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Toute vie dépend du bon fonctionnement d’une grande variété de catalyseurs organiques ou
enzymes. Les structures biologiques correspondent a des fonctions bien définies et la vie d’un

organisme dépend du rdle des structures biologiques.

La maladie d'Alzheimer est a I'origine d'un important déficit cholinergique, neurotransmetteur
particulierement impliqué dans la mémorisation et dans I'attention.

Un des moyens d'augmenter I'activité du systéme cholinergique est d'éviter la dégradation de
I'acétylcholine en bloquant la cholinestérase.

Les inhibiteurs d’acétylcholinestérases (tacrine, donepezil, rivastigmine, galantamine), de la
famille des cholinergéniques, ont pour action de ralentir ’activité¢ des acétylcholinestérases
pour maintenir un taux élevé d’acétylcholine, fortement réduit chez les personnes atteintes de

la maladie d’Alzheimer.

Notre travail consiste a étudier 1’inhibition de 1’acétylcholinestérase par des dérivés
pyrazoliques par Docking moléculaire qui est une des méthodes de la modélisation

moléculaire.

Avec le développement des outils informatiques, 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 ) 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 composés 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 @.

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 evaluée par une fonction de score en termes de



complémentarité de surface, d’interaction électrostatique, de répulsion de van der Waals ... De
maniere générale, le protocole de docking peut étre décomposé de la fagon suivante :

= représentation du systeme

= procédure de recherche (searching)

= criblage par fonction de score (scoring)

Le but principal de ce travail est une initiation au docking moléculaire qui est une des
méthodes de la mécanique moléculaire qui permette de simuler les interactions entre
protéines et ligands. Pour étudier ces interactions, nous avons choisi un programme de
docking moléculaire qui est Autodock vina implanté dans UCSF Chimera (Version 2013). Ce
programme a été développé 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.

Le premier chapitre de ce travail chapitre est réservé a un rappel sur les enzymes et
particulierement 1’acétylcholinestérase ainsi qu’un apercu sur I’intérét biologique des
composés pyrazoliques.

Dans le deuxieme chapitre de ce travail, nous avons donné un apercu sur les différentes
méthodes de la modélisation moléculaire (méthodes quantiques et méthodes non-quantiques).
Dans le troisieme chapitre, nous avons présenté les résultats de 1’étude de 1’interaction entre
I’acétylcholinestérase et des dérivés pyrazoliques par le programme Autodock vina implanté
dans UCSF Chimera. Pour cette étude, on s’intéresse a déterminer le mode d’interaction du
complexe pour la fixation des différents inhibiteurs de cette enzyme, avec une meilleure
complémentarité et en calculant 1’énergie d’interaction du complexe formé. Le complexe qui
a D’énergie d’interaction la plus faible présentera une meilleure activité et par la suite une

meilleure inhibition @),



ENZYMES ET DERIVES PYRAZOLIQUES



LES ENZYMES
I.1.1. Introduction

Les organismes vivants sont le si¢ge d’un grand nombre de réactions biochimiques
trés diverses. Ces réactions s’effectuent dans des conditions « douces » ou, hormalement, elles
seraient tres lentes.

Si elles ont lieu, c’est parce qu’elles sont catalysées par des macromolécules biologiques : les
enzymes.

Les enzymes sont des protéines qui jouent le réle de catalyseur cellulaire. Elles sont
constituées des milliers d’acides aminés liésen une chaine linéaire. Ces acides aminés
different dans leur nature chimique, sont liés entre eux par des liens covalents appelés liens
peptidiques. Un catalyseur est une substance qui modifie la vitesse d’une réaction chimique
mais qui se retrouve inchangée a la fin de la réaction. En termes plus techniques, Un

catalyseur est une substance qui abaisse 1’énergie d’activation d’une réaction chimique.

Une enzyme est une protéine fabriquée par l'organisme qui permet l'activation ou
I'accélération de réactions chimiques. Il en existerait environ 15.000 protéines chez I'nhnomme.
Ces enzymes jouent un réle dans toutes les fonctions, comme la digestion avec des enzymes
intervenant des le stade buccal comme les amylases contenues dans le suc sécrété par
les glandes salivaires puis les différentes enzymes digestives qui décomposent les grosses
molécules en substrats plus petits qui pourront étre incorporés par l'organisme. D'autres
enzymes ont des réles dans la purification du sang, I'élimination de substances toxiques... En
cas d'absence ou de déficit en une enzyme de l'organisme, la fonction exercée est défaillante :

on parle d'enzymopathie.

L'enzyme, lors de son interaction avec le substrat, modifie la réactivité moléculaire en
formant un complexe enzyme-substrat, elle forme un état intermédiaire. Il existe en effet au
sein de ces structures en 3D, que sont les enzymes, des sites de fixation ou le substrat se fixe
et des sites de réaction (ou catalyse) ou la réaction est facilitée. Ces sites sont constitués de
radicaux d'acides aminés formant la chaine protéique de I'enzyme. Ces acides aminés
rapprochés grace au repliement dans l'espace de la chaine protéique forment le site actif.
Donc, I'enzyme facilite la réaction du substrat en diminuant I'énergie d'activation, ceci en

passant par un ou plusieurs états intermediaires.


http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/27994-proteine-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/15785-digestion-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/17906-glande-salivaire-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/35670-enzyme-digestive-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/42891-substance-toxique-definition

Selon les réactions catalysees, les enzymes peuvent étre classees en six grandes
catégories : Oxydoréductases, Transférases, Hydrolases, Lyases, Isomérases et Ligases. Et on
peut distinguer trois catégories d'enzymes : Les enzymes métaboliques, les enzymes

digestives et les enzymes alimentaires.

1.1.2. Le Site Actif
L’activité des enzymes est liée a la présence dans leur structure d’un site particulier
appelé le site actif qui a la forme d’une cavité ou d’un sillon.
Le site actif d’une enzyme est la région privilégi¢ée de 1’enzyme qui interagit avec le
substrat .Les acides aminés du site actif peuvent étre divisés en deux groupes :
e Ceux qui interviennent a la reconnaissance spatiale du substrat, en formant avec lui
des liaisons non-covalentes (site de fixation).
e Ceux qui participent a la transformation chimique du substrat en produit (site
catalytique).
Le placement des fragments (atomes) dans le site actif est basé sur le principe de
complémentarité stérique et électronique entre ligand et récepteur.
Les enzymes jouent le réle centrale dans la régulation des processus biologiques, elles ont

souvent besoin de cofacteurs qui sont indispensables pour le déroulement de la réaction.

1.1.3. Les Cofacteurs

Le cofacteur est un corps chimique intervenant obligatoirement dans une réaction
enzymatique pour transporter ou compléter un substrat, accepter un produit et comme
participant a la structure de I’enzyme. Les cofacteurs peuvent étre organique (flavine, heme)
ou inorganiques (ion métallique, fer, soufre)
Certaine cofacteurs sont des molécules plus complexes synthétisées par les cellules nous les

appellerons coenzymes.

1.1.4. Les Coenzymes
Les coenzymes sont des molécules organiques non protéiques bien plus petites que les
monomeres protéiques, ils comportent généralement dans leur structure des hétérocycles.
Parmi lesquels on distingue :
e Les groupements prosthétiques : liés par covalence a 1’opoenzyme (enzyme inactive

sans cofacteur).



e Les Co-substrats ou coenzymes libres car facilement liés & la protéine, et fixés
réversiblement au site actif par des liaisons faibles.
Les cofacteurs sont des molécules que I’organisme fabrique a partir des vitamines que nous

obtenons principalement par 1’alimentation.

1.1.5. Les Effecteurs

Les ligands qui peuvent modifier la vitesse de la réaction sans étre des cofacteurs
indispensables, nous les appellerons effecteurs. Les effecteurs peuvent étre des molécules ou
des atomes quelconques, minéraux ou organiques. Ceux des effecteurs qui accélérent la
réaction sont les activateurs et ceux qui la ralentissent sont les inhibiteurs.
La modulation (inhibition ou activation) de I'activité enzymatique est un mode de régulation
primordial de soies métaboliques dans la cellule, d'autant que les inhibiteurs naturels sont

multiples : antibiotiques, toxines, drogues, poisons....

1.2. Inhibition Enzymatique

Un inhibiteur enzymatique est une substance se liant a une enzyme et qui en diminue
I’activité. Il peut empécher la fixation du substrat sur le site actif en se fixant a sa place et
rendre 1’enzyme moins active.

L’inhibiteur des enzymes joue un role important dans le controle des mécanismes
biologiques des voies métaboliques. La liaison d’un inhibiteur peut empécher un substrat de
se fixer au site actif de ’enzyme.

L'inhibition de I'enzyme peut étre classée en deux catégories principales : inhibition
réversible et inhibition irréversible, selon que I'élimination de Il'inhibiteur restaure ou non

I'activité initiale de I'enzyme.

1.2.1. Inhibition Enzymatique Réversible
L’activité enzymatique peut étre retrouvée en enlevant 1’inhibiteur
Les inhibiteurs réversibles sont classés en :

= |nhibiteur compétitif,

= Inhibiteur non compétitif,

= Inhibiteur incompétitif.


http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/Zsuite/3BiochMetab/6RegulGlycolyse/1RegulGLYCOLYSE.html
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/Zsuite/3BiochMetab/6RegulGlycolyse/1RegulGLYCOLYSE.html
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/Zsuite/6BiochMetabSUITE/2MetabolismeSecondaire/1MetabolismeSecondaire.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/Zsuite/1Respiration/Z999suite/5ConclusionRESPIR/1ConcRESPIR.htm#Decouplant

Inhibiteur compétitif : (fixation exclusive) L’inhibiteur ressemble au substrat et entre
en compétition avec lui pour s’introduire dans le site actif. ©

Type d’inhibition rencontrée le plus fréquemment;

L’inhibiteur est trés similaire au Substrat (i.e. analogue structurel)

L’inhibiteur et le substrat sont en compétition pour le méme site de liaison sur

I’enzyme: le site actif (figure 1)

Competitive

Substrate
\ inhibitor \

Figure 1

Inhibiteur non-compétitive : (fixation non exclusive) peut se fixer sur I’enzyme [E]
et sur le complexe Enzyme-Substrat [ES] (mais n’est pas en compétition avec le
substrat [S] pour sa fixation a I’enzyme) il ne peut étre déplacé par augmentation de la
concentration du substrat [S]. )

- L’inhibiteur (I) et le substrat (S) lient des sites différents sur I’enzyme (E);

- La liaison de I’inhibiteur (I) sur I’enzyme E n’affecte pas la liaison de S sur E (et vice

versa); (figure 2)

Substrate Substrate
\ Noncompetitive \

¥ T

Figure 2
Inhibiteur incompétitif : Un inhibiteur incompétitif ne se fixe que sur le complexe
ES (le site de fixation de | est induit par celle de S). @
- | peut seulement lier le complexe Enzyme-substrat (ES), pas 1’enzyme libre (figure 3).



Uncompetitive

Substrate \ Substrate \' f inhibitor

$

Figure 3

1.2.2. Inhibition Enzymatique Irréversible
Les inhibiteurs irréversibles lient ’enzyme de maniére covalente et 1’inactivent de fagon

permanente.

1.3. L’Acétylcholinestérase
L’acétylcholinestérase est une enzyme naturellement présente chez I'homme qui
entraine la destruction de l'acétylcholine, évitant ainsi une action excessive de celle-ci
(régulation).
En biochimie une cholinestérase est une enzyme qui catalyse la réaction d'hydrolyse
d'un ester de la choline (acétylcholine, butyrylcholine) en choline et en acide acétique. En
physiologie, cette réaction est nécessaire pour permettre aux récepteurs cholinergiques de

revenir a leur état de repos apres activation.

L'importance de I'acétylcholinestérase (AChE) dans la transmission de I'influx nerveux
et les conséquences de son inactivation, principalement avec certains gaz neurotoxiques, les
pesticides et les métaux lourds sont bien connus ©)- Ces derniéres années, les biocapteurs
basés sur le principe de l'inhibition de I'AChE ont été largement rapportés pour une gamme

d'inhibiteurs, tels que des pesticides, des médicaments et des neurotoxines. (1911

Le terme de cholinestérase a été proposé en 1932 pour décrire une enzyme capable
d’hydrolyser I’acétylcholine®?. Quelques années plus tard, des commissions internationales
de nomenclature biochimique ont entériné 1’existence de deux formes distinctes de ChE qui
différent par leur origine, leur structure, leur spécificit¢ d’action et leur fonction

physiologique.


http://www.doctissimo.fr/principe-actif-12286-CHLORURE-D-ACETYLCHOLINE.htm
https://fr.wikipedia.org/wiki/Biochimie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Enzyme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Catalyseur
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrolyse
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ester
https://fr.wikipedia.org/wiki/Choline
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ac%C3%A9tylcholine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Choline
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_ac%C3%A9tique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Physiologie
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9cepteur_(biochimie)

I. 3.1. Réle Physiologique et Structure de I’acétylcholinertérase

L’AChE est exprimée dans de nombreux tissus, mais c’est a la jonction neuromusculaire
ou dans les synapses reliant certains neurones qu’elle remplit son rdle le mieux connu.
Une synapse cholinergique fonctionne schématiquement en quatre temps. Le
neurotransmetteur, 1’Acétylcholine (ACh), est d’abord libéré, diffuse a travers la fente
synaptique, se lie réversiblement au récepteur nicotinique et est finalement hydrolysé (Figure
4). C’est lors de cette derniére étape qu’intervient I’AChE. Elle remplit sa fonction
cholinergique en assurant la terminaison de la transmission de I’influx nerveux au sein des
jonctions neuromusculaires et des synapses cholinergiques®?. Cette action est réalisée par
I’hydrolyse de son substrat, I’acétylcholine (ACh), en acétate et choline (Figure 4) @3, elle
libere la fente synaptique en vue d’une éventuelle nouvelle transmission, permettant ainsi le

passage des informations (415)
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Figure 4 : Schéma d’une synapse et mécanisme de neurotransmission cholinergique (14,15).

L’AChE est parmi les enzymes les plus rapides de la nature, avec un turn-over de 1000 a

20000 molécules par secondes selon 1’espece considérée.

CH3 CH3 CH3 CH3
| / I /
CH3—N'— (CH2), -0 — C —» CH3—N'—(CH2), —-OH + HO—C
| N | \
CH3 0 CH3 0
Acétylcholine Choline Acétate

Figure 5 : mécanisme catalytique de I’acétylcholinestérase



Elle appartient a la famille des hydrolases et elle est exprimée au niveau du systeme
nerveux central et des muscles, son réle comme décrit ci-dessus est d’hydrolyser le
neurotransmetteur acétylcholine afin de terminer la transmission de I’influx nerveux et
restaurer ainsi I’excitabilité des synapses cholinergiques.

L’acétylcholinestérase est une protéine complexe qui posseéde un centre actif, une multitude

de sites périphériques et de nombreux domaines hydrophobes (Figure 3).

Site actif estérasique

Site anionique

Figure 6: Représentation schématique de 1’ Acétylcholinestérase (16)

La machinerie catalytique de I’ AChE se trouve au fond d’une gorge profonde (environ
20 A) et étroite (environ 5 A) et comprend le groupement hydroxyle de la sérine qui réagit
avec I'ACh, on distingue deux sous-sites : le site anionique et le site estérasique.

Le site estérasique correspond au locus au niveau duquel la portion acétyl de la molécule
d’ACh se fixe et forme 1’intermédiaire tétraédrique. L’ ACh est alors clivée, libérant ainsi la
choline et I’intermédiaire enzyme acylée. Ensuite a lieu la déacétylation, qui régénere

’enzyme libre en libérant I’acétate (7).

1.3.2. Inhibition de I’Acétylcholinestérase
Les inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase sont une classe de substances qui empéchent la
rupture de ’acétylcholine. Ils agissent en inhibant ’enzyme acétylcholinestérase qui est
présente dans les régions autour des neurones pour contréler les niveaux d’acétylcholine dans

le cerveau.



L’acétylcholine est un neurotransmetteur du cerveau impliqué dans la transmission des
messages vers les centres de la mémoire, du raisonnement et d’autres processus de la pensée.
Elle est un des composants qui intervient dans la dégradation de 1’acétylcholine apres
livraison du message.

Les faibles niveaux d'acétylcholine sont associes a des troubles de la mémoire, comme la

maladie d'Alzheimer ainsi que d'autres formes de troubles mentaux.

La maladie d'Alzheimer est a I'origine d'un important déficit cholinergique, neurotransmetteur

particulierement impliqué dans la mémorisation et dans I'attention.

Un des moyens d'augmenter I'activité du systéme cholinergique est d'éviter la dégradation de

I'acétylcholine en bloguant la cholinestérase.

l. LES DERIVES PYRAZOLIQUES
I1.1. Introduction
Les pyrazoles ont une illustre histoire; en 1883, un chimiste allemand Ludwig Knorr a
été le premier a découvrir I’activité antipyrétique du dérivé du pyrazole chez I'homme, il a
nomme ce composé l'antipyrine. Quand il a tenté de synthétiser des dérivés de quinoléine
ayant une activité antipyrétique, antipyrine, il a obtenu accidentellement le (2,3-diméthyl-1-
phényl-3-pyrazoline-5-one)(fig.7) qui a wune activité analgésique, antipyrétique et

antirhumatismale ce qui a stimulé l'intérét du pyrazole en chimie (8,

T

\

2,3-diméthyl-1-phényl-3-pyrazoline-5-one
Figure 7

Le premier dérivé pyrazolique naturel a été isolé par des chercheurs japonais Kosuge
et Okeda en 1954, jusqu'a leur découverte, on pensait que les pyrazoles ne pouvaient étre
obtenus naturellement. Ils ont isolé 3-éthyl-1H-pyrazole (a) a partir de Houttuynia cordata,

une plante des «pipéracées« famille d'Asie tropicale; laquelle a montré une activité



antimicrobienne. lls ont également isolé la 1-pyrazolyle-alanine (b), un acide aminé, a

partir de graines de pastéque (Citrullus vulgaris) (fig.8) %

(CH,)CH3 \
/ \N / /N
/ N (b)
|\4 (a) CH,CH(NH,)COCH

Figure 8

Les dérivés pyrazoliques jouent un rdle important dans la chimie médicinale. En effet, les
antinéoplasiques, anti-inflammatoires,  antipsychotiques,  antimicrobiens,  antiviraux,
analgésiques et les agents antifongiques portant le fragment pyrazole ont été largement

utilisés en tant que médicaments thérapeutiques (fig.9).
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Aussi, beaucoup de pyrazoles sont impliqués dans les processus d'une importance vitale,
des antagonistes de récepteurs, des inhibiteurs de divers types de kinases, etc.
Par exemple, la phénylbutazone est utilisée pour le traitement des formes assez complexes de

l'arthrite, et la métamizole est bien connue comme analgésique (fig.10) 20
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Figure 10
Le large éventail d'activités biologiques associées au pyrazole a fait de lui un synthon
important dans le domaine de la chimie organique. De nombreuses méthodes ont été

développées pour la préparation de pyrazoles substitues.



11-2. Activités Biologiques de Quelques Composés Pyrazoliques
Maggio et al. ont synthétisé et étudi¢ I’activité antiinflammatoire d’une série de composé a

base de pyrazole (fig.11). Ces composés ont montré une bonne activité anti-inflammatoire )

C,Hs00CH,C

Figure 11
Trois series des dérives du 1,3-diaryl pyrazole comportant une fraction de 1’aminiguanidine
ou du furan-2-carbohydrazides ont été synthétisés et évaluer pour leur activités
antiinflammatoire et antibactérienne (fig.12).
Ces composés présentent un large spectre d'activité inhibitrice. En outre, les composés 71 ont
montré la plus grande activité anti- Inflammatoire, plus importante que celle des médicaments
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Figure 13

En 1965, Gerritsen et Dulin ont découvert que le 3,5-diméthylpyrazole, comme un agent

Hypoglycémique administré par voie orale, était cinquante-quatre fois plus efficace que le
Tolbutamide en injectable sur les rats 3
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Figure 14
11.3. Les dérives pyrazoliques en tant qu’Inhibiteurs d’Enzymes :

Les dérives pyrazoliques ont joué un rdle commercial dans la chimie des hétérocycles.
lIs ont été utilisées comme des synthons dans le domaine de la chimie organique et la
conception des médicaments.

La série de composés de l-acétyla-3,5-diphényle-4,5-di hydro-(1H)-pyrazole (A) ont été
étudiés pour leurs capacités a inhiber sélectivement les mono amines oxydases (fig.15) 4.
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Figure 15
Les monoamines oxydases (MAOQ) sont un groupe des oxydoréductases, et ses inhibiteurs sont

des antidépresseurs utilisés dans la maladie de Parkinson.
Les monoamines sont des neurotransmetteurs dérivés d’acides aminés comportant un

groupement éthylamine, leur localisation est principalement dans le systéme nerveux central.

Bouabdellah l.a synthétisé et caractérisé des tripodes a jonctions azote-carbone-azote (a) et
azote-carbone-carbone, monocentriques (b) et bicentriques symétriques (¢ et ¢’) et

dissymétriques (d) en utilisant les dérivés pyrazoliques (fig.16) 9.
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La plupart des composés synthétisés ont montré une forte inhibition de plusieurs souches de

bactérie a Gram positif et une faible inhibition des souches de bactérie & Gram-négative.

Bekhit et Abdel-Aziem ont préparé des séries de déerives du 1H-pyrazole et des composes
réputés pour leurs activités analgésiques et anti inflammatoire. Certains de ces composes ont
montré une activité antiinflammatoire sans ou avec un minimum d’effet ulcérogénique en
comparant avec des médicaments standard comme 1’indométacine qui est un inhibiteur

sélective envers la COX-2 (26),
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Figure 17

Tariq harit et all. ?”) ont mis en évidence des ligands tridentés a base de pyrazole (schéma x).
Ces composés, avec le produit de base qui est le 1- hydroxyméthyl-3,5 diméthyle pyrazole (c),
ont été testés comme inhibiteurs contre une variété d’enzymes hyperactives qui est 1’uréase,
I’acéthylcholinestérase, 1’a-chymotrypsine, la buturylcholinestérase, la B-glucuronidase et la

phosphodiestrérase.
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Cette série de tripode montre une activité significative contre 1’uréase et la
buturylcholinestérase. Elle est beaucoup plus importante que celle contre le B-glucuronide..
Cependant le composé B s’avere étre un faible inhibiteur de la B-glucuronide. Ceci est
éventuellement da a la nature de la chaine latérale. Dans ce cas, le cyclohéxyle peut avoir des
interactions hydrophobes avec le site actif de I’enzyme.

Les résultats de ces tests montrent que dans ce cas, D’activité inhibitrice de ces tripodes
dépend de la nature de la jonction entre les deux pyrazoles.

Les résultats de cette étude nous ont encouragés a comparer 1’inhibition de ces trois composés

contre 1’acétylcholinestérase par docking moléculaire.

l. INTRODUCTION
On définit la modélisation moléculaire comme une application des méthodes théoriques et des
méthodes de calcul pour résoudre des problémes impliquant la structure moléculaire et la
réactivité chimique .Ces methodes peuvent étre relativement simples et utilisables rapidement
ou au contraire, elles peuvent étre extrémement complexes et demandent des centaines
d’heures de calcul sur un ordinateur méme sur un superordinateur.
Les méthodes de la modélisation moléculaire comprennent : les méthodes quantiques, la

mécanique moléculaire et la dynamique moléculaire.

La mécanique quantique est le prolongement de la théorie des quanta, issue des travaux de
planck, de leur interprétation par Einstein et de leur application a la théorie atomique par Bohr
et Sommerfeld. Elle explique la quantification de certaines grandeurs (énergie, moment
cinétique).

L’objectif de la mécanique quantique est principalement de déterminer 1’énergie et la

distribution électronique 8

La chimie quantique définit la structure moléculaire comme un noyau autour duquel gravitent
des électrons, qui sont décrit par leur probabilité de présence en un point et représentés par
des orbitales 8. Les équations de la chimie quantique sont basées sur la résolution de

1’équation de SCHRODINGER qui s’écrit pour les états stationnaires 29,

HY=EY



Ou:

H : Hamiltonien total d’une molécule comportant N noyaux et n électrons.
Y . Fonction d’onde da la molécule.

E : Energie totale d’une molécule.

Il. METHODES QUANTIQUES

L’objectif de la mécanique quantique est principalement de déterminer 1’énergic et la
distribution électronique. La chimie quantique définit la structure moléculaire comme un
noyau autour duquel gravitent des électrons, qui sont décrit par leur probabilité de présence en
un point et représentés par des orbitales. Les équations de la chimie quantique sont basées sur
la résolution de I’équation de SCHRODINGER qui s’écrit pour les états stationnaires.

11.1. Méthodes Semi Empiriques

Une méthode semi-empirique est une méthode dans laquelle une partie des calculs
nécessaires aux calculs Hartree-fock est remplacé par des parametres ajustés sur des valeurs

expérimentales.

Les méthodes semi-empiriques (CNDO/2, INDO, MINDO/3, MNDO, AM1, PM 3 et SAM1)
ne considérant que les électrons de la couche de valence ; les électrons des couches internes

sont inclus dans le cceur nucléaire.
11.2. Méthodes ab-initio

Les méthodes Hartree-fock-roothann sont des méthodes non empiriques, toutes les intégrales
sont rigoureuses et il n’y a pas d’approximation a faire sauf celle de Born Oppenheimer et

I’approximation OM-CLOA.

Dans les méthodes ab-initio, toutes les particules (noyau et électrons) sont traitées

explicitement. On n’utilise aucun parametre empirique dans le calcul de I’énergie.

11. MECANIQUE MOLECULAIRE

La mécanique moléculaire est une méthode non quantique, mais elle a un intérét pour les
grands systémes, comme dans le cas des systémes biologiques qu’on ne peut aborder avec les
méthodes quantiques®®. La mécanique moléculaire (MM) est appelée parfois « calcul par

champ de force empirique » ¢1.32),



La mécanique moléculaire est basée sur 1’approximation de Born-Oppenheimer selon la
quelle les électrons sont beaucoup plus rapides que les noyaux et ces derniers sont donc
implicitement traités.

La mécanique moléculaire ressemble aux modéles de type «tiges et boules » .L’idée
directrice de cette méthode est d’établir, par le choix des fonctions énergétiques et des
paramétres qu’elles contiennent un modele mathématique, le « CHAMP DE FORCE » qui
représente aussi bien que possible les variations de ’énergie potentielle avec la géométrie
moléculaire 3
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I11.1. Champ de Force en Mécanique Moléculaire

On appelle champ de force le modele mathématique représentant 1’énergie potentielle d’une
molécule en mécanique moléculaire .Les champs de force expriment réellement la moyenne
les interactions électroniques entre les atomes @4, 11 désigne a la fois I’équation mathématique
(fonction d’énergie potentielle) et les paramétres qui la composent %, Il est important de
noter que les champs de forces constituent une approche purement empirique. Ils sont
paramétrés de maniére a ce que I’ensemble des différentes contributions permette de
reproduire une série de résultats expérimentaux. Un champ doit donc toujours étre considéré
comme une entité indivisible et il est exclu de combiner les termes et/ou les parametres de
deux champs dans I’espoir d’obtenir un meilleur ensemble. En outre, le paramétrage vise
souvent a ce que le champ de force puisse traiter de maniére réaliste une catégorie

particuliere de composés.



I11.2. Différents Champ de Force en Mécanique Moléculaire
Différents champs de force utilisent le méme type de termes énergétiques mais différents
paramétres. On peut ainsi trouver des champs destinés plus spécialement a la modélisation de
petites molécules organiques, de macromolécules comme les protéines.....
= MM2 / MM3 (Allinger): champ de force développé par Allinger et Coll. ©®
molécules organiques.
= CHARM (BIO") : développé par Karplus et Col, pour le calcul de biomolécules.

= AMBER (Kollman): protéines et acides nucléiques

1IV. DYNAMIQUE MOLECUALIRE
La Dynamique Moléculaire simule, a partir des lois de la mécanique classique, les trajectoires
des atomes en phase cristalline, en solution ou en phase gazeuse 7). Elles donnent

I’évolution d’un systeme dans I’espace conformationel au cours du temps.

1VV.1. Principe

Les simulations de la dynamique moléculaire consistent a calculer les positions et les vitesses
d’un systéme d’atomes (9,

En dynamique moléculaire classique %4, chaque atome de la molécule est considéré comme
une masse ponctuelle dont le mouvement est déterminé par I’ensemble des forces exercées sur

lui par les autres atomes en fonction du temps.

1VV.2. Calcul de la Dynamique Moléculaire
Le calcul de la dynamique moléculaire se compose de quatre phases distinctes :

Initialisation : la dynamique moléculaire requiert un jeu de coordonnées et vitesses
initiales .La géométrie de départ utilisée provient d’une structure établie expérimentalement
lorsque c’est possible, sinon elle est générée a partir du champ de force utilisé.

Thermalisation : 11 s’agit de chauffer le systéme pour I’amener a la température
souhaitée. On utilise comme structure initiale la structure minimisée. Une montée en
température demande en général 2 a 10 ps de simulation.

Equilibration : C’est une phase importante au cours de la quelle on stabilise la
température du systeme, il y a alors un échange important entre I’énergie potentielle et

I’énergie cinétique. C’est une phase ou on controle réguliérement la température que 1’on



ramene dans la fenétre souhaitée. La température de déviation se fait suivant un processus de
relaxation ou la température est recalculée aprés chaque étape et ramenée a la température de

référence.

V. DOCKING MOLECUALIRE (ARRIMAGE)
LES SIMULATIONS DE DOCKING
V.1. Principes Théoriques

Le 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 trés 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 »

Le docking moléculaire a pour but de déterminer le mode d’interaction d’un complexe
formé 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 “2),

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes : le docking
proprement dit et le scoring (figure 6).

* Le Docking (la premiére étape) 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 celles qui représentent les modes d’interactions les plus
favorables.

* Le Scoring (la deuxiéme) est 1’étape de classement, qui consiste a évaluer I’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
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Figure 19
V.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 1’aide d’une interface
graphique. Ensuite, la géométrie de I’ensemble est optimisée de manicre 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 3

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 pratique, méme en considérant la protéine comme un corps
rigide. Pour contourner cette difficulté, les algorithmes de docking ont été congus pour
rechercher de facon objective, rapide et efficace les modes d’association « protéine-ligand »
les plus favorables ¢4

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 la mécanique moléculaire et ceux de la dynamique
moléculaire(5 de forme, systématique et stochastique. Plusieurs articles de revue
décrivant le principe, les points forts et les limitations de ces méthodes “6) . Toutefois, cette
classification doit étre considérée avec précaution, puisque un bon nombre d’algorithmes
combinent plus d’une méthode pour la geénération et I’échantillonnage de conformeéres du
ligand. Dans la plupart des cas, I’utilisation d’algorithmes considérant la protéine comme un

corps rigide méne 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 “7)

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 systéeme
entier “®- Des méthodes indirectes ou directes, ot la flexibilit¢ 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
algorithmes traditionnels est généralement trop petit par rapport a I’augmentation du temps de

simulation “9

V.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 parametres thermodynamiques :

e les interactions hydrophobes,

e les interactions électrostatiques,

e les liaisons hydrogéne,

o 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 (A 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 ©©)- 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. Selon les principes utilisés dans leur conception, les fonctions de score sont classées en
: fonctions de score basées sur des champs de force, fonctions de score knowledge-based et
fonctions de score empiriques. Ces fonctions de score sont construites a partir de régles

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 ¢

Il s’agit d’une technique de classement de complexes qui combine les réesultats
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
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 2

Un grand nombre de programmes (commerciaux ou non) de docking moléculaire sont
disponibles. Parmi ceux-ci, nous citerons par exemple AUTODOCK , FLEXX,6 GOLD ,
DOCK , SURFLEX , MOLEGRO VIRTUAL DOCKER , UCSF CHIMERA et Schrodinger
(Glide) etc. Ils different les uns des autres sur la maniere de représenter le systeme moléculaire
et la maniére de déterminer le score de docking (fonction de score).

V.4. Etapes de Docking Moléculaire
Deux approches sont principalement employées pour la modélisation du systeme protéine-
ligand.

La premiere 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 déposée au niveau de la
Bank, et cette derniére contient une protéine avec des séquences similaires, la modélisation
par homologie intervient afin de construire la structure 3D de la cible souhaitée.

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

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 premiére représente ces structures par les programmes d’informatique 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 derniéeres ont différentes extensions comme PDB
(Protein Data Bank), SDF, ...ect.

V. 5. Choix de Logiciel D’UCSF CHIMERA

Dans le domaine de docking moléculaire, plusieurs logiciels ont été utilisé pour
étudier les différentes interactions existantes entres deux entités moléculaire (Enzyme-
ligands). Chimera est un logiciel récemment développé a donné de bons résultats (algorithme
génetique). La fonction de score de Chimera est une fonction empirique. Ce type de fonction
nous permet de choisir les composés 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 composee 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 .

V.6. Protocole Générale de Docking
Les approches utilisees 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 conformationelle (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 I’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.

1-représentation
4-Regroupement et classification

¥

2-Recherche
conformationnelle

3-évaluation de I’énergie

5-Affinement des complexes

Figure 20 : Protocole général de docking %)
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. Introduction

L'interaction entre une protéine et son substrat est la premiere étape de la plupart des
réactions biologiques. Comprendre son mode de fonctionnement c’est 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 systemes,
mais aussi de I’intervention d’un grand nombre d’interactions faibles (Van der Waals, liaison
hydrogeéne, effet hydrophobe, ...). Il est connu qu’elle fait partie intégrante de la dynamique
des macromolécules et de leur bon fonctionnement. La négligence de ce paramétre dans les
calculs introduit des erreurs, il convient donc de déterminer la flexibilité intrinséque d’une
molécule mais aussi de pouvoir I’introduire, au moins partiellement, dans une procédure de

docking.

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

d'influencer le mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée

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 trois inhibiteurs et 1’acétylcholinestérase

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.
1. LA DEMARCHE A SUIVRE
11.1. PREPARATION DE L’ENZYME

* Téléchargement des enzymes a partir de la base de données Bookhaven Protein Data Bank .
* Simplification une des deux chaines.

* Elimination des molécules d’eau.

* Elimination des inhibiteurs de la Co-cristallisation.

1. 2PREPARATION DU LIGAND

Les ligands (inhibiteurs) sont dessinés en utilisant le logiciel Chemdraw8.0
L’optimisation de la géométrie du ligand a été effectuée a 1’aide du champ de forces (MM+)
implanté dans le logiciel Hyperchem7.5 version professionnelle pour déterminer la

conformation la plus stable.

11.3. DOCKING MOLECULAIRE

Le logiciel USCF Chimera I’interface AutoDock Vina est utilisé pour mieux comprendre le
mécanisme moléculaire de 1’inhibition. Nous avons analysé les énergies de la conformation
des composés pyrazoliques et de I’enzyme acétylcholinestérase (5FOQ)
Les parameétres du calcul AutoDock Vina sont :

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

= Dimensions de la grille a utiliser ;

= Enfin lancer le processus de Docking ;
A la fin de chaque cycle d’exploration, AutoDock Vina va enregistrer la meilleure
interaction avec le ligand.
Pour permettre I’exécution des calculs ligand-récepteur a I’aide du logiciel UCSF Chimera et
son champ de force AMBER({f03.r1 avec I’interface AutoDock Vina, qui est un programme
pour I'amarrage moléculaire et criblage virtuel, on doit suivre les étapes suivantes :

= Les noms des fichiers contenant le récepteur et ligand.

= Représenter la macromolécule acetylcholinestérase (5FOQ) avec ses hydrogeénes

polaires ainsi que les charges partielles de tous ses atomes,



AutoDock Vina utilise une méthode de gradient d’optimisation sophistiquée dans sa
procédure d’optimisation locale.

Le gradient donne en fait 1’algorithme d’optimisation d’un « sens de 1’orientation » a partir
d’une seule évaluation ®¥ et un programme de simulation d’amarrage de ligand rigide sur un
récepteur rigide.

On remarque que acétylcholinestérase (5FOQ) cristallise sous la forme d’un dimére.
Nous avons simplifi¢ le modele de I’enzyme par élimination des molécules d’eau et des
hétéroatomes de la Co-cristallisation, le modéle de 1’enzyme retenu est un monomére. La

protéine ainsi préparée est enregistrée dans un fichier au format mol2 (Figure 24).

1.  METHODOLOGIE DES CALCULS
111.1. PREPARATION DE L’ENZYME

Le téléchargement de 1’enzyme de 1’acétylcholinestérase a été fait a partir de la base de données

Bookhaven Protein Data Bank (www.rcsh.org/pdb)

La PDB contient plusieurs milliers de structures protéiques obtenues soit par cristallographie
(rayons X), soit par RMN. Si la cible n’est pas encore déposée au niveau de la Bank, et cette
derniére contient une protéine avec des séquences similaires, la modélisation par homologie

intervient afin de construire la structure 3D de la cible souhaitée.

L'enzyme de I’acétylcholinestérase a deux cordes (chaines), sont similaires, avec 8336

atomes.

Figure 21 : L’enzyme I’acétylcholinestérase (SFOQ) non simplifiée

L'élimination des molécules d'eau et les inhibiteurs de Co-cristallisation, nous permet

d'obtenir un modele simplifié de I'enzyme.


http://www.rcsb.org/pdb

Notre étude est basee sur la simplification d’enzyme comme une étape clé et essentielle pour
accélérer et simplifier les calculs. Alors on élimine une des deux chaines (figure 22) avec les

molécules de Co-cristallisation et les molécules d’eau (figure 23).

Figure 23 :L’enzyme de I’acétylcholinestérase avec les résidus

Avec l'effet réducteur de la modélisation moléculaire, le modéle des enzymes est simplifié

on retient seulement un monomeére pour la 5FOQ (figure 24)



Figure 24 : L’acétylcholinestérase simplifiée

111 .2. PREPARATION DES INHIBITEURS
Les inhibiteurs utilisés dans notre travail sont des dérivés pyrazoliques.

Les dérivés pyrazoliques ont joué un rdle crucial dans la chimie des hétérocycles. lls ont été
utilisés comme des synthons dans le domaine de la chimie organique et la conception des

médicaments.

Les trois inhibiteurs( Figure 25) sont optimisées par Hyperchem (Mécanique Moléculaire ) ,le

champ de force utilésé est (MM+), lls sont enregistrées au format pdb ou mol2.

OH OH
) ~
Ny A ~, / r ﬁ
\ /N N \ \ /N N \ Ny /S \
Inhibiteur 1 Inhibiteur 2 Inhibiteur 3
Figure 25 : Les trois inhibiteurs utilisés

L’activité inhibitrice des tripodes contre les enzymes dépend bien de la nature de la chaine

latérale que de la jonction entre les deux pyrazoles.

111 .3. ETUDE DE DOCKING MOLECULAIRE



Le docking moléculaire a pour but de déterminer le mode d’interaction d’un complexe
formé 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.

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes : le docking
proprement dit et le scoring (figure 26).

* La premiere étape (le docking) est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le
site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses)
possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les plus
favorables.

« La deuxieme étape (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.

e .
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«
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Confermational Coordinates

Figure 26 : Principe général d’un programme de docking

V. RESULTATS ET DISCUSSION

Pour obtenir de meilleurs sites de liaison potentiels dans I’acétylcholinestérase, un
maximum de cing cavités a eté détecté en utilisant des parameétres par defaut (logiciel). Le
volume de la région est donné dans le tableau 1. Le volume de la cavité 1 (289.28 A%)

s’est avérée étre supérieur a ceux des autres cavites.


http://www.google.dz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=0ahUKEwj8n47Lqc7PAhXExxQKHYnRA4IQjRwIBw&url=http://www.cmbi.ru.nl/redock/Glossary.php&psig=AFQjCNFy6VDOMwVbuFVCyFgJYMLva2YG6w&ust=1476123131921079

Tableau 1: volume des différentes cavités :

Cavité Volume (A°3%)
Cavité 01 289.28
Cavité 02 171.52
Cavité 03 99.32
Cavité 04 96.25
Cavité 05 32.76

Figure 27 : les cavités enzymatiques

L'étude de l'interaction entre les acides aminés du site actif de 1'enzyme

inhibiteurs pour former un complexe stable est réalisée a I'aide du logiciel Chimera et dans un

box de parameétres connus pour préciser la surface des calculs.

I’ AchE et les



& AutoDock Vina ‘ = e
Output file: Browse

Receptor: Sfoq.pdb (#0) —

Ligand: MOLECULO1.mol (1) — |

| WReceptor search volume options

I Resize search volume using  button 1 — |

Center: [22.8752  [9.75295 [17.9816
size:[82.2058 [47.544  [s4.1917 |

PR eceptor options
P-Ligand options

P Advanced options
PExecutable location

no output file selected

Apply | Close | Help

Figure 28: le box de calcul

La formation d’un complexe stable dépend de la fixation de 1'inhibiteur dans le site active. La
figure 29 présenté ci-dessous montre que l'inhibiteur-L1 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.

Les interactions entre le site actif de la AchE et différents inhibiteurs sont calculées lors de

I'amarrage moléculaire, ils sont présentés dans le tableau 2 suivant:

Tableau 2 : Résultats de docking moléculaire des trois inhibiteurs avec 1’acétylcholinestérase

ligands L1 L2 L3

Score kcal /mol 9,0 -8,9 -7,1




Figure 29 : complexe Inhibiteur —enzyme

Les résultats de cette étude montrent que les eénergies des complexes Enzyme-Ligand 1 et
Enzyme-Ligand 2 sont respectivement -9,00 Kcal / mol et -8,90 Kcal / mol alors que celle
du complexe enzyme-Ligand 3 est plus basse et elle est de -7,10 Kcal / mol. Donc les ligands
L1 et L2 sont meilleurs inhibiteurs que le ligand 3. Les ligands L1 et L2 possedent un
groupement hydroxyle a I’extrémité de la chaine latérale du ligand, et donc peuvent former,
contrairement au ligand L3, des liaisons hydrogeéne, liaisons fortes, avec les acides aminés

du site actif de 1’acétylcholistérase.
Cavité enzymatique

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 11,48 A t une profondeur de 18.25A.
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Figure 30 : les dimensions des trois inhibiteurs

V. CONCLUSION

L’étude de docking moléculaire a été réalisée avec UCSF Chimera qui est un programme
extensible pour la visualisation et I'analyse des structures moléculaires. L'optimisation de la
géométrie de [D’acétylcholinestérase a été réalisée en utilisant le champ de force
AMBERTff03.r1 et par des calculs d'énergie AutoDock Vina implantées dans le logiciel UCSF
Chimera (www.cgl.ucsf.edu/chimera) AutoDock Vina, un 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” & partir d'une seule évaluation et un programme de simulation d’amarrage de

ligand flexible sur un récepteur rigide.



Les résultats de cette étude montrent que les ligands possédant un groupement hydroxyle
(L1 et L2) forment des complexes « enzyme-ligand » plus stables que le ligand 3 et par

conséquent sont de meilleurs inhibiteurs.



Conclusion générale :

L’acétylcholinestérase est une enzyme naturellement présente chez I'hnomme qui entraine la
destruction de I'acétylcholine. L acétylcholine est un neurotransmetteur du cerveau impliqué
dans la transmission des messages vers les centres de la mémoire, du raisonnement et d’autres
processus de la pensée. Les faibles niveaux d'acétylcholine sont associés a des troubles de la
mémoire, comme la maladie d'Alzheimer ainsi que d'autres formes de troubles mentaux.

Les inhibiteurs de la cholinestérase (IAC) sont des médicaments pris quotidiennement pour
modifier les symptomes de la maladie d'Alzheimer. Ce sont des substances qui inhibent la
dégradation de l'acétylcholine, un important neurotransmetteur associé a la mémoire, en
bloquant I'enzyme acétylcholinestérase.

Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressés aux interactions moléculaires entre
I’acétylcholinestérase souvent abrégé en "AChE", enzyme impliquée dans la transmission de
I'influx nerveux et les différents composés pyrazoliques utilisés comme inhibiteurs a 1’aide du
Docking moléculaire qui est une des méthodes de la modélisation moléculaire.

Cette étude comprend trois chapitres :

Le premier chapitre est réservé a un rappel sur les enzymes, principalement
I’acétylcholinestérase, et les composés pyrazoliques.

Dans le deuxiéme chapitre, nous exposons les méthodes de modélisation moléculaire (les
méthodes quantiques et les méthodes non quantiques). Dans le domaine de la modélisation
moléculaire, Le docking est une méthode qui prédit I'orientation d'une molécule par rapport a
une autre pour avoir le complexe le plus stable. 1l est fréquemment utilisé sur I'étude de la
cible moléculaire des médicaments et réduire les essais expérimentaux.

Dans le troisieme chapitre, nous discutons les résultats de notre étude théorique portant sur les
énergies d’interactions entre 1’acétylcholinestérase et les dérivés pyrazoliques moyennant le
docking moléculaire. Le ligand L1 s’avere étre le meilleur inhibiteur parmi les trois ligands

car il forme le complexe le plus stable avec 1’acétylcholinestérase.


http://www.doctissimo.fr/principe-actif-12286-CHLORURE-D-ACETYLCHOLINE.htm
https://www.aquaportail.com/definition-2468-enzyme.html
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