécule (MAO-B) avec ses hydrogéenes
polaires ainsi que les charges partielles de tous ses atomes. Cette opération a été effectué avec
le logiciel UCSF Chimera [18] et son champ de force AMBERff03.r1. On remarque que la
MAO-B cristallise sous la forme d’un dimére. Nous avons simplifié le modéle de I'enzyme
par élimination des molécules d'eau et des hétéroatomes de la Co-cristallisation le modéle de
I'enzyme retenu est un monomere. La protéine ainsi préparée est enregistrée dans un fichier au

format mol2 (Figure 7).
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111-6.3.2. Calcul des grilles de potentiel

Pour augmenter la vitesse d’évaluation de 1’énergie du systéme, le récepteur
MAO-B (4CRT) est plongé dans une grille tridimensionnelle englobant largement le site actif
de la protéine étudiée et permettant la libre rotation du ligand dans ce site. La boite est alors
centrée sur le ligand et ses dimensions sont proportionnelles a la taille de ce ligand. Par
conséquent, il est nécessaire d’éditer ce fichier généré pour modifier les paramétres de
position et de dimensionner la boite afin de 1’ajuster au mieux a la région du récepteur que
I’on étudie. La boite est alors centrée sur le ligand et ses dimensions sont proportionnelles a la

taille de touts les ligands étudiés.

111-4.3.3. Les solutions d’amarrage

AutoDock Vina, unnouveau programme pour l'amarrage moléculaire et criblage
virtuel, AutoDock Vina réalise environ deux ordres de grandeur accélération par rapport a
logiciels d'accueil précédemment Auto Dock. Elle calcule automatiquement les cartes

quadrillées et les clusters [19].

Le programme AutoDock Vina implanté dans le logiciel UCSF Chimera a été concu

pour étre compatible avec le format de fichier de structure PDBQT utilisé pour AutoDock 4.

Les parametres d’un calcul d’AutoDock Vina sont :

» Les noms des fichiers contenant le récepteur et ligand.

» L’état initial du ligand (position, orientation et conformation aléatoire ou précisée) ;

» Dimensions de la grille a utiliser ;

» Enfin lancer le processus de Docking ;
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A la fin de chaque cycle d’exploration, AutoDock Vina enregistre la meilleure

interaction avec le ligand.

111-4.3.4. Préparation des inhibiteurs:

Les composés similaire de la coumarine (format 3D extension SDF) ont été
téléchargés a partir Pub Chem Project et ils sont représentés dans le tableaul. Ces structures
doivent vérifier la regle de Lipinski pour cela on a utilise le programme de pipeline KNIME

2.7.0 (http: // www. Knime.org / nceuds) (figure 18).

Scatter Plot

Hydrogen
SDF Reader Molecule to CDK Manipulator XLogP Row Filter
@ -
Mode 1 Node 2 MNode 3 Mode 4 Node 5

Figure 18: Pipeline de nceuds utilisés dans KNIME pour la préparation du criblage virtuel de

base de données.

La regle de 5 de Lipinski est en relation directe avec les propriétés biologiques
d'absorption, de digestion, de métabolisme et d'excrétion éventuelles des molécules étudiées.
La regle a été formulée par Christopher A. Lipinski en 1997, basée sur I'observation que la

plupart des médicaments sont relativement petites et lipophiles [20,21].
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La regle de Lipinski stipule que, en général, un médicament actif par voie orale doit

avoir cing critéres :

>

Un poids moléculaire (PM) maximum de 500g/mol.

Nombre d'angles de rotations (LF) <5,

LogP calculée (-2 <logP <5),

Le nombre de donneurs de liaisons hydrogene doit étre inférieur a 5 (DH) (OH ou

NH).

Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne doit étre inférieur a 10 (AH) (O ou N).

Le tableau suivant présente les résultats de la regle de Lipinski appliquée aux dérivés

de coumarine étudiés. Les résultats des prédictions des regles de Lipinski sont présentés dans

(tableau 8) pour tous les dérivés de coumarine la régle Lipinski est vérifiée.

84



Tableau 8: Résultats de la régle de Lipinski sur les différents composes de coumarine :

Ligands PM (g/mol) DH AH LogP Energies(u.a)
270.2369 3 5 2.414 -0.2144933
254.2375 2 4 2.82 -0.1450174
286.2363 4 6 2.16 -0.2820153
270.2369 3 5 2.9 -0.210901
254.2375 2 4 2.82 -0.1440558
254.2375 2 4 3.14 -0.1413305
302.2357 5 7 2.08 -0.3459077

CID 71335585
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111-4.3.5.Etude de docking moléculaire

Etudes d’amarrage moléculaires ont été réalisées avec UCSF Chimera qui est un
programme extensible pour la visualisation et I'analyse des structures moléculaires et les
données connexes, y compris des cartes de densité, des alignements de séquences, les résultats
d'accueil, et de dynamiques moléculaires trajectoires [22], interactives pour obtenir I'affinité
et mode de liaison des inhibiteurs du site actif de la MAO-B. L'optimisation de la géométrie
de la MAO-B a été réalisée en utilisant le champ de force AMBERff03.r1 [23] et par des
calculs dénergie AutoDock Vina implantées dans le logiciel UCSF Chimera
(www.cgl.ucsf.edu/chimera)[24]. AutoDock Vina, un nouveau programme pour l'amarrage
moléculaire et criblage virtuel, permet I'exécution des calculs ligand-récepteur. AutoDock
Vina utilise une méthode de gradient d'optimisation sophistiquée dans sa procédure
d'optimisation locale. Le gradient donne en fait l'algorithme d'optimisation d'un "sens de
I'orientation” a partir d'une seule évaluation [25] et un programme de simulation d’amarrage

de ligand flexible sur un récepteur rigide.

MAO-B est une cible importante pour le développement de nouveaux medicaments
contre la maladie de Parkinson. Les inhibiteurs correspondants sont actuellement explorés
comme médicaments potentiels pour le traitement clinique du MP [26], et sont utilisés aussi

pour soulager les symptémes ou ralentir la progression de la maladie de Parkinson (MP) [27].

La qualité des résultats d'amarrage peut étre affectée par la simplification du traitement
de structures protéiques en tant qu'entités rigides. la Flexibilité sélective des résidus est une
option disponible sur plusieurs outils moléculaires d'accueil [28], y compris Autodock Vina
utilisé dans ce travail, a été exécuté plusieurs fois pour obtenir différentes conformations
amarré, et utilisé pour analyser I'énergie d'accueil prévu. Les sites de liaison pour ces

molécules ont été sélectionnés sur la base de la poche enzymatique.
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Les interactions entre les différentes énergies de la MAO-B et différents inhibiteurs

sont calculées lors de I'amarrage moléculaire, ils sont présentés dans le tableau 9 suivant:

Tableau 9: résultats de docking moléculaire de différentes coumarines avec la MAO-B.

Compounds CID CID CID CID CID CID CID
11536337 | 44562470 | 52937587 | 54736541 | 12464343 | 54702662 | 71335585
Score -7.9 -7.1 -9.4 -7.6 -7.3 -6.1 -9.8
(Kcal/mol)

Figure 19: Complémentarité des complexes coumarines- MAO-B

(4CRT.pdb)

D'apres les résultats obtenus dans notre travail, il apparait que les valeurs obtenues sur
les énergies d'interaction de AutoDock Vina implantées dans le UCSF Chimera sont du méme
ordre de grandeur pour tous les inhibiteurs a I'exception de deux inhibiteurs: CID 52937587 et
CID 71335585.Ces derniers possedent une basse énergie similaire (-9.4 Kcal/mol,-9.8
Kcal/mol) donc des inhibiteurs les plus stable et présentent une bonne complémentarité

(figure 20).
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CID 52937587

CID 71335585

Figure 20: Meilleurs inhibiteurs de la MAO-B (CID 71335585 et CID 52937587).

Tableau 10: Les distances entre les sites acides aminés et les groupes actifs d'inhibiteurs

CID 71335585 et CID 52937587.

Compounds | Ile 199 lle 198 GIn206 Cysl72 | Tyr435 | Leul7l | Tyr 326
CID 2.689 2.921 3.176 2,599 1.612 3.101 3,370
71335585
CID 2.799 3.078 3.224 3.541 1.935 2.762 2.168
52937587

Nous avons mesuré les distances entre les groupes R de l'inhibiteur de la coumarine, et

les chaines d'acides aminés latérales qui forment le site actif et éventuellement d'autres

groupes de la chaine principale de l'enzyme responsable de l'interaction .

Les distances

mesurées varient entre 1,612 A et 3,541 A pour les deux complexes étudiés (tableau 10).




Selon les interactions de liaison hydrogéne des acides aminés du site actif de la
monoamine oxydase-B avec divers coumarines, on peut prédire les acides aminés qui forment
le site actif. La cavité enzymatiqgue monoamine-oxydase B est formée dans la séquence

suivante des résidus (figure 21): 11e199, lle 198, GIn206, Cys172, Tyr 435, Leul71, Tyr 326.

Figure 21: Résidus du site actif

Suite a I'apparition de résidus de sites actifs dans la plupart des interactions de liaison
hydrogene avec les différents coumarines, on peut en déduire qu'ils font partie de I'inhibition
de la monoamine oxydase-B. Le grand nombre d'interaction avec les résidus de sites actifs qui
conférent inhibiteurs CID 71335585 et CID 52937587 présente une meilleure

complémentarité.
111-4.3.6. Résultats des dimensions de la cavité enzymatiques

Notez que nous pouvons discuter de la complémentarité en augmentant ou en
diminuant la taille de l'intervalle de la poche du site actif, dans notre cas, la poche

enzymatique posséde une largeur de 11,35 A et une profondeur de 12 A.
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CID 52937587 CID 71335585

Figure 22: Dimensions de deux coumarines.

L'examen de la cavité enzymatique, et le calcule des distances entre les inhibiteurs R
et les chaines latérales des acides aminés constitutifs du site actif et des énergies calculées,
confirment que les inhibiteurs CID 71335585 et CID 52937587 avec les groupes OH
présentent une forte interaction de liaison hydrogéne et une meilleure complémentarité avec la
monoamine oxydase B. Les deux inhibiteurs CID 71335585 et CID 52937587 (Figure 22)

peuvent étre proposé pour un traitement naturel de la maladie de Parkinson durant le premier

stade.
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Conclusion

Méthodes de criblage virtuel sont régulierement et largement utilisées pour le colt et
le temps de la découverte de nouveaux médicaments. Les IMAO-B sont les médicaments les
plus importants pour la gestion clinique de la maladie de Parkinson. Il a été clairement
démontré que I'approche utilisée dans cette étude prouve que les deux nouveaux inhibiteurs
CID 71335585 et CID 52937587 ont montré une forte affinité d’énergie de liaison avec un
score de -9.8 et -9.4 kcal / mol, respectivement. Selon les critéres de la régle Lipinski, tous

les composés pourraient étre bon candidat pour le développement de médicaments.

Pour conclure, compte tenu des résultats obtenus dans ce travail, qui consiste a
I'élucidation de l'inhibition de la monoamine-oxydase B par les méthodes de modélisation
moléculaire, il semble que le CID 71335585 et CID 52937587 présenté probablement une

meilleure contribution a l'inhibition pour diminuer 1’évolution de la maladie de Parkinson.
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Conclusion genérale



Dans le cadre de I’étude des mécanismes régissant 1’évolution de la MP, nous nous
sommes intéressés aux interactions moléculaires entre les trois enzymes étudie et les déférents
inhibiteurs a 1’aide des méthodes de modélisation moléculaire. Les outils informatiques
retenus pour mener & bien cette étude sont la mécanique moléculaire, la dynamique
moléculaire et le Docking moléculaire.

Cette etude comprend trois chapitres :

Dans le premier chapitre, la MP qu'est une maladie neurodégénérative la plus
commune aprés la maladie d’Alzheimer .Elle est caractérisée d’un point de vue
neuropathologique principalement par la dégénérescence et la mort des neurones

dopaminergiques de la substance noire[1]. La MP est décrite par :

> Des géneralités sur cette maladie,

> Statistiques de la maladie,

» Historique de la maladie,

> Les facteurs de risque,

» Les symptdmes de la maladie,

> Traitement actuel de la maladie.

Dans le deuxieme chapitre, nous avons décrit des méthodes utilisables pour analyser
I’affinité d’une molécule organique ou synthétique pour une cible de nature protéique. En
particulier, nous avons montré ’intérét du docking [2] pour lequel il est primordial de
considérer la flexibilité du ligand. Nous avons également introduit la notion de mécanique
moléculaire est un outil puissant utilisé pour mieux comprendre les petits systéemes

moléculaires et pour répondre a certaines questions concernant la structure électronique de
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molécules [3].La définition du champ de force est aussi apportée, le champ de force
représente 1’une des approximations en modélisation moléculaire, et qui a pour objectif de
décrire des classes entieres de molécules avec une précision relativement probable [4], la
notion de dynamique moléculaire en amont du docking afin d’introduire 1’information de
variabilité structurale de la cavité. Par ailleurs, les fonctions de scoring ont été décrites ainsi

que la maniere dont I’information doit en étre interprétée.

Dans un troisiéme chapitre, est consacré aux résultats obtenus ainsi qu’a la
discussion et I’interprétation de ces derniers.

Nous avons pu élucider les mécanismes d'interaction entre les trois enzymes étudieés
et les déférents inhibiteurs par visualisation des différents types de liaisons faibles mis en jeu.
Les résultats montrent que pour la premiere étude de la COMT et des différents catéchols
¢tudiés , les valeurs obtenues relatives aux énergies d’interaction de Mol Dock Score et les
distances mesurées entre les groupements des inhibiteurs et ceux des chaines latérales dans les
deux cavité¢ sont du méme ordre de grandeurs pour tous les inhibiteurs a 1’exception la
catéchol-3 qui présent une meilleur inhibition pour ralentir I’évolution de 1’enzyme étudiée.

Dans la deuxiéme étude de la MAO-B et les dérivés d'indole 1’exploitation de
quelques données expérimentales en occurrence des ICso pour les structures des dérivés
d'indole choisis pour cette étude en se basant sur I’énergie d’interaction totale, montre un
accord acceptable pour I’inhibiteur-4. En effet, I’inhibiteur-4 " E=-151,007 Kcal / mol" et "
ICs0 = 0.06 £0.01" est plus actif que les autres inhibiteurs. L'interaction entre les inhibiteur-4
et Arg42 présenté une liaison hydrogéne formée entre I'atome d'azote de l'inhibiteur-4 et le
groupe hydroxyle en groupement d'acide carboxylique de Arg42.

La troisieme étude est consacré a la discussion des résultats obtenus a partir des

calculs effectués qui concerne 1’étude théorique de I’inhibition de la MAO-B et les dérivés
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coumarines. La discussion est basée sur les énergies d’interaction minimale des complexes

MAO-B - dérivés coumarines obtenus a 1’aide du programme AUTODOCK VINA.

L'examen de la cavité enzymatique, et le calcul des distances entre les inhibiteurs R et
les chaines latérales des acides aminés constitutifs du site actif et des énergies calculées,
confirment que les inhibiteurs CID 71335585 et CID 52937587 avec les groupes OH
présentent une forte interaction de liaison hydrogéne et une meilleure complémentarité avec la
monoamine oxydase B. Enfin, il est important de noter que les différents inhibiteurs de la
MAO-B testés par cette étude sont, en général, conformes aux critéres imposés par la regle de

Lipinski .

Pour conclure, au vu des résultats obtenus dans ce travail, qui consiste en 1’élucidation
de I’inhibition de la MAO-B par les méthodes de modélisation moléculaire dans le but de
découvrir de nouveaux médicaments antiparkinsonien , nous proposons les composés CID
71335585 et CID 52937587 comme nouveaux inhibiteurs potentiels de I’enzyme. Les deux

inhibiteurs seraient probablement les meilleurs pour ralentir 1’évolution de la MP.

CID 71335585 CID 52937587
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En persective

Ce travail n’est cependant pas encore terming, les prochaines étapes consisteront :

- A utiliser d’autres programmes de docking moléculaire, parmi les plus récents et les
plus performants, pour tester tous les inhibiteurs de différents enzymes étudiés jusqu’a présent
afin de proposer les meilleurs.

- A proposer des substitutions dans le but de découvrir de nouveaux inhibiteurs plus
efficaces de la MP.

- Enfin une étude expérimentale in vitro et/ou in vivo devra permettre de Vérifier
ensuite les résultats théoriques obtenus.

- Un autre aspect dont il faut tenir compte et qu’on ne peut le quantifier, est le
paramétre RMSD (Root Mean Square Deviation) entre deux conformations supposees.

- 11 faut tenir compte également de ’effet de solvant qui a été négligé dans notre

approche.
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Catechol-O-Methyltransferase and Catechol Derivatives

for Antiparkinson Drug

Wassila Soufi, Meriem Merad, Faiza Boukli, Fatima Lebbad and Said Ghalem”
Department of Chemistry, Faculty of Science, University of Tlemcen, Tlemcen 13000, Algeria

Abstract: Inhibition of the enzyme COMT (catechol-O-methyltransferase) is an important approach in the treatment of Parkinson’s
disease. A series of potent catechols for COMT may give insight to develop new ways of antiparkinson drug. COMT inhibitors
represent a new class of antiparkinson drugs, when they are coadministered with levodopa. Our goal of research is to study the
inhibition of catechol-O-methyltransferase by molecular modeling methods. Different molecular modeling tools are used to perform
this work (molecular mechanics, molecular dynamics and molecular docking (molegro virtualdocker)). The results obtained from this
work, into which the inhibition of catechol-O-methyltransferase by molecular modeling methods was elucidated, allow us to
conclude that different catechols presents a more optimised inhibition of catechol-O-methyltransferase. The results suggest reducing

the severity of Parkinson’s disease.

Key words: Parkinson’s disease, COMT, catechols, DFT (density functional theory), molecular docking, molegro.

1. Introduction

Neurodegenerative diseases of the human brain
encompass a diversity of disorders. The age dependent
neurodegenerative  diseases include
disease and Alzheimer’s disease [1], which are caused
by genetic and environmental influences [2] and lead
to the accumulation of protein aggregation thereby
causing  oxidative stress and inflammation.
Parkinson’s disease is characterized by progressive
loss of dopamine producing neurons in the substantia
nigra pars compacta, and results in a drastic depletion
of dopamine in the striatum, to which these neurons
project [3]. The discovery of PD (Parkinson’s disease)
genes has led to the hypothesis that misfolding of
proteins and dysfunction of the ubiquitin-proteasome
pathway are pivotal to PD pathogenesis [4].
Previously implicated culprits in PD
neurodegeneration, mitochondrial dysfunction and

Parkinson’s

*Corresponding author: Said Ghalem, Professor, research
fields: molecular modeling and docking study. E-mail:
s_ghalem2002@yahoo.fr.

oxidative stress, may also act in part by causing the
accumulation of misfolded proteins, in addition to
producing other deleterious events in dopaminergic
neurons:

» Parkinson’s disease begins after 70 years of
various clinical signs of this disease occur in young
people [5];

+ a evolution to dementia and the occurrence of
more frequent hallucinations;

« symptoms of dystonia, dyskinesia and motor
fluctuations appear to be less frequent on youth health.

COMT (catechol-O-methyltransferase) is a key
enzyme for inactivation and metabolism of catechols,
including dopamine, norepinephrine, caffeine and
estrogens. It plays an important role in cognition,
arousal, pain sensitivity and stress reactivity in
humans and in animal models. The human COMT
gene is associated with a diverse spectrum of human
behaviors and diseases from cognition and psychiatric
disorders to chronic pain and cancer [6]. COMT
inactivates catecholamines, and a G to A substitution
in codon 108 in the soluble COMT mRNA (or codon
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158 in the membrane-bound form) [7] substitutes
methionine for valine and alters enzyme activity.

The dopamine system is known to modulate brain
function in an inverted U-shaped manner. Recently,
the functional networks of the brain were categorized
into two systems, a “control and a
“processing system”. However, it remains unclear

system”

whether the inverted U-shaped model of dopaminergic
modulation could be applied to both of these
functional systems [8]. The L-Dopa (dopamine
precursor levodopa) is proved to be a powerful drug
for Parkinson’s disease. To increase the action of
L-Dopa and to control the catabolism of L-Dopa, the
adjuvant like inhibitors of peripheral AADC (l-amino
acid decarboxylase), COMT or MAO B (mono amine
oxidase B) can be supplemented [9]. The
characteristic perturbations in the metabolome could
be used as the marker for disease diagnosis [10]. In
order to overcome the side effects of synthetic drugs,
the catechols can be used as substitutants. Therefore,
the present study focused to screen the catechols for
the inhibition of COMT using molecular docking
studies.

2. Materials and Methods
2.1 Preparation of Ligand Structures

The found structures were optimized at DFT
(density functional theory) level wusing hybrid
functional density B3LYP (Becke 3-parameter
(exchange), Lee, Yang and Parr (correlation; density
functional theory)) with 6-31G basis (Gaussian 03) [11].

Catechol-1 is the basic structure of our inhibitor

(Fig. 1).

2.2 Preparation of Protein Structure

The downloading of COMT was made from the
data base Bookhaven Protein Data Bank
(www.rcsh.org/pdb) [12] (access code 1H1D) [13]. It
is co-crystallized with inhibitors-adenosylmethionine.

The three-dimensional structure of COMT was
obtained by X-ray diffraction with a resolution (2 A).
It is noted that the COMT crystallizes as a monomer
(Fig. 2), with 214 residues and 1,680 atoms. With the
reducing effect of molecular modeling, we simplified
the model of the enzyme by removing water
molecules. This allowed us to obtain the model shown
in Fig. 3.

2.3 Energy Minimization Using Swiss PDB (Protein
Data Bank) View

MVD (molegro virtual docker) is a fast and flexible
docking program that gives the most likely
conformation of ligand binding to a macromolecule.
MVD allows you to minimize a protein with respect to
itself and other structures in the workspace. The
minimization is performed using a fairly simple force
field (it uses the PLP (piecewise linear potential))
potentials for steric and hydrogen bonding
interactions, and the coulomb potential for the
electrostatic forces. Initially the objectives proposed
by Gehlhaar et al. [14] and later taken up and
extended by Schulz et al. [15]. The scoring function
was further improved to include new charge schemes
and hydrogen bonding term.

0 Catechol-2

Catechol-3 Catechol-4

«Attractor»

-NO; «Attractor» by -NH, |-NO, «Attractor» by -HSO3 |-NO, «Attractor» by -Cl
«Donor» and -CF3

«Attractor» and -CF;
«Attractor» by -COOCH;

«Donor» and -CF3
«Attractor» by -C,Hs
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|by -CHj3 «Donor»

|«Attractor» |<<Donor» |

Fig. 1 Catechol derivatives.

(b)

Fig. 3 Simplified model of COMT.

2.4 Molecular Docking Study

Docking studies were performed using the MVD
2011 [16-18] program, graphical-automatic software
(http://molegro.com/mvd-product.php) that handles all
aspects of the docking process from preparation of the
molecules to determination of the potential binding
sites of the target protein, and prediction of the
binding modes of the ligands. The protein COMT was
prepared for molecular docking by adding all

hydrogen atoms using standard procedures. The water
molecules and other heteroatoms were deleted. The
binding energy was observed for each ligand protein
complex.

In this study, molecular docking studies were
carried out using MVD docking program, to get the
favorable binding modes for compounds within the
active site of COMT.

3. Results and Discussion

Molecular docking simulations were used to
investigate possible binding modes of catechols
inhibitors studied within the active site of COMT.
Several plausible binding modes were detected and
were ranked on the basis of their MolDock score.

In MVD, selected parameters were used for the
guided differential evolution algorithm: number of
runs = 10, population size = 50, maximum iterations =
1,500 and the energy threshold = 100. A grid
resolution of 0.30 A was set to initiate the docking
process.

To obtain better potential binding sites in the
COMT, a maximum of five cavities was detected using
default parameters. The volume and surface area
details were given as Table 1. The volume of cavity 1
(38.4 A% was found to be higher than the other
cavities, also we found that the reference ligand of
COMT s fixed in cavity 2 (14.336 A®). Out of the
detected cavities, cavities 1 and 2 were selected for
further studies (Fig. 4).

Molecular docking simulations were used to
investigate possible binding modes of catechols
inhibitors studied within the active site of COMT.
Several plausible binding modes were detected and
were ranked on the basis of their MolDock score. The
docking results of the four catechols inhibitors with
COMT in the both cavities are listed in Table 2, which

Table1 Chemical properties of our cavities.
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Cavities Volume (A3 Surface area (A?)
Cavity 1 38.4 1384

Cavity 2 14.336 57.6

Cavity 3 11.776 53.76

11.264
5.12

55.04
26.88

Cavity 4
Cavity 5

/
A\
Fig. 4 Presentation of the two cavities identified by MolDock (cavity 1 and cavity 2 indicated by ellipses).
Table 2 Docked results and interacting residues in the both cavities.
Cavity 1 Cavity 2
Inhibitor  MolDock H-bond Interacting amino acid MolDock |, Interacting amino acid
score residues of COMT score residues of COMT
GIn120, Gly66, Met40, GIn120, Gly66, Met40,
Catechol-1  -164.119  -6.65058 Arg146, Aspl169, Glu199, -171.977  -10.669 Arg146, Asp169, Glu199,
Asnl170, His142 Asnl170, His142
Ser119, Gly117, Gly66, Ser119, Gly117, Gly66,
} ) ) Met40, Asp141, Aspl169, _ ) Met40, Asp141, Aspl69,
Catechol-2 -175.426  -4.79247 11199, Asn170, His142, 172171 89397 1199, Asn170, Hisl42,
Trpl43 Trp143
Ser119, Gly117, Gly66, His142, Met40, Gly66,
Catechol-3 -185.808 -9.34374 Met40, Aspl41, Aspl69, -192.180 -10.9178 Aspl41, Aspl69, Glul199,
Glu199, Asn170 Asnl170, Trpl43, Lys144
Gly66, Asp141, Asp169, Gly66, Asp141, Met40,
Catechol-4 -167.466  -7.51661 Glu199, Asn170, Lys144, -170.138 -8.83215 Glu199, Asn170, Aspl69,

His142, Trp143

Trpl43

presents the interaction energy between the ligand and
protein, MolDock score and hydrogen bond energy of
each ligand.

The docking results are listed in Table 2, and
receptor-ligand interactions are demonstrated in Fig.
5. In these docking experiments, all selected ligands
were able to bind with COMT in both cavities. It is

noted for two cavities that catechol-3 showed the
highest binding affinity at -185.808 kcal/mol in the
cavity 1 and -192.180 kcal/mol in the cavity 2. If we
compared between the two cavities, it was noted that
catechol-3 for example (Fig. 5) in the cavity 2
establishes multiple interactions enzyme-substrate,
which gives it great stability. For these reasons, we
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can deduce that cavity 2 is more favorable than binds within the active site of COMT with binding
cavity 1. free energy, which was higher than that found for
Rescoring of these docked results using molegro
revealed that catechol-1, catechol-2 and catechol-4

Fig. 5 The binding mode between catechol-3 with binding site of COMT in both cavities (coarse black line: H-bond
interactions, thin black line: steric interactions).

] SN . 4" A, g .,
‘“ C \‘\1 - ) \ Nmﬁ 40 ?
avity 1 . " Tyr6s ’ p .
; . : _ . ) . , Cavity 2

(@) (b)
Fig. 6 The interaction models between COMT and catechol-3 ( cavity 1 and cavity 2).

catechol-3. The mode of attachment of the catechol-3 and inhibitors:

is located in the active site of COMT is provided in We measured distances between inhibitors groups

the two cavities in Fig. 6. of side chains responsible for interaction of different
The distances between the active site amino acids catechols in both cavities as shown in Table 3.
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We measured the distances between the groups
(R) different catechols and side chains of amino
acids forming the active site and possibly other
groups in the main chain of the enzyme responsible
for the interaction (which may cause a conformation

favorable to a high complementarity resulting in
consistent activity). The measured distances vary
between 2.55 A and 3.24 A for all complexes studied.

Table 3 Distances between the amino acids of the active site and groups of inhibitors in both cavities.

Cavity 1
Distances (A) Glyll7  Gly66 Met40 Glu199  Aspl69  Serll9  Aspldl  Hisl42  Asnl70
Catechol-1 - 3.03 2.52 2.89 3.10 - - - 3.05
Catechol-2 - 3.19 3.19 2.93 3.10 2.76 3.00 - 3.09
Catechol-3 2.55 3.09 297 3.19 3.04 2.60 3.01 - 2.98
Catechol-4 - 3.17 2.71 3.19 - 3.12 2.97 3.05
Cavity 2
Distances (A) Glyll7  Gly66 Met40 Glu199  Aspl69  Serll9  Aspldl  Hisl42  Asnl70
Catechol-1 - 3.03 2.52 2.89 3.10 - - - 3.05
Catechol-2 - 3.19 3.19 2.93 3.10 2.76 3.00 - 3.24
Catechol-3 - 2.77 3.04 2.83 2.63 - 3.06 3.16 2.76
Catechol-4 - 3.17 - 2.71 3.20 - 3.12 2.97 3.05
The interactions between 2.5 A and 35 A are .
: . 4. Conclusions
considered high and those between 3.1 A and 3.55 A
are assumed averages. Interactions greater than 3.55 A Three-dimensional  structure of COMT was

are weak or absent [19].

In light of the results, it appears that the
introduction of bulky groups causes a conformational
rearrangement within the active site pocket, which
probably will increase the complementarity and
consequently the activity.

Hydrogen bonding interactions with Asp (acide
aspartique)169, Glu (acide glutamique)199 and Asn
(acide asparagine)170 were detected, which may
suggest the influence of the catalytic triad in the
COMT inhibition mechanism by the different
catechols in both cavities. We confirmed that, in four
docking models, Aspl169, Glul99 and Asnl70 form
these kinds of hydrogen bondings. These interactions
caused to move inhibitors in docking models of
COMT. There are not yet known biological evidences
or experimental data to support these phenomena.
Therefore, it can be assumed that these charged
environments can play important roles to help ligands
to be fixed and to overcome the binding site exposure
in COMT.

determined by comparative homology modeling.
From the result of ligand docking for four COMT
inhibitors, four models were energetically favorable.

To conclude, given the results obtained in this
work, which consists in the elucidation of the
inhibition of COMT by the methods of molecular
modeling, it appears that the catechol-3 presents
probably a better contribution to inhibition by other to
slow the progression of Parkinson’s disease.
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Abstract:

Monoamine oxidase (MAQ) is an important drug target for the treatment of neurological disorders .MAO-B is an enzyme which
decomposes naturally chemicals in the brain. MAO-B inhibitors, are considered useful in the therapy of Parkinson’s disease since
oxidation by MAO-B represents a major catabolic pathway of dopamine in the central nervous system . A series of indole derivatives
were synthesised and evaluated as inhibitors of MAO-B, In general, the derivatives were found to be selective MAO-B inhibitors with
IC50 values[1]. In our work, the interaction between bioactive structures will be studied by methods of molecular modeling (MM,
DM, Docking).We conclude that these indole derivatives are promising reversible MAO-B inhibitors with a possible role in the
treatment of neurodegenerative diseases such as Parkinson’s disease (PD).

Keywords: Parkinson’s disease (PD), Monoamine oxidase (MAQ), indole derivatives, molecular modeling (MM, DM, Docking,

Molegro).

1. Introduction

Parkinson’s disease is a neurodegenerative movement
disorder characterized by loss of midbrain dopaminergic
neurons leading to motor abnormalities and autonomic
dysfunctions. Despite intensive research [2], The etiology
of Parkinson’s disease remains poorly understood leaving
us with no effective therapeutic options, although several
lines of study have pointed to either genetic (e.g., Parkin
or LRRK2) or environmental (e.g., pesticides, other
xenobiotics) origins [3,4]. Parkinson's disease (PD) is
characterized by damage, elective initially dopaminergic
neurons of the substantia nigra (SNc) [5]. The main
histological lesions associated with neuronal loss is the
presence of intraneuronal inclusions (Lewy bodies)
composed primarily of aggregated alphasynucléine. The
SNc neurons were dopaminergic projections to the
striatum and participate in the system of motor control
extrapyramidal said. This is the dopaminergic denervation
of the striatum is responsible for classic motor signs of
PD (resting tremor, hypertonsie and akinesia)
[6].Currently, PD symptoms can be improved using
dopamine replacement strategies (levodopa treatment)
and monoamine oxidase B (MAO-B) inhibitors
(selegiline or rasagiline) which reduce the breakdown of
dopamine in the brain [7].

Monoamine oxidase (MAO) is a flavin-containing
enzyme located on the outer mitochondrial membrane .Of
interest to PD is that MAO-B inhibitors have been used
successfully to treat Parkinson’s patients by raising the
levels of dopamine [8]. The MAOs have been drug targets
for numerous decades and inhibitors of these enzymes are
used primarily to treat neuropsychiatric syndromes.[9]
MAO-B inhibitors, in particular, are considered useful in

the therapy of Parkinson’s disease since oxidation by
MAO-B represents a major catabolic pathway of
dopamine in the central nervous system. MAO-B
inhibitors conserve the depleted dopamine stores in the
parkinsonian brain and enhance the elevation of dopamine
levels after administration of levodopa, the metabolic
precursor of dopamine [10]. In fact, interest in selective
MAQO-B inhibitors has increased in recent years due to
their  therapeutic  potential in  aging related
neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease
(AD) and Parkinson’s disease (PD) [11].

2. Materials and Methods
2.1. Preparation of ligand structures

In this study, we used of indole derivatives which are
synthesized [12]. As shown in figure 1 .The found
structures were optimized by DFT level using hybrid
functional density B3LYP with 6-31G basis (Gaussview 2.1).
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2.2 Preparation of protein structure

The downloading of monoamine oxidase B was made
from the data base Bookhaven Protein Data Bank (access
code 2V5Z) [1] it is co-crystallized with the selective
inhibitor safinamide (Figure 1).

Figure 1: The dimerous form of monoamine oxidase B
The three dimensional structure of monoamine oxidase B
was obtained by X-ray diffraction with a resolution
(1.60A).Note that the monoamine oxidase B crystallizes
in the dimer form (Figurel), with 993 residues and 7911
atoms. With the reducing effect of molecular modelling,
we simplified the model of the enzyme and retained only
one monomer (Figure 2).

Figure 2: Simplified model of monoamine oxidase BMolecular
Docking study:

The docking scoring function of MolDock that we use is
based on a piecewise linear potential (PLP) introduced by
Gehlhaar et al [13] and further extended in GEMDOCK
by Yang et al [14]. The scoring function was further
improved to include new charge schemes and a hydrogen
bonding term.

Molegro virtual dockers explore the full range of ligand
conformational flexibility with partial flexibility of the
protein. Docking procedure consisted of three interrelated
components; Identification of binding site ; A search
algorithm to effectively sample the search space (the set
of possible ligand positions and conformations on the
protein surface) and A scoring function or energy
calculation software [13].

3. Results and discussion

MAO-B is an important target for developing new drugs
against PD. Corresponding inhibitors are currently being
explored as potential drugs for the clinical treatment of
PD [15].

Inhibitors of MAO-B are used to relieve symptoms or
slow the progression of Parkinson’s disease (PD) [16].
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Molecular docking was carried out and the top poses
docked at the active site region of the protein are shown
in (Table 1). In post docking analysis, it is observed that
compounds inhibitor-1 and inhibitor-2 have higher
MolDock score as shown in (Table 1). MolDock score is
derived from the PLP scoring functions with new
hydrogen bonding term and new charge schemes [13].
The ligand—protein interaction energy analysis (H-bond
energy) was calculated in order to get a better
understanding of the variations between the binding mode
of each compound and the molecular factors responsible
for the activity.

Rescoring of these docked results using Molegro,
revealed that inhibitor-1, inhibitor-2, and inhibitor-3 binds
within the active site of MAO-B with binding free energy
of -140.651, -131.305 and -140.575Kcal/mol respectively,
that was higher than that found for inhibitor-4. -151.007
Kcal/mol. The binding mode of inhibitor-4 is within the
active site of MAO-B is shown in Figure 3.

The docking results of the four inhibitor complexes are
listed in Table 1

Table 1: Docking results

Inhibitors MolDock Hbond
Score
; Y@ -140.651 -
%i©/ X 4.00886
inhibitor-1
~131.305 0
Z
<y
" inhibitor-2
é 140,575 -0.0169
W |
<X
" inhibitor-3
~151.007 -0.3078
inhibitor-4

Figure 3: The predicted binding orientation of inhibitor-4 in the active
siteof MAO-B (2VV5Z.pdb)

Interactions between inhibitors and Arg42 are shown in
Figure 4, represented the possible region for Arg42 to be
a hydrogen bonding acceptor. We confirmed that in four
docking models Arg42 forms these kinds of hydrogen
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bonding. These interactions caused to move inhibitors in
docking models of MAO-B.
Inhibitor-4 is the most potent and selective MAO-B
inhibitor identified in this study, it can be concluded that
the addition of an additional chlorine substituent to the
phenyl ring is a suitable strategy to enhance binding
affinity to the MAO-B active site.

Table 2: Experimental 1C50 values of various ligands [1]:

compounds IC50 (u M)
Inhibitor-1 3.84+0.75
Inhibitor-2 18.82 +3.28
Inhibitor-3 9.83 +1.63
Inhibitor-4 0.06 £0.01

The IC50 value of the inhibitor with the co-crystallization
is SAG 80 + 98 nM. The reliability of the inhibitor-4 was
confirmed by comparing the experimental values of IC 50
in Table 2 with the IC 50 value of the inhibitor co-
crystallization SAG so we can say that the inhibitor-4 the
smallest value of IC 50 = 0.06 £ 0.01uM, inhibitor-4 thus
has a better inhibition compared to other inhibitors.

4. Conclusion:

Virtual screening methods are routinely and extensively
used to reduced cost and time of drug discovery. It has
been clearly demonstrated that the approach utilized in
this study is successful in finding of novel inhibitors
Inhibitor-4, in particular, showed high binding affinity
with a Moldock score of -151.007 kcal/mol against
monoamine oxidase B.

After comparing the results of the theoretical study of the
inhibition of monoamine oxidase B and those of the
experimental study, we see that the two results are
consistent for inhibitor-4.Further, work can be extended
to study the receptor-ligand interactions experimentally
and evaluation of their biological activity would help in
designing compounds based on virtual screening
techniques. In this study we have demonstrated that of
inhibitor-4 is important for MAO-B activity and this
information may give insight to develop a novel
antiparkinson drug.
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La recherche en biologie ne peut, actuellement, se passer des outils informatiques pour traiter
les données produites et optimiser ses avancees .L’un de ces outils est la modélisation
moléculaire et plus précisément I’arrimage moléculaire (plus souvent connu sous le terme
"docking™). L’emploi initial du "docking" moléculaire a été de prédire et reproduire des
complexes protéine-ligand. Le docking est a base de |a reconnaissance moléculaire et du type
de I’interaction. A chaque protéine cible de structure connue le docking se révéle étre la clé
dans |e design de nouveaux médicaments.

Notre travail consiste a étudier I’inhibition des déférents enzymes impliquée dans (la
maladie de Parkinson)MP avec des déférents inhibiteurs par les méthodes de modélisation
moléculaire. On a choisi deux programmes de docking moléculaire pour notre travail:
Molegro Virtuel Dock et Auto Dock Vina.

Mots clés : Maadie de Parkinson, coumarines, dérives indoles, catéchols, modélisation
moléculaire.

Biological research can currently happen computer tools to process the data produced
and optimize its advanced. One of these tools is the molecular modeling and molecular
docking specifically (usually known as the "docking ). The initial use of the "docking" to
predict molecular was reproducing and protein-ligand complexes. The docking is the basis of
molecular recognition and the type of interaction. For each target protein of known structure
the docking provesto be the key in the design of new drugs.

Our work is to study the inhibition of enzymes involved in deferent Parkinson's
disease with deferent inhibitors by the methods of molecular modeling. Two molecular
docking programs were selected for our work: Molegro Virtual Auto Dock and Dock Vina
Our work is to study the inhibition of enzymes involved in deferent Parkinson's disease with
deferent inhibitors by the methods of molecular modeling. Two molecular docking programs
were selected for our work: Molegro Virtual Auto Dock and Dock Vina.

Keywords: Parkinson's disease, coumarin, indole derivatives, catechols, molecular
modeling.
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