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Les organismes vivants sont constitués essentiellement de macromolécules formées de longues
chaines d’atomes qui adoptent, en se repliant, une structure spatiale bien définie. La fonction
biologique de chague macromolécule est étroitement reliée a sa structure d’ou I’intérét de déterminer
celle-ci. Les années cinquante, I’importance des relations structure-fonction a largement encouragé le
développement de méthodes de détermination de structures moléculaires [1] citons : la modélisation
moléculaire

La modélisation moléculaire regroupe 1’ensemble des techniques de visualisation des
molécules de calcul de leurs conformations et la simulation de leur comportement. Les outils de
modélisation moléculaire sont particulierement performants pour I’étude au niveau atomique
d’interactions entre deux entités moléculaires. Ce type d’étude fait appel le plus souvent aux
techniques de “ docking moléculaire” (arrimage moléculaire).

La modélisation moléculaire trouve de nos jours d’importantes applications, parmi lesquelles
deux applications classiques sont :

- Le développement de nouveaux médicaments :

Le mécanisme d’action de nombreux médicaments consiste a agir comme inhibiteurs (ligand)
d’une enzyme (récepteur) impliquée dans différentes maladies, que ce soit une protéine d’un
organisme pathogeéne ou du propre organisme humain. L’¢lucidation de la structure tridimensionnelle
des protéines impliquées dans plusieurs pathologies a permis, via des simulations informatiques, la
découverte d’inhibiteurs puissants pour ces pathologies, en réduire considérablement le nombre
d’essais de screening nécessaires pour aboutir a un nouveau médicament [2].

- La rationalisation de /’énergie enzymatique :

Le fondement est le méme que celui du développement du médicament : en permettant
d’étudier les interactions entre les substrats (ligands) et les enzymes (récepteurs), la modélisation
moléculaire apporte une meilleure compréhension de la sélectivité enzymatique, au niveau
moléculaire. Ce qui 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, ou
encore, d’identifier des acides aminés dont la mutation ponctuelle permettait de modifier la sélectivité
ou la spécificité enzymatique [3, 4].

Les interactions protéine-protéine et protéine-ligand jouent un rdle important dans
I’organisation des systemes biologiques. Elles permettent la régulation de certains processus
biologiques [5], la transmission des signaux ou encore la catalyse de diverses réactions biochimiques.
Connaitre la maniere dont les protéines interagissent avec d’autres entités biochimiques est une
étape essentielle pour comprendre les processus biologiques dans lesquels elles sont impliquées. Le

développement d’approches prédictives ouvre 1’opportunité a la conception assistée par ordinateur
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de systéemes protéiniques aux propriétés modifiées et présente donc un intérét indéniable pour la

recherche en industrie pharmaceutique et médicale.

Dans le domaine de la chimie théorique, le docking moléculaire est une méthode qui prédit la
conformation (position et orientation relatives) la plus favorable de deux entités moléculaires en
interaction et formant un complexe stable. La connaissance de cette conformation préférentielle
permet par la suite I’estimation de la force d’association (affinité de liaison) entre ces deux molécules.
Cependant, chaque programme de docking moléculaire différe par rapport aux autres par leurs
algorithmes d’échantillonnage, par leur maniére de manipuler le ligand fléxible et de la protéine et par

leurs fonctions d’évaluation des complexes. Il existe deux approches du docking moléculaire :
> Le docking rigide consiste a obtenir la conformation préférentielle d’un systéme
protéine-ligand en considérant que chacune des deux molécules conserve une géométrie
interne fixe. Dans ce cas, la relaxation de la géométrie interne de chaque entité, en interaction
dans le complexe, n’est pas prise en compte. Actuellement cette approche est utilisée dans le

docking protéine-protéine.

> L’approche la plus récente dans le traitement de la flexibilité considére la cible

protéique comme un corps rigide tandis que le ligand est flexible [6].

En effet elle représente 1’approche la plus utilisée dans la plupart des logiciels ou programmes
de docking moléculaire. Néanmoins, celle-ci reste approximative, du fait que le récepteur ne doit pas
étre considéré comme corps rigide (au moins la flexibilité du site d’interaction doit étre prise en
compte).

Ces macromolécules dans la cellule baignent dans un solvant, ’eau, qui par des phénoménes
dit de solvatation, intervient d’un point de vue stérique et électrostatique dans la stabilisation de leurs
structures tridimensionnelles et lors de leurs interactions. L’étude de la solvatation des biomolécules
apparait indispensable pour rationaliser 1’influence de I’eau sur les processus biochimiques et
représente donc un enjeu majeur de la biologie moderne.

Les méthodes expérimentales, telles que la cristallographie par diffraction des rayons X et la
résonance magnétique nucléaire (RMN) permettent aujourd’hui d’identifier un certain nombre de
molécules d’eau fortement immobilisées dans les premiéres couches d’hydratation de nombreux
acides nucléiques et protéines. Mais ces méthodes ne permettent pas de quantifier ni de rationaliser
précisément les effets de la solvatation dans les processus de structuration et de complexation.

D’autres méthodes expérimentales basées sur des mesures thermodynamiques apportent des
informations énergétiques sur I’hydratation des édifices macromoléculaires. Elles permettent en
particulier de mesurer 1’énergie libre de solvatation, grandeur thermodynamique intervenant dans le

repliement et la complexation des biomolécules, ainsi que dans la catalyse enzymatique. Mais les
2



INTODUCTION GENERALE

résultats obtenus par ces méthodes thermodynamiques dont I’interprétation se révéle souvent ambigiie

sont difficiles & relier aux informations structurales de I’hydratation. Ces différentes méthodes
expérimentales, si elles sont de plus en plus précises, ne donnent chacune que des informations
partielles sur la solvatation et la dynamique des macromolécules biologiques.

Pour cela les méthodes théoriques de modélisation moléculaire présentent un grand interét
pour I’étude de la structure et de la solvatation des macromolécules biologiques [7].

Deux grandes strategies se distinguent pour représenter le solvant en modélisation moléculaire
méthode implicite et méthode explicite :

% Les méthodes implicites représentent les effets du solvant de fagcon macroscopique.

% Les méthodes explicites représentent le solvant de fagon microscopique. Pour solvater
la molécule, il faut I’immerger dans une “boite de solvant”. Cette boite de solvant, de
forme (cubique, parallélépipédique ou octaédrique tronquée) doit avoir une densité trés

proche de la valeur expérimentale du solvant [8].

Dans la cellule des organismes vivants, I'eau représentant le solvant joue un réle trés important
dans la stabilisation des structures tridimensionnelles des macromolécules biologiques et lors de leurs
interactions. Les méthodes théoriques de simulation de modélisation moléculaire permettent de
compléter les informations partielles sur I'nydratation des biomolécules obtenues par les méthodes
expérimentales.

L’eau est le constituant le plus abondant dans les tissus vivants : elle représente 60% a 95 % de
leur masse, ses propriétés particuliéres font de 1’eau une molécule indispensable a la vie :

> Par sa propriété (molécule polaire).
> L’eau est un excellent solvant.
> Capable de créer des liaisons d’hydrogéne avec d’autres molécules polaires.

Outre son role de solvant, 1’eau est aussi le substrat et le produit de multiples réactions
chimiques. Elle est également fondamentale dans la structure tridimensionnelle et I’assemblage des
molécules biologiques.

En effet, les repliements et assemblages macromoléculaires sont stabilisés par 1’élimination de
I’eau des régions non polaires (effet hydrophobe) et la création de liaisons hydrogeéne avec les hétéro-
atomes. Enfin, sa concentration en ions hydrogéne H*, ¢’est-a-dire le pH, peut modifier I’état ionique
des molécules biologiques, rendant les processus biologiques trés sensibles a ces variations [9].

Au cours du XX sigcle, I'nypertension artérielle a connu une ampleur dans son dépistage, sa

compréhension et son traitement. Cette affection mal comprise n'était pas traitée pendant la premiére

3
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moitié du XXeme siécle. Puis, avec le développement de thérapeutiques et l'apparition de nouvelles

recommandations, la prise en charge de [I'hypertension artérielle s'est généralisée [10-12].
L'hypertension artérielle est, actuellement, frequemment rencontrée en médecine générale. Beaucoup
d'individus en sont atteints dans le monde. D'aprés un rapport de I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS), en 2008 dans la population mondiale, la prévalence de I'hypertension artérielle était de 29,2 %
chez les hommes de plus de 25 ans et de 24,8% chez les femmes de plus de 25 ans. L'hypertension
artérielle a un retentissement important sur la morbidité et sur la mortalité cardiovasculaire [13].
L’hypertension artérielle (HTA) avec ses complications (IC - Insuffisance Cardiaque, AVC -
Accident vasculaire Cérébral, d'IM - Infarctus Myocardique) est un réel et important probléme de
santé public, en particulier pour les pays développés par rapport a ceux sous-développés.
L’hypertension artérielle (HTA) a acquis ce statut pour plusieurs raisons :
w» Est classée au premier rang des causes de la mortalité cardio- vasculaire, notifiés
a I’OMS ; Est la maladie en soi, mais aussi un facteur de risque ; A une prévalence élevee et

une distribution inégale [14] ;

*
°e

Elle ne bénéficie pas d'un contrdle satisfaisant, controle objectif dans la
réalisation des valeurs cibles recommandées par les directives de L’OMS [15].

Le traitement de I'hypertension est un facteur clé dans la prévention de la morbidité et la
mortalité cardiovasculaires. Ainsi, l'optimisation du traitement antihypertenseur ayant comme
résultant rationnel, la réduction de la morbidité et la mortalité cardiovasculaires, est un défi pour
n'importe quel clinicien et pour les organisations scientifiques qui mettent en ceuvre cette approche
dans le développement des lignes directrices utiles dans la détection, I'évaluation et le traitement de
I'nypertension. Ces dernieres années, le traitement de I'nypertension a fondamentalement changé et
tend a étre le plus approprié scientifiguement. La découverte des médicaments antihypertenseurs avec
des actions a différents niveaux des chaines de pathogénes, la possibilité de sélection de médicaments
en relation avec les facteurs individuels et des essais thérapeutiques avec une méthodologie rigoureuse
menée sur les grands groupes de I'nypertension, ont permis le développement de programmes de
traitement largement tolérés [14].

Notre recherche consiste a ¢tudier 1’inhibition des enzymes « le récepteur mineralocorticoid, et
11p-HSD111B-hydroxysteroid déshydrogénase type 1 » impliqués dans la maladie de 1’hypertension
avec des séries d’inhibiteurs, les spironolactones pour la premiére étude, concernant les similaires
d’AMP phosphoramidate et I’hormone aldostérone pour la deuxieéme. La troisiéme et la quatricme

étude est réservée aux similaires de la molécule 1, 2,4-triazole.



INTODUCTION GENERALE

Ces études ont pour but de minimiser la formation des complexes et par suite retarder sa

progression. Afin de rationaliser les propriétés [16] des inhibiteurs et de déterminer les processus
réactionnels impliquant ces complexes formés, a I’aide des méthodes de modélisation moléculaire :

- Etudier au point de vue énergétique (les énergies d’interactions).

- L’¢lucidation des mécanismes d’interactions (récepteur-ligand) en vue d’inhiber les enzymes

impliquées dans cette maladie par pseudo-expérience [17].

Notre but majeur dans cette démarche est d’essayer I’analyse I’évolution des
conformations du complexe protéine -ligand en milieu neutre et en milieu solvaté au cours du temps
et de caracteriser les différents types d’interaction par I’utilisation du docking moléculaire.

On s’intéresse a déterminer le mode d’interaction du complexe par la fixation de I’inhibiteur
dans le site actif de I’enzyme engendrant un bon inhibiteur avec une meilleure et forte
complémentarité donc une bonne inhibition.

Ces résultats siderent au développement d’un outil thérapeutique efficace pour lutter contre le
développement de la maladie de I’hypertension artérielle

La présente these s’organise en quatre chapitres :

Le premier chapitre concerne la principale approche de la modélisation moléculaire : la
mécanique moléculaire, la dynamique moléculaire, et le Docking moléculaire.

Dans le deuxieme chapitre nous avons effectué une recherche bibliographique portant sur
I’hypertension artérielle.

Le troisieme chapitre porte sur le phénomeéne de solvatation, un facteur trés important
contrélant une grande variété de processus biologiques.

Le quatrieme chapitre est réservé a la discussion des résultats obtenus.

La conclusion générale résume 1’ensemble des approches réalisés et présente les perspectives

gue nous envisagerons dans 1’avenir.
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METHODES DE LA MODELISATION MOLECULAIRE

Introduction

Aujourd’hui, I’information concernant les séquences en monomeres constitutifs et les
structures des macromolécules biologiques est en pleine explosion. Cette information est diffusee
rapidement et facilement a travers des réseaux informatiques. Le développement de ces réseaux
associe a la démocratisation de 1’accés aux moyens informatiques et graphiques fait que la
modeélisation a déja pénétré dans la plupart des laboratoires qui étudient les macromolécules [1]. A
cause de la faible puissance des ordinateurs, la modélisation moléculaire ne permettait que 1’étude des
petits systemes moléculaires ; aujourd’hui, comme les ordinateurs sont plus de plus puissants, les
systemes étudiés contiennent plus d'atomes (molécule de solvant explicite pouvant atteindre des
dizaines de milliers d'atomes, protéines, grandes surfaces moléculaires) et avec des équations
théoriques moins simplifiées. De ce fait les temps de simulation se sont nettement allongés (de I’ordre
de la nanoseconde) et un phénomene de compétition entre la taille des systémes moléculaires et la
puissance des superordinateurs est apparu [2].

La naissance de logiciel plus convivial et la parallélisations des ordinateurs ont apportés une
aide significative au développement de la modélisation moléculaire. Contrairement a ses débuts, la
modeélisation moléculaire est aujourd’hui mieux reconnue.

Drailleurs, en 1981, Kenichi Fukui, Roald Hoffmann recut le méme prix pour leurs travaux
théoriques sur les réactions chimiques, De méme en 1992, Rudolf A, Marcus regut le prix Nobel pour
ses travaux théoriques sur les transferts des électrons, et en 1998, le prix Nobel de chimie a été
décerné a John. A Pople et Walter Kohn pour leurs travaux dans le domaine de la chimie informatique
et la modélisation moléculaire (chimie quantique) [3].

La modélisation moléculaire est un outil complémentaire a 1’expérimentation. De plus, elle
permet d’obtenir des grandeurs qui sont au-dela des possibilités experimentales et ceci dans des
conditions parfaitement contrdlées de pureté, de pression, de température, etc. [4].

Lorsque nous utilisons un modele particulier pour prédire les propriétés d’un systéme
moléculaire, nous partons d’hypothéses (ex : validité de la reproduction des valeurs expérimentales),
d’approximations (ex : champs de forces utilisés) et de limitations (ex ; temps de simulation) fournies
par le modéle. Dans les systemes moléculaires complexes, la présence de nombreux vibrateurs a pour
conséquence de générer des modes normaux répartis sur une grande partie du domaine spectral et
d’engendrer des recouvrements qui rendent difficile I’interprétation des spectres. Les meéthodes
spectroscopiques sont des méthodes analytiques fondées sur la mesure d’une radiation

électromagnétique et des interactions avec les échantillons.
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La modélisation moléculaire permet pour simuler des systemes moléculaires, des méthodes de

calcul théoriques telles que la mécanique quantique (QM) (ab initio ou semi empirique), la dynamique
moléculaire (DM), la mécanique moléculaire (MM) et docking moléculaire, depuis quelques années,
I’association QM/MM qui apparait tres porteuse [5,6].

1. Meécanique moléculaire

Malgré le grand succés qu’ont regu les méthodes de la mécanique quantique, leurs utilisations
restent restreintes. En effet, les méthodes de MQ sont classees parmi les méthodes les plus
vigoureuses mais elles sont trés couteuses en temps de calculs et parfois méme il sera impossible de
faire un calcul en utilisant les méthodes MQ pour des systemes de grosse taille moléculaire méme en
utilisant les méthodes abrégées (semi empiriques). Si I'on désire donc modéliser une grosse molécule
de taille supérieure a celles accessibles par la méthode semi- empirique alors il est possible d'éviter la
mécanique quantique en utilisant la méthode de mécanique moléculaire (MM) [7].

La Mecanique Moléculaire permet le calcul de I’énergie d’interaction d’un systeme en
fonction des seules positions des noyaux, en ignorant ainsi le mouvement des électrons.

L’approximation de Born-Oppenheimer est aussi utilisée, cependant, le mouvement des
noyaux n’est plus décrit par un Hamiltonien quantique comme en Mécanique Quantique, mais par les
descriptions de la mécanique classique ou les atomes sont assimiles a des points massiques
(éventuellement chargés) et les liaisons chimiques a des ressorts mécaniques.

1.1.  Fonction d’énergie potentielle

Dans I’expression fonctionnelle des champs de forces classiques, 1’énergie potentielle totale du
systeme (E tot) est exprimée comme étant la somme des contributions énergétiques des termes liés et

de celles des termes non liés [8] :

ETotal — Estretch"' Ebend"' Etors"' EVan der Waals"'EeIetro_"- ce

N VNS J
Y Y

Eatomes—liés Eatomes—non—liés

Equation 1
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)-
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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
hydrogene (Eatomes-non-lis) (figurel) [9].

Torsion

Bond
A stretching

Non—Bonded Interactions

Figurel : Energie entre atomes liés
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 Van Der Waals
Les ponts hydrogene avec une force de 1’ordre de 2 a 4 Kcal/mol agissent, dans les systemes

biologiques, a trés courte distance (0,8 & 2,8 A) entre un H lié & un O ou un N avec un O ou un N

(Figure 3). lls sont peu nombreux et s’adaptent trés bien a la flexibilité (I’angle peut varier de 120° a
180°).

10
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C=0-H— —LOEy 120°5 180

08a28A

Figure 3 : ponts hydrogéne
Les interactions électrostatiques agissent a plus grande distance entre dip6les chargés. La
distance pour une liaison saline, par exemple, est de 3,7 2 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 [10].

e |
T = sy TINE—

s A

RRN!

1

37345 A

Figure 4 : Interaction électrostatiques

1.2.  Différents champs de force en mécanique moléculaire :

Différents champs de force utilisent le méme type de termes énergétiques mais de maniéres
différentes. Les champs de forces en MM peuvent étre groupes en trois classes principales [11] :

X3 Champs de force contenant uniquement les termes harmoniques.
X Champs de force utilisant les termes d’ordre supérieur (cubique, quadratique,).

X Champs de force suggérés par Allinger et col. [12] ne considérant pas que les termes

de la mécanique moléculaire classique mais aussi les effets chimiques comme 1’électronégativité.
- MM2/MM3/MM4
MM2 est le premier champ de force développe par Allinger et col. [13-14]. Il a été concu au

début pour les molécules simples (alcanes, alcénes, alcynes non conjugues, amines...), mais Ses

11
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vessions ameliorées MM3 (1989) et MM4 (1996) [15] lui permet de traiter des molécules organiques

de plus en plus complexes.

-  OPLS

Le programme OPLS (Optimized Potentials for Liquid Simulations), comme 1’indique son
nom, est congu pour optimiser le potentiel qui permet la description des propriétés de solvatation. Il
est écrit par W. L Jorgensen et J. Tirado Rives [16].
- GROMOS

GROMOS (Groningen Molecular Simulation Program Package), est écrit par Van Gusteren
[17] et congu spécialement pour les biomolécules en milieu aqueux en vue de 1’étude des interactions
entre les molécules d’cau et les groupements polaires des protéines.
- CHARM (Bio+)

Développe par Karplus et col [18-19], pour le calcul de biomolécules. Son concept est
semblable a celui d’AMBER. Bien qu’au début, ce champ de force est congu pour les aminoacides et
les protéines, maintenant il traite d’autre biomolécules.

- SPASIBA

(Spectroscopic Potentiel Algorithm for Simulating biomolecular conforamtional Adaptability),
élabore par Gérard Vergoten et col. (1995).11 combine le champ de force spectroscopique modifie de
Urey-Bradly-Shimanouchi [20]et le champ de force AMBER. Il permet de trouver les structures, les
énergies de conformation et les fréquences vibrationnelle au minimum énergétique d’une molécule
[21]

- AMBER

AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement), a été écrit par Kollman [22]. Le
champ est parametré pour les protéines et les acides nucléiques (UCSF, 1994). 1l a été utilisé pour les
polyméres et pour d’autres petites molécules. Dans le cadre de ces travaux, nous utiliserons ce champ
de force, puisque on va traiter les protéines.

- EMO

Le programme EMO (Energy Of Molecule), est développé par B. Blaive [23-24], il est base
sur le champ de force MM2. Il est articulé autour de trois menus :

Menu 1 : entrée de la molécule a I’aide d’un clavier. Menu 2 : manipulation geométrique sur la
molécule.

Menu 3 : minimisation de I’énergie par mécanique moléculaire.

12
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1.3. Minimisation d’énergie

Une simulation typique de mécanique moléculaire est la minimisation d’énergie, le but est de
trouver une conformation de faible énergie d’une molécule ou d’un systeme moléculaire.
La fonction d’énergie potenticlle E, posséde 3N variables (N = nombre d'atomes du systéme étudié).
C'est cette fonction objective E (ri) qu'il faut minimiser, ou ri = (xi, yi, zi) représente les coordonnées
de chaque atome i du systéme. Formellement, la minimisation de I'énergie potentielle d’un systéme
moléculaire consiste donc a résoudre un probléme d'optimisation a plusieurs variables indépendantes :
a partir des coordonnees cartésiennes des atomes dans la structure initiale (xi, yi, zi), on recherche un
nouveau jeu de coordonnées optimisées (x*1,y*1,z*1) qui réduit I’énergie du systéme au minimum.
Pour cette raison, la minimisation d’énergie est aussi appelée optimisation de géométrie, les deux
phénomeénes étant indissociables. Le principe consiste a prendre la dérivée premiére 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 :
dE/dri =0

Equation 2

Les algorithmes numériques qui exécutent cette tadche sont itératifs et ont, au moins, un point
en commun : on commence en un endroit donné de I'hypersurface et on descend vers le minimum le

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

Y Conformation de départ
® NMinima locaux
/ O Minimum global

Energie potentielle
(

Direction (ou conformation)

Figure 5 : Représentation schématique du principe d’une minimisation d’énergie « statique »
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.
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Les procedures sont de deux types : les unes utilisent uniqguement la pente de la surface

(dérivée premiére), comme les algorithmes :
* Steepest Descent (SD)

* Conjugate Gradients (CG)

Les autres, utilisent a la fois cette pente et la courbure de la surface (les dérivées premiere et
seconde), comme 1’algorithme Adopted-basis Newton-Raphson (ABNR) [12-13].

Il 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 énergetiques.

2. Dynamique Moléculaire (DM)

La dynamique moléculaire est la méthode la plus fréquemment utilisée pour la simulation de
systemes réels. Le principe de base de cette méthode est I1’échantillonnage de 1’espace
conformationnel du systeme étudié par I’intégration des équations du mouvement de Newton pour
tous les atomes présents dans le systéme.

Les simulations de DM consistent a calculer les positions et les vitesses d'un systéeme d'atomes
[25]. Elles sont trés importantes pour la recherche du comportement structural des biomolécules en
fonction du temps.

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.

Ainsi, au contraire de la meécanique moléculaire, la dynamique moléculaire produit des
conformations qui dépendent moins de la structure initiale.

Les champs de forces utilisés sont les mémes que ceux employés dans les méthodes de
minimisation. La dynamique moléculaire introduit donc la dimension du temps dans I’étude des
molécules. L’évolution temporelle ou trajectoire d’une molécule est décrite par la résolution de

1I’équation (3) du mouvement de Newton :

. . 2

i i i i dt2

I
3
Q
I
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Equation 3 (mouvement de Newton)

—_

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

—_—

M |: Masse de I’atome i.

e

ai : Vecteur accélération de ’atome i.

—

ri : La position de I’atome i.
2.1. Mise en ceuvre d’un calcul de DM

Avant de commencer une simulation de DM, il est important d’avoir un mod¢le de départ
proche de la structure réelle.
> Minimisation par mécanique moléculaire : on part, en général d’une

conformation optimisée par la MM.

> Dynamique moléculaire : en général, un calcul de DM se décompose en trois

phases :

- Thermalisation : il s’agit de chauffer le systéme pour I’amener a la température
souhaitée (généralement 300 K), cette montée en température demande 2 a 10 ps de simulation
(2000 & 10000 pas d’intégration).

- Equilibration : est une phase importante au cours de laquelle, on stabilise la T du
systeme. Il y a alors un échange important entre 1’énergie potentielle et 1’énergie cinétique.
Cette étape peut durer entre 10 et 20 ps. La température est calculée aprés chaque étape et
ramenée & la T de référence par la formule (équation 4) :

1
% =T (To-T)

Equation 4

Avec :
- . Temps de relaxation, la valeur de t doit étre assez petite pour permettre un couplage efficace

(généralement egale a 10 fs).
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- To:température de référence. T : température du systeme.

- Dynamique ou production : c’est la phase réellement exploitable qui dure en moyenne de
60 a 100 ps. Au cours de cette simulation, les conformations sauvegardées toutes les 0.05 ou
0.1ps [26].

2.2. Docking moléculaire

Les interactions protéine-protéine et protéine-ligand jouent un réle clé dans 1’organisation des
systemes biologiques. Elles permettent la régulation de certains processus biologiques [27], la
transmission des signaux ou encore la catalyse de diverses réactions biochimiques.

Connaitre la fagon dont les protéines interagissent avec d’autres entités biochimiques est une
étape essentielle pour comprendre les processus biologiques dans lesquels elles sont impliquées. Le
développement d’approches prédictives ouvre la voie a la conception assistée par ordinateur de
systemes protéiniques aux propriétés modifiées et présente donc un intérét indéniable pour la
recherche et I’industrie pharmaceutique et médicale.

Dans le domaine de la chimie théorique, le docking moléculaire est une méthode qui prédit la
conformation (position et orientation relatives) la plus favorable de deux molécules en interaction et
formant un complexe stable. La connaissance de cette conformation préférentielle permet par la suite
I’estimation de la force d’association (affinité de liaison) entre ces deux molécules.

Cependant, chaque programme de docking moléculaire différe par rapport aux autres par leurs
algorithmes d’échantillonnage, par leur maniere de manipuler la flexibilité du ligand et de la protéine
et par leurs fonctions d’évaluation des complexes.

Il existe deux grands types de docking moléculaire. Le docking rigide consiste a obtenir la
conformation préférentielle d’un systéme protéine-ligand en considérant que chacune des deux
molécules conserve une géométrie interne fixe. Dans ce cas, la relaxation de la géométrie interne de
chaque entité, en interaction dans le complexe, n’est pas prise en compte [28].

Actuellement cette approche est utilisée dans le docking protéine-protéine. L approche la plus
récente dans le traitement de la flexibilité, considére la cible protéique comme corps rigide tandis que
le ligand est flexible.

En effet elle représente I’approche la plus utilisée dans la plupart des logiciels ou programmes
de docking moléculaire. Néanmoins, celle-ci reste approximative, du fait que le récepteur ne doit pas
étre considéré comme corps rigide (au moins la flexibilité du site d’interaction doit étre prise en

compte).

16



METHODES DE LA MODELISATION MOLECULAIRE
2.2.1. Principe théorique

Docking (amarrage) et le nom donné aux simulations moléculaires dans lesquelles
différentes approches sont combinées pour étudier les modes d’interactions entre deux molécules.
Dans la plupart des cas, il s’agit d’un récepteur macromoléculaire (cible de docking) dont la structure
tridimensionnelle est connue et d’une petite molécule (ligand). Le récepteur macromoléculaire étant le

plus souvent une protéine [29].

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes : le docking proprement dit

et la fonction de scoring (figure 6) :
> La premicre est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site actif de
la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses) possibles, en

ne retenant que celle qui représentent les modes d’interactions les plus favorables.

> La deuxiéme (la fonction de scoring) est 1I’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 moléculaire. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes

celles proposées [30-31].

Ligand

Complese + &G

Docking Scoting
—l —

Receptewrs

Figure 6 : Principe générale d’un programme de docking

2.2.2. Interaction proteine-ligand

Pour attacher un ligand a une proteine (docking) le probléme est de prédire la conformation et
I’orientation du ligand relative au site actif de la protéine cible. Le docking moléculaire est la base de

la reconnaissance moléculaire et du type de I’interaction. A chaque protéine cible de structure connue
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le docking moléculaire se réevele étre la clé dans le design de nouveaux medicaments [32-34]. Le

ligand est considéré comme une petite molécule organique. Les interactions qui peuvent exister entre
cette petite molécule (le ligand) et la protéine sont : des interactions polaires (liaisons hydrogene,
liaisons ioniques) et des interactions hydrophobiques (contact entre des groupes hydrophobes).

Les interactions entre la protéine et le ligand suivent le concept de la complémentarité stérique.
Récemment d’autres algorithmes, se basant sur le « matching of interacting group », ont été
développés [35]. Ces algorithmes sont moins performants car ils modélisent les différentes
interactions de la méme maniére. Pour contourner cette carence la technique utilisée considere trois
niveaux de types d’interaction :

> Les interactions du 3eme niveau concernent les liaisons hydrogene et les liaisons

ioniques,elles sont les plus restrictives geométriquement a cause de leur courte distance

H-accepteur................... H-donneur = 1.9A°.
> Les interactions du 2éme niveau sont les interactions hydrophobiques entre le
centre d’un cycle aromatique et les atomes d’un autre cycle, d’'un amide ou des groupements
méthyle. La géométrie de ce type d’interaction est légérement moins restrictive, on peut alors
le séparer des interactions purement hydrophobiques. Des études sur I’interaction protéine-

ligand ont montréque ce type d’interaction est le plus fréquent.

> Les interactions du 1 niveau sont les contacts hydrophobiques non spécifiques entre les
atomes de carbone aliphatique ou aromatique. Ces interactions sont généralement sphériques

avec un rayon de 4A et elles couvrent la plus grande partie du ligand [35-36].

Pour le placement du ligand dans le site actif de la protéine, les interactions du 3*™ niveau
sont utilisées en premier, ensuite celles du 2°™ niveau, et enfin celles du 1°'niveau.
Les interactions entre une protéine et un ligand sont en général de nature non covalente.

L'énergie libre de Gibbsse calcule selon 1’Equation 5.

AG = -RT In Ki= AH — TAS
Equation 5(Energie libre de Gibbs).

R : constante des gaz (8,314 J. K*mol™?), T: Température (K) Ki: constante d’inhibition
Les composantes de I'énergie libre sont :

- La complémentarité géometrique, stérique et de surface entre le ligand et le récepteur

- Les contacts présents entre deux régions lipophiles des deux entites.
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- Les liaisons hydrogéne

Les molécules d'eau dans les cavités des protéines peuvent parfois étre un élément
fondamental [37]. Elles sont capables d’assurer le relais entre le récepteur et le ligand et ainsi créer
des réseaux de liaisons hydrogeéne.

3.2. Principe de fonctionnement

Le Docking moléculaire peut se rapporter a un probléme d’optimisation selon une valeur
numérique qui rendrait compte de la conformation plus ou moins favorable de deux entités (e.g.
I’énergie libre totale du systéme protéine-ligand). Pour cela le docking moléculaire s‘accomplit en
deux étapes complémentaires durant la premiere étape, le programme tend a rechercher les
conformations du ligand aptes a établir des interactions idéales avec le récepteur. La deuxiéme étape,
appelée score de docking permet d'évaluer ces conformations par un calcul rapide de I'énergie libre
totale du systeme protein-ligand forme [38].

Pour que La capacité d’un programme est performante il est habituellement jugé au moyen de
la déviation quadratique moyenne ou RMSD (root-mean-square derivation) du modele congu par le
logiciel vis-a-vis de la structure du cristal. Le ratio admis est une différence maximum de deux
angstroms au-dela de laquelle la prédiction est considérée comme non pertinente [39].

3.2. Calcul du RMSD

Les différentes conformations issues de la dynamique sont analysées et comparées entre elles

par des superpositions et des calculs de déviations (RMSD) (Equation 6) [40].

1

RMSD
NY(———)?

1 ril ri2

Equation 6 : Expression du RMSD

Avec : N le nombre d’atomes du systeme étudié.

ri1 Le vecteur position de I’atome i dans la structure 1

ri2 Le vecteur position de ’atome i dans la structure 2

3.3. Fonctions de score :

La procedure 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
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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 de reproduire au
mieux le mode d’association réel. L association entre protéines et ligands est gouvernée par plusieurs
parametres 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 (G complexation<0).

En pratique, 1’évaluation de 1’énergie libre des complexes est une tdche souvent cotiteuse 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 généres 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 basées 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 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 [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 Vvérifier 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 d’un complexe est élevee, plus la probabilité de ce

dernier représente le mode réel d’interaction protéine-ligand est élevée [46- 47].
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SOLVATATION

1. Introduction

Les solvants sont des produits chimiques capables de dissoudre et de diluer d'autres substances
sans changer leurs structures, ni se modifier eux-mémes. Un solvant est un liquide dans lequel on
introduit une ou plusieurs substances (les solutés) de maniere a constituer une phase homogene (la
solution) [1].

Le solvant est donc défini non par sa structure chimique, mais par son état physique (1’état
liquide) et par l'usage qui en est fait ; il existe ainsi une variété infinie de solvants : I'eau, les composés
organiques (alcools, acides, hydrocarbures, etc.) sont les plus classiques, et des gaz condenses ou sous
pression, comme I'ammoniac ou le dioxyde de carbone [2].

L’eau est le constituant le plus abondant dans les tissus vivants : elle représente environ 75 %
de leur masse. Ses propriétés particuliéres font de 1’eau une molécule polaire indispensable a la vie.

Outre son role de solvant, I’eau est aussi le substrat et le produit de multiples réactions
chimiques. Elle est également fondamentale dans la structure tridimensionnelle et I’assemblage des
molécules biologiques. En effet, les repliements et assemblages macromoléculaires sont stabilisés par
I’élimination de I’eau des régions non polaires (effet hydrophobe) et la création de liaisons hydrogéne
avec certains atomes. Enfin, sa concentration en ions HzO™, peut modifier I’état ionique des molécules
biologiques, rendant les processus biologiques trés sensibles a ces variations a cause du pH [3].

1. La solvatation

Selon I’Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée (IUPAC) [4] la solvatation étant
définie comme toute interaction stabilisante d’un soluté et d’un solvant mettant en jeu généralement
des forces électrostatiques, de VVan der Waals, ainsi que des effets plus spécifiques chimiquement, tels
que la formation de liaisons hydrogénes.

Une solution est un mélange homogene dans lequel une entité chimique est présente en grande
guantité (le solvant), et ou une ou plusieurs autres entités chimiques (les solutés) sont présentes en
plus faible quantité [5].

Quand le soluté est en phase condensée (liquide ou solide), la solvatation entre dans le bilan
énergétique qui met en jeu la séparation des molécules ou des ions dans le soluté avant sa dispersion
dans le solvant. Le soluté ne se dissout que si les interactions soluté-solvant compensent la perte des
interactions soluté-soluté et solvant-solvant du fait de la dissolution :

> Soit par réaction chimique ;

> Soit en affaiblissant suffisamment les liaisons (par exemple, I'eau divise les forces

électrostatiques par environ 80) [6].
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Figurel : réaction soluté_ solvant (Wikipédia)
2.1. Couches de solvatation

L'ion (ou la molécule) solvaté est entouré de molécules de solvant qui lui sont directement
liées, qui sont orientées (dans le cas d'une interaction ion-dipdle), et qui ne s'échangent que lentement
avec des molécules extérieures a cette premiere sphere de solvatation.

Cette premiére sphére est entourée d'autres molécules de solvant qui sont indirectement liées a
I'ion, qui sont peu orientées, qui s'échangent rapidement avec des molécules de solvant du reste de la
solution, et qui s'échangent lentement avec les molécules de la premiére spheére.

Le reste de la solution est constitué de molécules de solvant qui sont dans le méme état qu'en
I'absence de soluté. La littérature anglo-saxonne appelle ces molécules le bulk.

Si cette structuration de la solution est commune aux différents solvants et solutés, le nombre
de molécules de solvant dans chaque sphere de solvatation est propre a chaque type de solution [7].

2.2. Nombre de solvatation

Le nombre de solvatation est le nombre (sans unité) de molécules de la premiére sphére de
solvatation ou, suivant les cas, le nombre total de molécules de solvant des deux couches de
solvatation. Le nombre de solvatation dans la premiere sphére est une notion assez facile a définir,
étant donnée la stabilité des interactions solvant-soluté. Le nombre de solvatation total, incluant les
molécules de solvant de la seconde sphére de solvatation, est plus délicat a définir. Il est le plus
souvent défini par la méthode utilisée pour la mesure de nombre de solvant [8]. Cette disparité, qui
peut paraitre perturbante en premiére instance, traduit en fait I'importance de la notion de nombre de
solvatation dans des situations variées.

Les méthodes de détermination des nombres de solvatation sont :

-les calculs expérimentaux.

-les calculs théoriques.
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2.1. Etude de la solvatation par méthodes expérimentales

On peut étudier I’hydratation des macromolécules biologiques a 1’aide de plusieurs méthodes
qui apportent chacune des informations spécifiques, différentes et complémentaires. On peut
distinguer parmi ces méthodes expérimentales deux grandes familles de méthodes :

> Les méthodes structurales (cristallographie par diffraction des rayons X et résonance
magnétique nucléaire), permettent de détecter la présence (pour la cristallographie) et la
dynamique (pour la RMN) de molécules d’eau spécifiques autour de la structure des

macromolécules.

> Les méthodes thermodynamiques, reposant sur des mesures de microcalorimétrie,
permettent d’accéder a 1’énergie libre de solvatation des molécules et a ses variations lors de
repliement ou de complexation ; ces mesures de microcalorimétrie couplées a des approches
volumétriques ou de pression osmotique permettent de caractériser, en termes de nombre de

molécules et d’énergie, les premieres couches de solvatation.

Les méthodes expérimentales permettant d’étudier 1’hydratation sont actuellement de plus en
plus précises. Cependant, elles posent des difficultés d’interprétation, et elles ne permettent le plus
souvent que d’obtenir des informations partielles sur 1’hydratation des molécules biologiques. Il est
donc nécessaire d’envisager des méthodes théoriques permettant d’étudier de fagon plus exhaustive
les processus de solvatation et de confirmer et compléter les résultats [9].

2.2. Etude de la solvatation par les méthodes théoriques

Les methodes théoriques, telles que la modélisation moléculaire [10-11], permettent
aujourd’hui de préciser au niveau atomique et de mieux rationaliser la relation structure/fonction des
systemes biologiques complexes dont les études expérimentales ne sont pas toujours simples a mettre
en ceuvre, ni évidentes a interpréter. Comme nous 1’avons évoqué précédemment, I’eau joue un role
trés important dans la structure des édifices bio- moléculaires et il apparait donc essentiel de bien
représenter ce solvant autour des solutés dans les études de modelisation moléculaire.

Deux grandes stratégies se distinguent pour représenter le solvant en modélisation :

> Les méthodes explicites, qui représentent le solvant de fagon microscopique,

> Les méthodes implicites, qui representent les effets du solvant de fagon

macroscopique.
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Plus récemment, de nouvelles méthodes implicites sont apparues, exploitant 1’efficacité des

méthodes implicites sans négliger 1’aspect moléculaire et microscopique des particules de solvant

[71.
A. Méthodes implicites

Afin de calculer les grandeurs thermodynamiques de solvatation du systéme de facon
beaucoup plus avantageuse, des méthodes de solvatation appelées implicites ont été développées [12].
Elles reposent sur le fait que les effets de 1’eau sur les molécules sont principalement d’ordre
électrostatique, et qu’ils peuvent étre moyennés dans le temps et ’espace.

Dans la simulation de solvant implicite, I'effet de I'eau est inclus dans un potentiel de force

moyenne, visualisé sous forme de fleches figure 2.

Figure 2 : Simulation de solvant implicite [13-14]

Le solvant est alors représenté comme un milieu continu, sans structure microscopique, de
constante diélectrique €s élevee, dont les propriétés diélectriques découlent des lois macroscopiques

de I’électrostatique [13-14]. Le soluté est une cavité de faible constante diélectrique immergee dans le
solvant, avec des charges partielles fixées (figure 3). L’intérét de ces méthodes est qu’elles calculent
des grandeurs moyennes et permettent donc de traiter directement les interactions soluté-solvant en
termes d’énergie libre. Dans le cas des trajectoires de dynamique moléculaire avec un solvant continu,
le but n’est plus de reproduire des trajectoires réalistes comme avec un solvant explicite que nous
allons détailler mais d’explorer I’espace conformationnel de fagon efficace, en plus du calcul de

1’énergie libre de solvatation.
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Figure 3 : Représentation implicite du solvant [13]

Le solvant est un milieu continu de constante diélectrique €s = 80 et le soluté un milieu de

constante diélectrique €j = 1.

Les méthodes de solvatation implicites permettent donc de calculer I’énergie libre de

solvatation AGs, que I’on peut décomposer en deux contributions de la fagon suivante :

AGs = AGp + Aan. (1)

Le terme AGp est la contribution ¢électrostatique ou polaire a 1’énergie libre de solvatation, dont
nous présenterons les différentes méthodes de calcul par la suite. Le terme

AGnp représente la contribution non polaire a I’énergie libre de solvatation, il comprend donc
les interactions de Van Der Waals AGvaw entre le solvant et le soluté, et 1’énergie libre nécessaire
pour former la cavité dans le solvant AGcav.

La méthode la plus répandue pour calculer AGnp repose sur le calcul de la surface accessible au
solvant de la macromolécule étudiee (méthode appelée SASA pour « Solvent Accessible Surface
Area ») [13-15].

Cette méthode considére que 1’énergie de solvatation non polaire provient de la premiére
couche de solvatation, et que le nombre de molécules d’eau de cette premiere couche est
proportionnel a la surface accessible au solvant A de la macromolécule etudiée.

Cette surface est calculée en tenant compte des volumes de Van Der Waals des atomes de la
molécule exposés au solvant, ainsi que des volumes des molécules d’eau de la premicre couche de

solvatation.
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On exprime alors 1’énergie de solvatation non polaire par la formule :

AGnp = AGvdw + AGeav =YA+ b (2)

Les parametres y (représentant la tension de surface microscopique) et b sont obtenus par
interpolation linéaire a partir du calcul d’énergie de solvatation de différents hydrocarbures dont
I’énergie de solvatation est majoritairement non polaire et connue expérimentalement.

Parmi les méthodes implicites qui permettent le calcul de la contribution électrostatique de
I’énergie libre de solvatation, on distingue, les méthodes de continuum qui font partie des méthodes

(SCRF) Résonance Magnétique Nucléaire de champ réactionnel auto-cohérent. Ces méthodes
considéerent le solvant comme un milieu continu de constante diélectrique « € » élevée ou le soluté est

placé dans une cavité entourée par le solvant. Les modéles de solvatation implicite différent par la
nature de la cavité du solvant.

B. Solvatation explicite

Pour calculer les propriétés de solvatation on peut envisager d’utiliser une représentation
microscopique réaliste du systéme étudié, c’est-a-dire représenter explicitement les molécules de
solvant et de soluté. En choisissant un modéle des interactions entre molécules, on peut placer un
ensemble de molécules a des positions diverses, et calculer 1’énergie de cette configuration
microscopique.

La théorie physique microscopique pertinente pour déduire les propriétés macroscopiques a
I’équilibre a partir de la connaissance des configurations microscopiques est la physique statistique
[16].

La boite initiale pour une simulation, vue de l'intérieur, inclut explicitement les molécules
d'eau

Traiter le solvant de maniére explicite, ¢’est-a-dire ajouter les molécules de solvant au systéme
étudie, est tres certainement la maniére la plus rigoureuse d'appréhender le comportement d’une
molécule.

Cependant le cout calculatoire est extrémement important puisqu’il faut tenir compte dans le
calcul de la fonction d’énergie potentielle, non seulement des termes qui concernent le soluté, mais
aussi de ceux qui concernent le solvant, entrainant ainsi des temps de calcul autrement plus longs que
ceux résultant d’un simple traitement implicite du solvant.

De plus, il est nécessaire d’avoir les paramétres physico-chimiques de la molécule de solvant

calculés specifiquement pour le champ de forces que 1’on utilise [5].
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Les méthodes explicites représentent chaque molécule d’eau autour du soluté comme une

molécule triatomique H>O, de charges et rayons atomiques donnés, comme représenté

schématiquement sur la Figure 4.

Figure 4 : boite initiale pour une simulation [13]

L’avantage d’une telle méthode est que le soluté et le solvant sont tous deux représentés de
facon cohérente par une description atomique.

La dynamique des molécules d’eau peut alors étre calculée par les méthodes classiques de
dynamique moléculaire. Une telle méthode permet d’étudier précisément la trajectoire de toutes les
molécules d’eau en paralléle de 1’évolution de la structure du soluté.

De plus, elle permet d’observer directement les liaisons hydrogene que chaque molécule d’eau
peut former avec le soluté, puisque chaque atome d’hydrogéne ou oOxygéne est représenté
explicitement. La représentation explicite a aussi I’avantage de déterminer naturellement la frontiere
entre le soluté et le solvant par les rayons de Van Der Waals des atomes du systéme.

Les modeles de solvant explicites permettent de représenter I’eau de fagon réaliste, grace a des
modéles paramétrés en accord avec 1’expérience.

Cependant, pour un systéeme avec des conditions aux bords périodiques comme on utilise
habituellement en modélisation pour simuler un milieu infini, on devra considérer un trés grand
nombre de molécules d’eau, jusqu’a plusieurs dizaines de milliers.

Le calcul des interactions solvant-solvant va prendre la majorité du temps de calcul par rapport
aux interactions soluté-solvant, et soluté-soluté, alors que la trajectoire exacte de toutes les molécules

d’eau n’est pas I’information la plus intéressante des simulations.
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Les modeles de solvant explicites permettent de représenter 1’eau de fagon réaliste, grace a

des modeles paramétrés en accord avec I’expérience.

Cependant, pour un systéeme avec des conditions aux bords périodiques comme on utilise
habituellement en modélisation pour simuler un milieu infini, on devra considérer un trés grand
nombre de molécules d’eau, jusqu’a plusieurs dizaines de milliers.

Le calcul des interactions solvant-solvant va prendre la majorité du temps de calcul par rapport
aux interactions soluté-solvant, et soluté-solute, alors que la trajectoire exacte de toutes les molécules
d’eau n’est pas I’information la plus intéressante des simulations.

De plus, en ce qui concerne les propriétés diélectriques et thermodynamiques, comme par
exemple 1’énergie libre de solvatation, il est necessaire de faire des moyennes sur un trés grand
nombre de configurations différentes afin d’avoir une statistique suffisante pour obtenir une moyenne
représentative des systemes étudiés, et il faut utiliser des méthodes de physique statistique évoluées
(méthodes de perturbation ou « umbrella sampling » [17,18]) pour calculer les grandeurs
thermodynamiques. Or la convergence de ces propriétés est connue pour étre trés lente [19], et 1’étude
des propriétés thermodynamiques d’un systéme bio- moléculaire par les méthodes de solvatation
explicites sera donc assez peu précise et tres colteuse en temps de calcul.

I1 existe différents modeles explicites pour représenter 1’eau en modélisation moléculaire, car
divers parametres peuvent étre ajustés par le nombre de sites de 3 jusqu’a 5 sites, afin de mieux

représenter la structure tétraédrique de 1’eau a cause :

> Des deux doublets électroniques de son atome d’oxygéne [20]),
> Les charges et les rayons de ces sites,

> La longueur des liaisons

> La valeur des angles de valence entre les sites [21,22].

Les molécules d’eau peuvent étre considérées comme flexibles ou rigides, selon le degré de

précision désirée (Figure 5).
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Figure 5 : Représentation explicite du solvant

Nous avons utilisé un type de solvant spécialement paramétré pour le champ de forces
AMBER : I'eau.

Pour étudier une molécule en solvant explicite, il est nécessaire de la solvater, ¢’est-a- dire de
la plonger enti¢rement dans une “boite de solvant”. Cette boite de solvant, quelle que soit sa forme
(cubique, parallélépipédique ou octaédrique tronquée) doit avoir une densité tres proche de la valeur
expérimentale du solvant. Pour cela, il est nécessaire que le nombre de molécules N de solvant soit

calculé précisément suivant le volume désire de la boite de solvant

NoxdxV
M

N= (3)

Avec No: nombre d’Avogadro, d : densité du solvant, V : volume de la boite de solvant et M :
masse molaire du solvant.

Par exemple, dans le cas d’une boite d’eau cubique de 50 A d’aréte, le nombre de molécules

d’eau nécessaires pour avoir densité d’eau = 1.0 (conditions standard) est :

60210°x1.0x(50.10° f

N \
18.10°

=4181 molécules d’'eau  (4)

Pour eviter non seulement que la densité du solvant au voisinage du soluté ne varie pas, mais
aussi que la zone de solvant ne soit au contact direct du vide (effets de bord), des conditions
périodiques aux limites sont imposées.

Le systeme soluté-solvant constitue la boite primaire qui est reproduite sous forme

d’images dans toutes les directions de I’espace pour un total de [(3 x 9) - 1] = 26 images (figure6).

33



SOLVATATION

Figure 6 : systéme initial _ application des conditions périodiques aux limites

Il est & préciser que, puisque les molécules de solvant sont explicitement présentes, elles vont
directement participer a I’évaluation de I’énergie du systéme et donc la constante dié¢lectrique aura une
valeur fixee a 1[23].

Un ligand peut se lier directement & un récepteur ou indirectement a travers des molécules

d'eau positionnées entre le ligand et la protéine (figure 7).
r

Figure 7 : Position du ligand dans le site actif

En ce qui concerne I’eau, la liaison hydrogene est donc une force intermoléculaire qui
implique un atome d’hydrogéne et un atome d’oxygéne. L’eau joue un double role donneur et
récepteur d’Hydrogene, la possibilité d’établir 4 liaisons hydrogene par molécule d’eau rend puissante
cette liaison intermoléculaire. C’est donc la liaison hydrogéne qui rend compte des anomalies de 1’eau
en expliquant la force de sa cohésion intermoléculaire. La portée de cette liaison peut s’étendre a de
grandes distances d’interaction et, dans les milieux condensés (liquide et solide), s’appliquer a tout le

milieu.
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HYPERTENSION ARTERIELLE

La définition de I’hypertension artérielle (HTA) est un compromis entre les études
d’observation indiquant que le risque cardio-vasculaire croit avec le niveau de la pression artérielle et
les essais d’intervention qui ont montré la réversibilité partielle de ce risque sous traitement
antihypertenseur.

La pression artérielle normale de I’adulte est arbitrairement définie comme une pression
systolique égale ou inférieure @ 140 mm Hg et une pression diastolique inférieure ou égale @ 90 mm
Hg. En fait, il faut plus considérer ’HTA comme un facteur de risque cardio-vasculaire.

La définition et les seuils décisionnels utilisés sont orientés vers un objectif pratique : réduire
I’incidence des maladies cardio-vasculaires, telles que :

* L’accident Vasculaire Cérébral,
« La Maladie Coronaire,

« L’insuffisance Cardiaque,

e L’insuffisance Rénale

En tenant compte de la pression artérielle habituelle et aussi celui des facteurs de risque
vasculaire associés comme :

+ Le tabagisme,
e Lasédentarité,
* Lesdyslipidémies.

» Lediabeéte [1].
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Cerveau:
*Accident vasculaire cérébral

(ischemie cerébrale transitoire,
ramollissement, hémorragiel,
démence

Yeux:

*Maladiedela rétine (ré-
tinopathie)  rétrécissement
artériolaire, hémorragies
rétiniennes, exsudats, cedeme
papillaire

Ceeur:
*Maladie coronarienne (anging,
infarctus du myocarde), hyper-
trophieventriculaire gauche,
insuffisance cardiaque, fibrilla-
tion auriculaire

Reins : -t
*Maladie renale
inéphropathie) : insuffisance
rénale

Arteres peripheriques
viscerales et des membres

« Artériopathie obstructive des
artéres viscerales lischémia
intestinale), rénales (HTA
rénovasculaire, insuffisance
rénale) et des membres (clau-
dication, plaie ischémique,
necrose)

Figure 01 : Exemples d’atteinte d’organes cibles en présence d’hypertension artérielle [2]

1. Laprévalence de la maladie hypertensive
1.1. En Algérie

Selon le dernier rapport de I’OMS (organisation mondiale de la santé), publié en 2011 prés de
8 millions de décés par an soit 13% des déces annuels, sont liés aux complications de 1’hypertension
artérielle a échelle mondiale. En Algérie, 30 % des adultes souffrant de I’ HTA. Un pourcentage de
60% est enregistré dans le sud algérien. L’HTA pose un probléme de santé publique liés a divers
origines (génétique, stress...). [3]

1.2. Au niveau mondial

Selon le journal scientifique « The Lancet », 972 millions d’individus souffrent d’HTA (le
quart de la population mondiale adulte), dont 333 millions dans les pays développés et 639 millions
dans les pays en voie de développement. En 2025, le nombre d’adultes HTA devrait croitre de 60%
pour atteindre un total d’un 1,56 million. L’HTA est donc considérée comme un défi majeur de santé

publique au niveau mondial.
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La prévention, la détection, le traitement et le contrdle de ce phénomene doivent étre pris en

considération avec prudence [4].
La pression artérielle est répartie de fagon continue dans la population et on peut distinguer
deux sous populations :

> La premiére normale

> La deuxiéme hypertendue

2. Classification de I’hypertension

La pression artérielle a une distribution unimodale (Se dit d'une loi de probabilité, d'une
distribution statistique a un seul mode) dans la population [5] et une relation continue avec le risque
cardiovasculaire jusqu’a des valeurs de pression artérielle systolique (PAS) et pression artérielle
diastolique (PAD) de 110- 115 mm Hg et 70-75 mm Hg respectivement [6,7]. Ce fait rend
scientifiguement discutable le terme méme « hypertension », et sa classification fondée sur des valeurs
seuils est arbitraire. Néanmoins, changer cette terminologie universellement connue et admise peut
générer une confusion dans les esprits, et 'usage de valeurs seuil simplifie I’approche diagnostique et
thérapeutique dans la pratique quotidienne.

C’est pourquoi la classification de I’hypertension utilisée dans la recommandation 2003 de
I’ESH/ESC a été maintenue avec les conditions suivantes :

Lorsque la PAS et la PAD d’un patient se situent dans des catégories différentes, c’est la
catégorie la plus €levée qui doit conditionner la quantification du risque cardiovasculaire global, la
décision d’un traitement et I’estimation de son efficacité.

> L’HTA systolique doit étre hiérarchisée (grades 1, 2, 3) suivant les mémes

valeurs de PAS que celles utilisées pour I’hypertension diastolique. Cependant I’association a

une valeur basse de la PAD (par exemple : 60-70 mm Hg) doit étre considérée comme un

élément de majoration du risque.

> Le seuil d’hypertension (et la nécessité d’un traitement médicamenteux) doit étre
considéré comme flexible, et fondé sur le niveau et le profil du risque cardiovasculaire. Par
exemple, un certain niveau de pression artérielle peut étre considéré trop élevé et nécessitant

un traitement a un niveau de risque élevé, mais acceptable pour un risque plus bas.
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Tableau 1 : Classification de I’hypertension artérielle selon I’Organisation Mondiale d
la Santé

CATEGORIE

SYSTOLIQUE (mm Hg) - DIASTOLIQUE (mm Hg)

iz evou -

L HTA systolique isolée doit étre classée (1, 2, 3) selon la PAS dans les fourchettes indiquées,
pourvu que la PAD soit < 90 mm Hg. Les grades 1, 2 et 3 correspondent a une HTA légére, modérée
et sévere respectivement. Ces dénominations ne sont plus utilisées pour éviter toute confusion avec la
quantification du risque cardiovasculaire global. [8]

3. Physiopathologie de PHTA

La pression artérielle est le produit du débit cardiaque par les résistances artérielles
systémiques. L’élément permanent de I’HTA est lié a une augmentation des résistances périphériques.
Les élévations passageres (par exemple a I’occasion d’un effort ou d’une émotion) sont liées a

une augmentation du débit cardiaque.

Les causes de 1’élévation des résistances périphériques sont certainement multiples et font
intervenir des facteurs vasculaires, une stimulation sympathique, une stimulation du systeme rénine-
angiotensine-aldostérone, une réduction de la masse néphrotique, un excés pondéral, des facteurs
endocriniens ou alimentaires (I’HTA est pratiquement inconnue dans les populations qui consomment
peu de sel). Le rein est un organe central dans la régulation de la pression artérielle.

Il est capable d’éliminer le sodium en exces, grace a sa fonction endocrine (systéme rénine-
angiotensine-aldostérone) et un rétrocontréle pression-diurése : toute élévation de la pression artérielle

entraine une augmentation du sodium excrété, d’ou une réduction de la volémie, et le rétablissement

e
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d’une pression artérielle normale. Cette régulation posséde un gain indéfini, ¢’est-a-dire une capacité

de correction complete a long terme de toute anomalie de la pression artérielle. Inversement, si le rétro
controle pression-diurese est perturbé, une HTA apparait sans étre jamais compensee par les autres
facteurs régulateurs.
Dans 95% des cas, I’HTA est essentielle, sans cause identifiée. Différents facteurs
prédisposants peuvent intervenir :
> Le syndrome X li¢ a une résistance a 1’insuline associe a un hyperinsulinisme,
une surcharge pondérale, une HTA, une dyslipidémie, une intolérance au glucose, une hyper
sympathicotonie, une surcharge de sodium dans le muscle -lisse vasculaire avec reéactivité

vasculaire augmentée.

> Chez les sujets de plus de 50 ans, ’augmentation de rigidité des gros troncs

artériels intervient beaucoup, plus que la réduction de calibre des petites arteres.

> L’augmentation de la pression pulsée aortique se caractérise par une élévation de
la pression artérielle systolique (PAS) et une diminution de la pression artérielle diastolique

(PAD). Les conséquences de ’HTA sont multiples :

* L’hypertrophie ventriculaire gauche, responsable d’une altération de la fonction
diastolique, une diminution de la pression de perfusion coronaire favorisant I’ischémie

myocardique.

* L’hypertrophie auriculaire gauche prédisposant a la fibrillation auriculaire.

* L’artériolosclérose, une hypertrophie du média, pouvant aller jusqu’a la nécrose

artériolaire et la mort du tissu en aval (par exemple nécrose glomérulaire en cas d’atteinte de

I’artériole pré glomérulaire, d’ou insuffisance rénale) ;

* Artériosclérose, touchant notamment les troncs supra-aortiques, les artéres

coronaires et celles des membres inférieurs.

Certains accidents paraissent nettement liés a ’HTA mais sont rares :

R/
L 44

Dissection aortique, accident vasculaire oculaire (thrombose de 1’artére centrale de la
rétine, hémorragie rétinienne importante, thrombose veineuse, un croisement artériel),

avec souvent baisse importante de I’acuité visuelle.

R/
L 44

De nombreuses études épidémiologiques, notamment celle de Framingham ont montré
une interrelation entre ’HTA et 1’augmentation de nombreux accidents cardio-

vasculaires : I’insuffisance coronaire sous toutes ses formes, 1’insuffisance cardiaque,
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AVC (ischémigue ou hémorragique), artériopathie des membres inférieurs,

insuffisance rénale, mortalité cardio-vasculaire [9].
4.  Facteurs de risqué

Dans 90 % des cas, I'nypertension est dite essentielle ou primaire, c'est-a-dire qu'elle est de
cause inconnue, mais fortement reliée a I'nérédité ou a I'environnement. L'age et le sexe sont des
facteurs de risques considérables dans le développement de I'hypertension artérielle essentielle.

Il 'y a aussi des facteurs de risques reliés au mode de vie dont I'obésite, la consommation
d'alcool, la consommation en sel, le tabagisme, le stress et le manque d'exercice physique.

Ces derniers facteurs ont la possibilité d'étre modifiés par les personne atteintes d’hypertension
et pour donner suite a l'adoption d'un mode de vie sain, il en résulte une réduction de leur la pression
artérielle (PA). De plus, il est important de savoir que les facteurs de risques tendent a étre
multiplicatifs plutét qu'additifs. D'autre part, les autres cas d'hypertension sont dits secondaires et
causés par une autre pathologie identifiable, comme des maladies rénales [10].

5. Diagnostique de ’hypertension artérielle

De nos jours, Il n’existe pas de seuil de pression artérielle individualisé au-dela duquel le
risque cardiovasculaire (RCV) peut étre considéré comme nul. Le r6le délétere de la pression artérielle
diastolique (PAD) a été le premier mis en évidence mais c’est la pression artérielle systolique (PAS)
qui a la signification pronostique la plus impactant. Quant a la pression pulsée (PAS-PAD) traduit une
altération de la compliance (ou fonction d’amortissement) des gros vaisseaux.

L’HTA est également un composant permettant la détermination du RCV absolu [9] mais la
PA est fréeguemment mesurée en clinique, au cabinet du médecin, ce qui altéere souvent sa signification
pronostique [11].

Au niveau cardiaque, ’'HTA favorise la formation de plaques athéromateuses au niveau des
gros troncs coronariens, générant ainsi une authentique insuffisance coronarienne organique.

De méme, elle contribue en collaboration avec divers facteurs neuro- hormonaux, a
I’apparition d’une hypertrophie ventriculaire gauche associant hypertrophie myocytaire et expansion
du tissu de soutien [12]. Les traitements antihypertenseurs ont un effet direct sur la morbidité et la
mortalitt ACV en réduisant nettement le taux de survenue des AVC (de 30 a 40% suivant les
populations considérées) et des accidents coronariens (10 a 15%) [13]. Ainsi, ’haute autorité de santé
[Prise en charge des patients adultes atteints d’HTA essentielle-Actualisation 2005] préconisait les
objectifs tensionnels suivants :

- PAS/PAD< 140/90 mm Hg chez I’adulte d’age moyen,

- PAS< 150 mm Hg chez le sujet age avec HTA systolique,
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- PAS/PAD< 140/80 mm Hg chez le diabétique de type 2,

- PAS/PAD< 130/85 mm Hg chez I’insuffisant rénal sans protéinurie,

- PAS/PAD< 125/75 mm Hg chez I’insuffisant rénal avec protéinurie> 1g/j.
6.  Traitement non pharmacologique et pharmacologique de I'hypertension
6.1. Traitement non pharmacologique de I'hypertension

Hypertension, le terme médical pour I'hypertension artérielle, peut parfois étre traitée sans
meédicaments sur ordonnance. Il y a des changements de style de vie qui peuvent étre faits qui aident &
diminuer la pression artérielle. Méme si une voie strictement naturelle ne doit étre recherchée avec la
supervision d'un medecin, traitements non pharmacologiques de I'hypertension ont été couronnés de
succes pour de nombreuses personnes [14].

A. Repas équilibrés

Bien que tout le monde doive adhérer a un régime alimentaire sain, ceux souffrant
d'’hypertension devraient accorder une attention particuliere aux aliments qu'ils consomment. Des
aliments entiers non transformés qui sont faibles en gras sont les plus sains, les patients devraient
essayer d'éviter la restauration rapide, autant que possible.

Aliments spécifiques qui ont été montrés pour réduire les niveaux de pression artérielle
incluent les grains entiers, des fruits frais, des légumes frais et des poissons. Il est également important
de consommer la quantité quotidienne recommandée de potassium.

B. Réduire la consommation de sodium

Un régime alimentaire qui est riche en sodium peut grandement contribuer a I'hypertension
artérielle. « The National Institutes of Health » a publié un communiqué en 1998 sur « le sodium et
I'nypertension artérielle ». Ce communiqué stipule que les personnes « ne devraient pas consommer
plus de 2400 mg de sodium par jour.

C. Exercice régulierement

L’activité physique améliore la santé globale du patient, en particulier le systéme cardio-
vasculaire. Quand le cceur est sain et fort, il peut pomper le sang avec facilité. Cela allege la pression
sur les artéres et abaisse la pression artérielle naturellement.

D. Arréter de fumer /Boire

Le tabac et la consommation excessive d'alcool augmentent considérablement le

risque d'accident vasculaire cérébral et de crise cardiaque.
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E. Gérer le stress

Les effets a long terme du stress sur I'hypertension ne sont pas clairs, mais il est connu que le
stress peut provoquer des pics temporaires de la pression artérielle. [15].

6.2.  Traitement pharmacologique de I'hypertension

De nombreuses substances sont utilisées dans le traitement de I’hypertension. Certaines
agissent directement sur les hormones de ’organisme qui régulent la tension artérielle, d’autres
rendent les parois des artéres plus souples, d’autres encore permettent d’éliminer le surplus de sel et
d’eau que contient I’organisme, d’autres enfin tendent a faire diminuer la pression dans les arteres.
Comme leur mode d’action est différent, ces médicaments peuvent étre associés pour avoir un effet
plus important [12].

6.2.1. Médicaments utilisés pour traiter I’hypertension artérielle

Six classes de médicaments, dits antihypertenseurs, sont utilisées pour le traitement de
I'nypertension.

A. Diurétiques (thiazidiques)

Sont les médicaments les plus anciens utilisés contre I'nypertension.

Ils favorisent 1’¢limination d'eau et de sel par les reins, diminuant de ce fait le volume de
liquide qui circule dans les arteres et abaissant la pression qui s'exerce sur leur paroi. Certains d’entre
eux sont responsables d’une baisse du taux de potassium dans le sang qui doit étre surveillé.

En 2014, la Revue Prescrire estimait que chez les personnes non diabetique et sans atteinte
cardiovasculaire ni rénale, les diurétiques thiazidiques demeuraient le traitement de premier choix de
I'nypertension artérielle.

B. Béta-bloquants

Les béta-bloquants entrainent un ralentissement de la fréquence cardiaque et une diminution
de la force de contraction du cceur.

IIs bloquent I'action d'hormones telles que I'adrénaline en prenant la place de ces derniéres sur
les récepteurs mais provoquent moins de réaction de la part du récepteur.

Les bétabloquants sont géneralement prescrits aux personnes hypertendues ayant déja subi un
infarctus du myocarde, souffrant d’angine de poitrine ou dont la fréquence cardiaque de repos est
rapide. Des effets secondaires le plus fréguemment rencontrés sont des troubles digestifs, une fatigue,
une sensation de pieds et de mains froids, un ralentissement du rythme cardiaque, des troubles du

sommeil et des troubles de 1’érection.
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C. Inhibiteurs de I’enzyme de conversion (IEC)

Les inhibiteurs de I’enzyme de conversion (IEC) bloquent la production de I'angiotensine, une
hormone produite par les reins, qui favorise la contraction des vaisseaux.

Les IEC sont utilisées chez des personnes hypertendues qui présentent également des troubles
cardiaques.

D. Antagonistes des récepteurs de I’angiotensine 11 (ARA2, ARAII ou sartans)

Les antagonistes de I’angiotensine Il (ARA2) s’opposent a I’action de l'angiotensine qui
favorise la contraction des vaisseaux.

Une évaluation médico-économique de la HAS (Haute autorité francaise de santé) rendue
publique en mai 2013 concluait que le colt deux fois plus élevé des ARAII comparativement a
d'autres classes de médicaments antihypertenseurs n’est pas justifié¢ au regard des bénéfices cliniques
supplémentaires qu'ils apportent. Il s'agit pourtant de la classe la plus prescrite (38 % des
prescriptions). La HAS préconisait de considérer plutdt les diurétiques, les IEC et les inhibiteurs
calciques (ICa) en instauration de traitement.

E. Antagonistes du calcium (inhibiteurs calciques)

Les antagonistes du calcium, ou inhibiteurs calciques, freinent I’entrée du calcium dans les
muscles responsables de la contraction des artéres. Ils entrainent ainsi la baisse de la tension artérielle
par relachement des artéres. Ils sont également utilisés pour traiter 1’angine de poitrine.

F. Inhibiteurs de la rénine (aliskirene)

Les inhibiteurs de la rénine bloquent 1’action de la rénine, une enzyme produite par les reins,
qui intervient dans la régulation de la pression artérielle. Actuellement, seul un inhibiteur de la rénine,
’aliskiréne, est commercialisé. Il peut étre utilisé seul ou en association avec d’autres
antihypertenseurs [16].

7.  Enzymes

Les enzymes sont des catalyseurs d'une tres grande efficacité. Ceux sont des protéines
fabriquées par l'organisme qui permettent I'activation ou l'accélération de réactions chimiques. Ces
enzymes jouent un réle dans toutes les fonctions.

Les enzymes sont constituées de deux parties :

> Le site de reconnaissance (ou site de liaison au substrat); permettant de fixer le

substrat grace a certains acides aminés.

> Le site catalytigue (ou lieu la transformation du substrat) permettant de

transformer le substrat grace a des acides aminés qui interagissent avec le substrat.
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A. Site actif

Le site actif désigne en catalyse la partie du catalyseur qui va interagir avec le(s) substrat(s)
pour former le(s) produit(s). Cette notion concerne tous les types de catalyseurs, mais on l'associe
généralement aux enzymes. Le site actif des catalyseurs fait I'objet d'études poussées dans le cadre de
la recherche de nouveaux catalyseurs et de I'étude des mécanismes réactionnels en biochimie.

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. Les molécules ou ligands sur lesquelles agit une
enzyme sont définies comme les substrats de la réaction enzymatique. Elles se fixent dans le site actif
de I'enzyme en formant des interactions avec la surface de la cavité du site actif. Ces interactions
permettent en particulier d'orienter le(s) substrat(s) pour favoriser la réaction.

Les groupements fonctionnels de certains résidus d'acides aminés qui forment la cavité du site
actif peuvent alors participer a la réaction. On parle de résidus catalytiques ou de résidus du site actif.

L'interaction entre une protéine, et son substrat est la premiere 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 aminés de site actif de I’enzyme et ceux des
inhibiteurs.

> Energies 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 modélisations moléculaires, regroupées sous le nom " d’amarrage” ou "docking™ moléculaire ont
été développées.

La flexibilité des molécules biologiques résulte de la haute dimensionnalité des systémes, mais
aussi de I’intervention d’un grand nombre d’interactions faibles (Van Der Vaals, liaisons hydrogéne,
effet hydrophobe, ...). On sait aujourd’hui qu’elle fait partie intégrante de la dynamique des
macromolécules et de leur bon fonctionnement.

La négliger 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
procedure de Docking moléculaire [17- 18].

Les logiciels de Docking moléculaire 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, généralement protéique (récepteur), afin d'influencer le

mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée [19].
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Parmi tous les enzymes trouvés de 1’hypertension, on a choisi quatre enzymes pour réaliser

cette these (le Minéralocorticoide : 2AA2, et 3VHU, et le 11 B — hydroxystéroide déshydrogénase de
type 1 :11p-HSD1 :3HFG et 4YYZ
B. Récepteur minéralocorticoide (RM)

Le RM est une protéine de la superfamille des récepteurs nucléaires, famille des récepteurs
stéroides, liant I’aldostérone. Il est codé par un seul géne NR3C2 (sous famille 3 des récepteurs
nucléaires, groupe C, membre 2), situé sur le chromosome 4 chez I’Homme, sur le chromosome 19
chez le rat et sur le chromosome 8 chez la souris.

Le géne NR3C2 s’étend sur plus de 400 kb et est composé de 10 exons et de 8 introns.

Les deux premiers exons (la et 1) ne sont pas codants. Les 8 autres exons (E2 a E9) codent
pour une protéine de 984 acides aminés d’une masse moléculaire de 107 kDa [20].

C. 11 B —hydroxystéroide déshydrogénase de type 1 (11p-HSD1)

La 11B-HSD appartient & la superfamille des déshydrogénases d’alcool a chaine courte. Deux
isoformes ont été caractérisées. Le géne de I’isoforme de type 1, d’une taille de 30 kb, est localisé sur
le chromosome 1 en q32.2, comporte six exons et code pour une protéine de 34 kDa.

L’enzyme est présente dans le réticulum endoplasmique et son activité est dépendante de la
NADP(H) (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate déshydrogénase). La 11B-HSD-1 est
bidirectionnelle et exerce une activité de type déshydrogénase (convertissant le cortisol en cortisone,
qui est inactive) et de type réductase (convertissant la cortisone en cortisol). On admet classiquement
qu’in vivo, c’est l’activité réductase qui prédomine, cependant, cette notion a été récemment
controversée. La 11B3-HSD-1 est présente dans de nombreux tissus de I’organisme (foie, poumon, tissu
adipeux, gonades, os, ceil, muscle lisse vasculaire, peau et systeme nerveux central).

Au niveau hépatique, la 11p-HSD-1, en conjonction avec la So- réductase, participe au
métabolisme des glucocorticoides, modulant ainsi les concentrations circulantes de cortisol. Dans les
autres tissus cibles, la 11B3-HSD-1 va moduler localement I’exposition aux glucocorticoides en réglant
la conversion locale de cortisone et donc les concentrations intracellulaires de cortisol [21].

8. Les inhibiteurs de 11 p —hydroxysteroide déshydrogénase

Dérivés des triazoles

EN 1881 Luigi Brugnatelli a isolé pour la premiére fois le composé hétérocyclique alloxan (2,
4, 5,6-pyrimidinetetrone [22], une branche tres importante de la chimie organique qui représente pres
d'un tiers des publications modernes. En fait, deux tiers des composés organiques sont des composés
hétérocycliques. L'azote, l'oxygene et le soufre sont les hétéroatomes communs, mais les cycles

hétérocycliques contenant d'autres hétéroatomes sont eégalement largement connus [23]
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En 1885, Bladin a été le premier scientifique a donner le nom de triazole au systeme cyclique

carbonnitrogene[24] . Le triazole, également connu sous le nom de pyrrodiazole, existe sous deux
isomeres (formes tautomere) et ils sont considérés comme des nucléus importants sur le plan

pharmacologique [25] :

i\ [,
yd

yd N
N N
| H-1.2.4-triazole 1 H-1,2,3-triazole

Figure 2 : dériveés de triazoles
La synthése de 1, 2,4-triazoles fusionnés a un autre noyau hétérocyclique a attiré une grande
attention en raison de leurs diverses applications comme antiviraux, antitumoraux, anti-

inflammatoires, pesticides, herbicides, colorants, lubrifiants et réactifs analytiques [26].

9. Lesinhibiteurs du Récepteur minéralocorticoide

A. Spironolocatone

La spironolactone est également indiquée pour soigner ou prévenir une hypokaliémie (trop peu de
potassium dans le corps) quand d'autres méthodes thérapeutiques ne conviennent pas. La
spironolactone agit en aidant le corps a éliminer I'excés d'eau et de sel, mais elle réduit la perte de
potassium du corps [27].

R2 1.,

8]

Figure 03 : Structure de la Spironolocatone
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La spironolactone peut étre associée a un blogueur du systéme rénine-angiotensine sans risque

d'hyperkaliémie aussi longtemps que la fonction rénale est normale [28].
B. Aldostérone

Pendant de nombreuses annees, l'aldostérone a été considérée comme une hormone dont la
seule activité était de régler I'excrétion de sel dans les tissus épithéliaux, en premier lieu dans le tube
distal du rein. Aujourd'hui, de nombreuses études expérimentales ont révélé de nouvelles propriétés de
I'aldostérone en particulier au niveau cardiovasculaire.

Ce regard nouveau sur le role physiopathologique de I'aldostérone a abouti a I'étude RALES
(Randomized Aldactone Evaluation Study) qui a démontré l'intérét clinique du blocage sélectif des
récepteurs minéralocorticoides dans le traitement de I'insuffisance cardiaque sévére.

La spironolactone et les médicaments interférant avec l'activité de l'aldostérone ont aussi
trouvé une nouvelle place dans le traitement de I'hypertension artérielle car il semble que
I'nyperaldostéronisme primaire est plus fréquent que prévu et qu'il ne s'accompagne pas toujours d'une
hypokaliémie [29].

L’aldostérone.t un stéroide qui contrdle 1'équilibre hydrominéral en agissant sur la rétention du

sodium, d'ou son importance dans la régulation de la tension artérielle.

Figure 4 : Structure d’aldostérone.
Dés 1934, Wintersteiner démontrait que I'animal, privé de surrénales, pouvait étre maintenu en
vie a l'aide d'une fraction amorphe extraite de la partie corticale de ces glandes.
En 1953, Wettstein et Reichstein ont isolé, a partir de cette fraction, une substance hormonale
comportant une fonction aldéhyde et ils lui ont donné le nom d'aldostérone. Wettstein en a réalisé la

synthése en 1955.
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RESULTATS ET DISCUSSION

L’¢étude du Docking moléculaire est une €tape capitale dans la compréhension des réactions

biologiques et dans la conception de médicaments. Les tentatives de Docking moléculaire ont
longtemps été basées sur le concept clé-serrure [1].

Tous les programmes de "Docking moléculaire” peuvent se décomposer en deux étapes : la
partie de recherche des conformations possibles du ligand et la partie d’évaluation de ces
conformations ou fonction scoring. Cette derni¢re doit permettre d’attribuer le meilleur score au
complexe le plus réaliste déterminé expérimentalement. Pour effectuer ce choix la fonction de score
est basée classiquement sur la complémentarité stérique des fonctions et des groupements chimiques.
Il existe de nombreuses fonctions de score mais envisager tous les parametres physico-chimiques qui
entrent en jeu dans les interactions intermoléculaires est pour 1’instant irréalisable.

Cependant, parmi les forces mises en jeu, certaines sont plus importantes que d’autres.

Ainsi les liaisons hydrogene constituent une des composantes jouant un rdle primordial dans
les interactions intermoléculaires. Ceci est d( principalement aux groupements polaires dans les
macromolécules biologiques.

Le premier objectif de ce travail est d’évaluer les programmes disponibles pour effectuer un
Docking moléculaire entre une enzyme et des divers ligands [1].

Ce travail consiste a étudier les interactions entre les différents inhibiteurs et divers enzymes
dans un milieu solvaté et non solvaté par les méthodes de la modélisation moléculaire [2].

Dans ce chapitre nous avons ressemblé tous les résultats de calcul effectués dans ces quatre
études et la discussion que nous allons engager est basée sur les énergies d’interaction, les distances

entre certains groupements de la chaine latérale du site actif de I’enzyme et ceux d’inhibiteurs.
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1. Protocole générale

Préparation de la structure d’enzyme

étudiée

ll

Téléchargement des enzymes a partir de la base de données
Bookhaven Protein Data Bank (PDB).

Elimination des molécules d’eau. ? Elimination des inhibiteurs de la

Co-cristallisation

Maintenir une seule chaine
[ Minimisation d’énergie de l’enzyme]

Ligands (avec logiciel

@ hyperchem 8.03.)

Structure de départ
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J
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2. Logiciels retenus
2.1. MOE (2014) [3]

MOE (Molecular Operating Environnement) est un ensemble de plusieurs logiciels destinés a
la conception assistée par ordinateur de molécules biologiquement actives. Celui-ci permet d’effectuer
plusieurs taches pendant un temps tres réduit. 1l permet de dessiner les molécules, de les minimiser
pour avoir la meilleure conformation de ces molécules. 1l permet également de docker plusieurs
ligands rassemblés dans une base de données dans le site actif d’une protéine de maniére successive.
Ce logiciel présente une forme de docking flexible dans lequel le récepteur et le ligand change de
conformation et s’adaptent a 1’environnement. Il est également possible de représenter 1I’enzyme et
son ligand primitif.

2.2. UCSF Chiméra [4]

Les études de Docking moléculaire ont été réalisées avec UCSF Chiméra 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 obtenus et de
dynamique moléculaire [4], interactive pour obtenir I'affinité et mode de liaison des inhibiteurs du site
actif de I’enzyme.

L'optimisation de la géométrie de cette derniere a été réalisée en utilisant le champ de force
AMBERff03.r1 [5] et par des calculs d'énergie par Auto Dock Vina implémenté dans le logiciel
UCSF Chiméra (www.cgl.ucsf.edu/chimera) [6]. Auto Dock Vina, un nouveau programme pour le
Docking moléculaire et criblage virtuel permet I'exécution des calculs ligand-récepteur a 1’aide Auto
Dock Vina en utilisant 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 [7] et un programme de simulation d’amarrage de ligand flexible sur un récepteur
rigide.

2.3. Hyperchem 8.0.3 [8]

Hyperchem 8.0.3 est un logiciel de modélisation moléculaire développé par Auto Desk et
distribué par hypercube, (Ontario, Canada). C’est un logiciel connu pour sa qualité sa facilité d’usage,
unissant 1’animation et la visualisation 3D, Hyperchem peut faire des calculs de mécanique, de
dynamique moléculaire et méme des calculs quantiques.

2.4. Rasmol [9]
Le logiciel RASMOL fonctionne sous Windows, il est exploitable a partir d’un ensemble de

deux fenétres :
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. La premiére fenétre donnant 1’accés a des macros commandes (menu) et a I’affichage

de ’image.
. La deuxieme fenétre on récupere des informations (séquence, position, distance ...)
et on signifie les instructions en utilisant un langage simple de commande.
> 1l ouvre des fichiers de molécules assez volumineuses (plus) de 1000 atomes).
> 1l comporte des fonctions d’affichage des informations (nom des molécules, sa séquence par
chaine, ses structures) qui sont lues dans le fichier PDB.
» 1l permet d’avoir différents modes de visualisation du mod¢le moléculaire : sphére, batonnets.
Quiatre études ont été effectuées dans le cadre de cette these :
X3 Etude de l’interaction récepteur de minéralocorticoide (MR) et similaire de spironolactone
en milieu solvaté par docking moleculaire.
X3 Etude de I'interaction de I'enzyme™ miniralocorticoide ""et de ses inhibiteurs' aldostérone et
phosphoramidate AMP et leurs similaires **, en milieu solvaté et non solvaté
X3 Le docking moléculaire de 115-HSD1avec ses inhibiteurs (les dérivés de 1, 2,4 triazole) dans
un milieu solvaté
<> Criblage Virtuel des Inhibiteurs Triazoles de I'Enzyme 11 p- Hdroxystéroide
Deshydrogénase en utilisant ADME, Docking Moléculaire et Dynamique Moléculaire.
3. Méthodologie de calculs
3.1. 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).

Tableau 01 : Propriétés des récepteurs

Nom Code Inhibiteurs Nombre Nombre
d’accés de d’ Atomes
Résidus
(MR) 3VHU Spironolactone (Cz4 H3z O4 S) 249 2043
(MR) 2AA2 Aldosterone (Cz1 Hzg Os) 252 2020
(11p-HSD1) 4YYZ Nadp nicotinamide- 517 3960
adenine_dinucleotide phosphate
(C21 Hag N7 O17 P3)
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Figure 02 : Structure de I’enzyme 4YYZ

Figure 03 : Structure de I’enzyme 2AA2

enzyme 3VHU

Figure 04 : Structure de I’
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Tableau 02 : Données cristallographiques des enzymes

Enzyme Classification Poids moléculaire Nombre de Résolution
(KDa) Chaine (A)
(MR) (code Transcription/ 34423.09 A 2.11
d’acces : 3VHU) Inhibiteur
(MR) (code Transcription 32543.84 A 1.95
d’acces : 2AA2)
(11p-HSD1) Oxidoreductase 58935.63 A B 3.2
(code d’acceés :
4YY2)

Avec la réduction de l'effet de la modélisation moléculaire, nous avons simplifié les trois
modeles des enzymes et on a retenu seulement un monomere pour MR (code d’acceés : 3VHU) [10]
(Figure 5), un monomére pour MR (code d’accés : 2AA2) [11] (Figure 6), et dimeres pour (11pB-
HSD1) (code d’accés : 4YYZ) [12] (Figure 7).

La protéine a été préparée pour le Docking moléculaire en utilisant (MOE, Chiméra) en
ajoutant tous les atomes d’hydrogénes en utilisant des procédures standard. Les molécules d’eau et

d’autres hétéroatomes de Co-cristallisation ont été supprimées.

Figure 05 : Modele simplifié (3VHU)
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Figure 07 : Modele simplifié (4YY2Z)

3.2. Préparation des inhibiteurs

A. Premiére étude

La structure de spironolactone (CID :5833) a été téléchargée a partir de la base de donnee
PubChem (www.pubchem.com ). Pour mener a bien notre étude, on a conservé la structure de base (le

squelette de spironolocatone) et on a modifié les substituants de la chaine latérale.
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o

8]

Figure 08 : Structure de la Spironolactone

Tableau 03 : Différents ligands similaires de la Spironolactone

R R1 R2 R3
Molécule

L1 -OH -H -CH3

L2 -H -OH -CH3

L3 -OH -OH -CH3

L4 -OH -OH -OH

L5 -OH -OH -Cl

Dans le tableau 04 les résultats obtenus sont reportés apres ’application de la regle de lipinski

sur les ligands choisis pour notre étude.
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Tableau 04 : Propriétés des inhibiteurs de I’enzyme 3VHU

Propriétés

Structures moléculaires

Toxique : non
Poids : 416.58 g/mol
Logp:4.85
Groupe d’hydrogéne :
Donneur : 0

Accepteur : 3

Toxique : non
Poids : 432.58 g/mol
Logp:3.97

Groupe d’hydrogene :

Donneur : 1

Accepteur : 4

Toxique : non
Poids :446.56 g/mol
Logp:3.96

Groupe d’hydrogéne :

Donneur : 0

Accepteur : 5

Toxique : non
Poids : 448.58 g/mol
Logp:3.08

Groupe d’hydrogene :

Donneur : 2

Accepteur : 5

Toxique : oui
Poids : 469,00 g/mol
Logp:3.05

Groupe d’hydrogéne :

Donneur : 2

Accepteur : 5
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B. Deuxiéme etude
Les ligands similaires de I’aldostérone (sériel) et les similaires d’AMP phosphoramidate (série

2) ont été télécharges a partir de la banque de donnée pubchem (https:// www pubchem.com).

HO/ OH
o HO

A,

HaN / \N
—/

Figure 09 : Structure de I’AMP phosphoramidate Figure 10 : Structure de 1’ Aldostérone
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Tableau 05 : Série 01 des molécules de I’aldostérone.

Molécules

Codes

CID : 5839

CID : 122135

CID : 101637

CID : 160706

CID : 3083022

OH O

CID : 5461066

CID : 71313076
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Tableau 06 : Série 02 des molécules de I’AMP

Molécules

Codes

CID: 448170

=

CID:4373101

CID:53813146

CID:60063697

CID:66575078

e L CID:87535957
& N
S
O T >
no_ /o_.f;o CID:76090100
HO/P\O 4'_'0/\)\?0
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L’étude des systemes biologiques par modelisation moléculaire implique la connaissance

tridimensionnelle des structures. On a effectué ces calculs pour prédire 1’activité inhibitrice des
ligands similaires des composés de I’AMP phosphoramidate et de 1’ Aldostérone contre MR (2AA2).
Les ligands téléchargés a partir de Pubchem doivent vérifier la regle de Lipinski c¢' [13,14] :
doivent étre en relation directe avec les propriétés biologiques d'absorption, de distribution, de
métabolisme et d'excrétion (ADME) éventuelles des molécules étudiées, repose sur cing propriétés

physico-chimiques a savoir :

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

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

> LogP calculée (-2 <logP <5),

> Le nombre de donneurs de liaisons hydrogéne doit étre inférieur a 5 (DH) (OH ou NH).
> Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogene doit étre inférieur a 10 (AH) (O ou N).

Pour vérifier I’activité biologique des ligands et la regle de Lipinski (la regle de 5), on a

appliqué le data mining de ces ligands a partir du logiciel KNIME (http://www.knime.org/).

Scatter Plot

Hydrogen Node7
SDF Reader  Molecule to CDK ~ Manipulator XlogP Row Filter k-Means

G —a—@ @
Nodel Node 2 Node 3 Node 4 Node 5 Nodef

Lipinski's
Rule-of-Five

Node 8

Figure 11 : Data Mining des ligands du logiciel KNIME
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Figure 12 : Courbe de contréle de la régle Lipinski des similaires d’aldosterone
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Figure 13 : Courbe de controle de la régle Lipinski des similaires d’AMP phosphoramidate

D’aprés le Data Mining de nos ligands et les résultats obtenus reportés dans la figurel2 et la
figure 13 tous les ligands vérifient la régle de Lipinski.

Ce complément d'information sur d'autres propriétés moléculaires nous confirme qu'il s'agit

des molécules biologiquement actives dont I'effet inhibiteur doit étre vérifié experimentalement.
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C. Troisiéme étude

La base de données PubChem (www.pubchem.com ) permet le téléchargement des structures

sous forme de fichiers SDF. On a téléchargé la molécule 1,2,4 triazole, on a maintenu le cycle du 1,2,4

triazole et on a modifié la chaine latérale.

Figure 14 : Structure de 1, 2,4 triazole [15]

Avant d’entamer les calculs des interactions entre I’enzyme et les quatre composes, il est

nécessaire d’évaluer les parametres permettant leur validation comme médicament.
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TableauO7 : Propriétés des inhibiteurs de I’enzyme (4YYZ) MOE

Les inhibiteurs

Propriétés

\ T
\N%\/S\O/\
p N—N
F
E

Inhibiteur 0

Toxique : non
Poids :469.57g/mol
Logp: 6.24

Groupe d’hydrogene :

Donneur : 0
Accepteur : 4

Inhibiteur 1

Toxique : non
Poids :441.52 g/mol
Logp :5.46

Groupe d’hydrogene :

Donneur : 0
Accepteur : 4

N

et ey

Inhibiteur 2

Toxique : non
Poids :467.44g/mol
Logp :6.52

Groupe d’hydrogene :

Donneur : 0
Accepteur : 4

5
|-
AN
X
Z \z
“‘, :é
s
0

Inhibiteur 3

Toxique : non
Poids :455.54g/mol
Logp: 5. 85

Groupe d’hydrogene :

Donneur : 0
Accepteur : 4

o

z={

—O—<T

Inhibiteur 4

Toxique : non
Poids :497.50g/mol
Logp :6.90

Groupe d’hydrogeéne :

Donneur : 0
Accepteur : 4

D’apreés le tableau 07 les ligands veérifient la régle de Lipinski. Ce complément d'information

sur d'autres propriétés moléculaires nous confirme que ces molécules sont biologiquement actives.
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D. Quatriéme étude

Pour notre étude, nous avons choisi les ligands de la littérature [16]. Les structures L1 CID :
59255569 et L5 CID : 5231054 ont été récupérées au format SDF et ont été convertis au format PDB
en utilisant PyMol. (www.pubchem.com), mais L2, L3 et L4 ont été schématisés avec ChemdRaw 8.0.
Dans nos travaux antérieurs, nous avons déja étudié I'enzyme 11B-Hydroxystéroide déshydrogénase

(11B-HSD1 par d'autres inhibiteurs pris dans la méme référence [17].

FaC.

KO

L1 +o
OH Z
o N
L4 HO OH

Figure 15 : Dériveés substitués de 1,2,4-triazole [17]

4. Résultats et discussion

4.1. Premiere étude : Etude de Dinteraction récepteur de minéralocorticoide (MR)

etsimilaire de spironolactone en milieu solvaté par docking moleculaire

Etude de I’interaction récepteur de minéralocorticoide (MR) et les similaires de spironolactone
en milieu solvaté par docking moléculaire.

Nous avons pris comme enzyme le récepteur miniracorticoid (MR) (code : 3VHU), I’énergie
de liaison a été observée pour chaque complexe protéine -ligand, en utilisant le logiciel MOE
(Molecular Operating Environment), et UCSF Chimeral.8.1software.

La base de données PubChem (www.pubchem.com ) permet le téléchargement des structures sous
forme de fichiers SDF.
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Apreés la simplification de I’enzyme on a calculé 1’énergie de minimisation avec le logiciel MOE pour

atteindre la conformation la plus stable.

Tableau 08 : Energie de minimisation de 1I’enzyme 3VHU

MM: [ 14] E: 6.38931e+282 grad: 7.3838e-0€01 rmsd: @.256
MM: [ 15] E: 6.35986e+282 grad: 5.3068e-001 rmsd: 8.265
MM: [ 16] E: 6.31623e+2082 grad: 9.9488e-201 rmsd: e.274
MM: [ 17] E: ©6.23032e+002 grad: 1.8464e+20€ rmsd: @.286
MM: [ 18] E: 6.19626e+202 grad: 5.4567e-0€1 rmsd: @.285
MM: [ 19] E: 6.18081e+002 grad: 3.8815e-201 rmsd: @.287
MM: [ 20] E: 6.12675e+002 grad: 6.3728e-001 rmsd: 0.290
MM: [ 21] E: 6.11924e+002 grad: 1.7975e-201 rmsd: e.29e
MM: [ 22] E: 6.07701e+002 grad: 6.2041e-€01 rmsd: e.3ee
MM: [ 23] E: 6.06475e+002 grad: 4.4588e-€01 rmsd: e.3es5
MM: [ 24] E: 6.82337e+002 grad: 6.2992e-001 rmsd: ©.323
MM: [ 25] E: ©6.60097e+002 grad: 3.5290e-0€01 rmsd: ©.327
MM: [ 26] E: 5.96420e+802 grad: 3.9211e-€€1 rmsd: e.341
MM: [ 27] E: 5.95916e+8082 grad: 2.4842e-681 rmsd: 8.343
MM: [ 28] E: 5.92598e+002 grad: 4.4887e-€81 rmsd: e2.354
MM: [ 29] E: 5.91383e+082 grad: 3.1124e-6€1 rmsd: 8.356
MM: [ 3] E: 5.88360e+9202 grad: 4.56181e-€€1 rmsd: ©.367
MM: [ 31] E: 5.87550e+802 grad: 2.4813e-001 rmsd: 8.368
MM: [ 32] E: 5.84348e+202 grad: 7.2650e-201 rmsd: 2.381
MM: [ 33] E: 5.81244e+002 grad: 6.5927e-001 rmsd: ©.388
MM: [ 34] E: 5.80515e+002 grad: 2.3138e-€€1 rmsd: e.387
MM: [ 35] E: 5.77462e+002 grad: 3.7841e-201 rmsd: 2.394
MM: [ 36] E: 5.76510e+002 grad: 2.5413e-€01 rmsd: ©.395
MM: [ 37] E: 5.74908e+002 grad: 2.6808e-€€1 rmsd: @.40e1
MM: [ 38] E: 5.74651e+002 grad: 1.4389e-0€1 rmsd: e.40e1
MM: [ €2 2

39] 5.73226e+002 grad: 2.3953e-€81 rmsd: ©.413

5.71462e+0802 ¢ 9.985/e-802

Tableau 09 : Energie de minimisation des ligands obtenue a 1’aide du logiciel MOE.

R R1 R2 R3 E (kcal/mol)  RMSD (A)
Molécule

L1 -OH -H -CH3  9.448e+0.002 0.813

L2 -H -OH -CH3 1.061e+0.002 0.846

L3 -OH -OH -CH3 1.080 e+0.002  0.855

L4 -OH -OH -OH 1.193 e+0.002  0.892

L5 -OH -OH -Cl 1.158 e+0.002  0.303
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Tableau 10 : Differents sites actif de ’enzyme « 3VHU »

S5ite Size FLB Hyd Side Residues

1 2. 1:{LEU766 LEU7G9 LEUF7F2
2 93 2.81 45 75 1:(GLUY4E PROY47 GLUY43 ILEV4S
3 34 a.77 16 38 1:(GLNEE3 TYRE5E84 SERB8S5 SERBES
4 41 2.45 14 26 1:{ALATS52 GLY753 TYR754 ASPTSS
5 28 2.41 17 38 1:(PROY38 PROVB8 GQLY789 ASN792
6 33 a.448 25 34 1:(WALYB1l ALATB4 LYS7B5 PHE798
7 24 -g.82 13 22 1:{SER936 ASP937 LEU939 GlLU348
a8 19 -a8.22 13 17 1:(ASN744 ILEV4S GLUT46 PRO74AT
9 9 -8.25 11 15 1:(PHE94E SERD49 VALOS54 GLUISS
1a 15 -2.44 5 18 1:({THRBG5 GLUBGEY GLUBGEE MET986

Notre enzyme contient 18 cavités différentes, le choix de la cavité est basé sur la taille du
ligand de référence.
Afin d’effectuer les calculs par docking moléculaire le site actif de I’enzyme a été isolé

(détermination des résidus impliqués dans I’interaction) par le logiciel MOE.

Figure 16 : Isolation du site actif de I’enzyme « 3VHU »

A. Premiére partie

Les calculs de Docking moléculaire ont éte réalisés a I’aide du logiciel MOE :
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1. Milieu non solvaté

Tableaull : Score des énergies des complexes

Complexes E (kcal/mol) RMSD(A)

On remarque que le complexe E-L4 a une énergie égale a-11.71 Kcal/mol qui est la plus
faible, c’est le complexe le plus stable. On conclut que L4 est probablement le meilleur inhibiteur
pour I’enzyme, plus le RMSD est faible plus le complexe est stable.

Le RMSD inférieur a 2 A est considérés comme faible, et entre 2A et 4 A est supposée moyen et
supérieure a 4 A est fort. (RMSD<2),

Le RMSD de nos ligands est entre 0 et 2, la prédiction du ligand est acceptable si la valeur ne
dépasse pas 2 A, [18].

Pour plus de détail on a calculé les interactions et les distances des liaisons hydrogene entre le
ligand L4 et les acides aminés de site actif.

Tableau 12 : Interactions des liaisons hydrogéne de complexe E-L4 en milieu non solvaté.

Ligand Récepteur Interaction  Distance(A)  E (kcal/mol)
029 MET 845(A) H-donor 3.27 -1.7
03 ASN 770(A) H-acceptor 3.27 -1.2
04 GLN 776(A) H-acceptor 3.33 -1.0
04 ARG 817(A) H-acceptor 2.80 -3.7

72



RESULTATS ET DISCUSSION

-
3.27A°
“
=
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Figure 17 : Interactions des liaisons hydrogene du complexe E-L4 en milieu non solvaté

La formation d’un complexe stable dépend de la fixation de I’inhibiteur dans le site actif. La
figure 17 présentée ci-dessus montre que le ligand L4 prend une forme dans 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 cet inhibiteur au niveau du site actif.

2. Milieu solvaté

L’ensemble des simulations qui seront présentées dans ce travail ont été effectuées en utilisant
un modele de solvant représenté explicitement.

On crée une boite d’une dimension définie (mode : Droplet, forme : boite, margine : 2, c’est la
distance entre le complexe et le bord de la sphére) autour du complexe qu'on remplit de molécules
d'eau. On lance les calculs de docking moléculaire et enfin on fait une étude comparative des résultats

obtenus en milieu solvaté et non solvaté.
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Figure 18 : boite de solvant
Tableau 13 : Score des énergies des complexes en milieu solvaté.

complexes E (kcal/mol) RMSD(A)

D’aprés le tableau 13 on remarque que 1’énergie de complexation est plus faible que dans le
milieu non solvaté. L’effet de solvant augmente la stabilité des complexes.
On a estimé les interactions des liaisons hydrogéne pour confirmer les résultats aux énergies

relatifs.
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Tableau 14 : Interactions des liaisons hydrogéne du complexe E-L4 en milieu solvaté

Ligands Récepteurs Interactions  Distances A E (kcal/mol)
O 29 MET 845(A) H-donneur 3.27 -1.7
03 ASN 770 (A) H-accepteur 3.27 -1.2
04 GLN 776 (A) H-accepteur 3.37 -0.8
04 ARG 817 (A) H-accepteur 2.81 -2.9

&)
® @
.3,__27A°
S @ 3.27A°
C) palar * sidechain acceptor O solventresidue t* nonconserved
O acidic 4+ sidechain donar O metal complex ¥ nonpresent
Q basic = *packbone acceptor solvent contact & inconsistent
greasy = backbonedonor - metalfion contad  ©X5F arene-arene
. proximity ligand receptor ©@IH arene-H
< contour exposure Oexposure @+ arene-cation

Figure 19 : Interactions des liaisons hydrogene du complexe E-L4
Nous avons mesuré les distances entre les groupes R des différents ligands 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 générer une conformation favorable a
un niveau élevé de complémentarité résultant de I’activité 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 3,5 A sont considérés comme fortes et celles entre 3,1 A et 3,55 A sont
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supposées moyennes. Interactions supérieures a 3,55 A sont faibles ou absents. Ces valeurs sont

applicables aux carbohydrates selon Imberty [19], on peut par analogie concernant nos
macromolécules pouvoir appliques ces intervalles.

Notez que nous pouvons discuter de la complémentarité en augmentant ou en diminuant la
taille de I'intervalle de la poche du site actif, dans notre cas, elle posséde une largeur de 19.36 A et une
profondeur de 11.55 A.

9.54°

A

I0.414°
C Ha

coOH

Figure 20 : Dimension du ligand L4 et du site actif de ’enzyme.

L'examen de la cavité enzymatique et le calcul des distances entre les inhibiteurs L et les
chaines latérales des résidus constitutifs du site actif et des énergies obtenus confirment que
I’inhibiteur L4 avec les trois groupements OH présentent une forte interaction de liaison hydrogene et
une meilleure complémentarité avec le récepteur Miniracorticoide (code : 3VHU).

B. Deuxieme partie

Le docking moléculaire a 1’aide de logiciel Chimera.

1. Milieu non solvaté

Apres la préparation de ’enzyme, ’enzyme et le ligand sont immergés dans une

boite de paramétres connus et le docking moléculaire est exécute.
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Figure 21 : boite du complexe E-L4

Tableau 15 : Score des énergies des complexes en milieu non solvaté.

Complexes E (kcal/mol)

D'apres les résultats obtenus dans ce travail, il apparait que les valeurs des énergies
d’interaction obtenues a 1’aide d’AutoDock Vina implémenté dans I’'UCSF Chimera sont du méme
ordre de grandeur pour tous les inhibiteurs a I'exception de deux inhibiteurs : L2 et L4. Ces derniers
possedent une basse énergie similaire (-7.8Kcal/mol, -8Kcal/mol) donc ceux sont les inhibiteurs les
plus stables et présentent une bonne complémentarité. Le complexe E-L4 posséde 1’énergie la plus
faible donc le complexe le plus stable.
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Figure 22 : Ligand L4 dans le site actif
2. Milieu solvaté

Pour étudier une molécule en solvant explicite, il est nécessaire de la solvater, ¢’est-a-dire
I’immergé entiérement dans une “boite de solvant”. Cette méthode représente chaque molécule d’eau

autour du soluté comme une molécule triatomique donnée (figure 23).

Figure 23 : Complexe dans une boite de solvant (eau)
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Tableau 16 : Score des énergies des complexes en milieu solvaté

Complexes E (kcal/mol)

D’apres le résultat obtenu on remarque que 1’énergie de complexation des complexes diminue
lorsqu’ on ajoute I’eau donc la stabilité augmente. Le complexe E-L4 posséde 1’énergie la plus faible
donc le complexe le plus stable. Le ligand L4 est I’inhibiteur probablement le plus efficace pour notre

enzyme.

Figure 24 : Ligand dans le site actif au milieu solvaté
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L’ensemble des molécules a ét¢ modélisé a I’aide de logiciel CHIMERA, chaque modéle a été

relaxé en énergie afin de trouver sa conformation énergétique minimale.

A la lumiere de bilan énergétique des cing complexes reportés dans le tableau 16, tous les
inhibiteurs interagissent avec notre enzyme.

Selon les résultats du docking moléculaire dans le milieu non solvate, le complexe E-L4
présente le meilleur score par rapport aux autres complexes formés (énergie la plus faible-11.71
kcal/mol) < E-L1 (-11.37) <E-L3 (E=-11.29kcal/mol) < E-L5(E=-11.18) < E-L2 avec une énergie
de (-10.83kcal/mol).Cette stabilité des complexes est du méme ordre des calculs dans un milieu
solvaté et non solvaté

D’aprés la régle de lipinski, le ligand L5 est toxique il ne peut étre classé parmi les inhibiteurs
retenus.

Le complexe E-L4 a une énergie de -13.69kcal/mol (en milieu solvaté) et -11.71 kcal/mol) en
milieu non solvaté, ce qui nous amené a conclure que le complexe E-L4 possede probablement la
conformation la plus stable.

On peut conclure que I’introduction de groupes volumineux provoque un réarrangement de
conformation a I'intérieur de la cavité du site actif, ce qui sera probablement le plus stable et d’une
complémentarité importante et par conséquence activité relative.

Dans la solvatation explicite ou la présence d’eau, les énergies obtenus sont plus basses que
celles en milieu non solvaté, donc 1’ajout de ’eau augmente les interactions entre le ligand et les
résidus de site actif, 1’effet de solvant stabilise les complexes et aide les inhibiteurs a diminué
I’activité biologique de I’enzyme.

La liaison d'un ligand a une enzyme est un processus complexe dans lequel les entités qui
réagissent deviennent partiellement désolvatées. Cette chaine de réactions conduit a la formation
d'interactions favorables entre le ligand et la protéine. Par exemple, apres la liaison, les parties
hydrophobes du ligand entrent dans les poches hydrophobes du récepteur afin de minimiser leur
contact avec 1'eau. Ces résultats montrent que 1’orientation des ligands joue un role trés important pour
le positionnement des ligands dans le site actif de I’enzyme.

Conclusion

Dans le but de déterminer les interactions enzyme- substrat nous avons effectué des calculs de
docking moléculaire pour rechercher la conformation la plus stable qui correspond a une énergie la
plus faible qu’adopte le complexe forme.

Les résultats obtenus a 1’aide des deux programmes de docking moléculaire nous confirment

que le ligand L4 est probablement le meilleur inhibiteur de notre enzyme.
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En général les deux programmes ont donné des résultats comparables. En effet, dans I’étude de

I’inhibition de la 3HVU par les cinq ligands, les deux programmes ont ressorti le méme composé L4
comme meilleur inhibiteur de I’enzyme.

4.2. Deuxiéme étude : Etude de I'interaction de I'enzyme' Miniracorticoide ''et de ses
inhibiteurs' Aldostérone et Phosphoramidate AMP et leurs similaires **, en milieu solvaté et non
solvaté

Ce travail consiste a étudier les interactions entre les différents inhibiteurs (similaires de
l'aldostérone et les similaires d’AMP Phosphoramidate) et I’enzyme Miniracorticoid (code : 2AA2)
de I’hypertension par les méthodes de la modélisation moléculaire sans et avec solvant, et vérifier
I’effet de solvant sur la stabilité du complexe enzyme-substrat par le docking moléculaire.

A. Résultats du docking moléculaire en milieu non solvaté

Pour mieux comprendre le mécanisme de I’inhibition, on a utilisé le docking moléculaire
(logiciel MOE (Modeling Operating Envirenment).

Tableau 17 : Différents sites actif du ’enzyme (2AA2)

Site + Size PLB " Hyd @ 5ide | Residues

1 3. 75 1:({GLU746 PRO7A7 GLU748 ILE749 VAL7S@ LEUV66 LEU769 ASN77@ LEUY

2 34 a.27 25 34 1:{VAL7B1l ALA784 LYS785 PHE798 LEU795 GLN798 ILE799 ILE8@2 GLNS

3 26 a.14 15 22 1:{GLN8B3 TYRB84 THRB8@ HIS932 VAL935 SER936 LEU939 GLN9GT7 VALY

4 8 a.e8 7 19 1:({GLN825 PHEB26 LEUB27 PHE835 ASNS36 GLUB37 MET848 GLN858 HISS

5 8 .89 18 15 1:(TRPO18 PHES21 TYRO922 THRO2S5 HIS982)

6 18 8.19 11 13 1:({PHE246 SER949 WALIS4 GLUISS PHESSE VALSGL)

7 25 8.19 B 17 1:{GLUTBE3 ASN764 SER767 SER949 HISOS5@ LYSS953 WAL9S4 GLUSSS)

8 19 8.28 11 15 1:{ASN744 ILE745 GLU746 PRO747 GLN779 LYS782 TRP733 VAL7E6)

9 15 8.27 13 23 1:{PRO738 PROV88 GLY789 LY5791 ASN792 METBI5S ASNB898 TYR899 GLUI
18 17 a.29 13 17 1:({SER936 LEU939 GLUI4@ PHE943 VAL971 GLUS72 GLY974 ALA9TG PRO9
11 18 a.31 13 16 1:({PRO747 GLU748 ILE749 VAL758 TYR7S1 LYS775 ILE778 GLN773)

12 B .38 5 14 1:({L¥S926 ASP929 SERI3@ HIS932 ASP933 TYRO88 ARGIS3)
13 9 a.39 B 9 1:(TYR754 PROB31 ASPB32 LEUB33 VALB34 LYSE39)

14 18 B.48 7 13 1:{GLUT96 ASP797 THRES@E@ PRO8BZ GLYS85 LEUBBSE LYS837)
15 9 B.63 7 El L1:{LYS977 PROS73 LEUI7I TYRIED)

16 5 8.79 B El 1:{LYS785 LYS791 LEU793 LEU795 GLN798)

Notre enzyme contient 16 cavités enzymatiques avec différents acides aminé, on a choisi la
premiere parmi les 16 cavités car elle est la plus volumineuse, possede la plus grande surface et
contient le plus grand nombre d’acides aminés. La figure 25 ci-dessous montre la dimension de la

cavité préparée.
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Figure 25 : Dimensions de cavité enzymatique

Tableau 18 : Résultats des énergies de docking moléculaire en milieu non solvaté

Sériel Série2
Complexes S (kcal/mol) Complexes S (kcal/mol)
E-L1 9.16 E-D1 6.55
B 9.14 E-D2 7.77
E-L3 8.12 E-D3 6.59
S 8.29 E-D4 553
E-LS 110.20 E-D5 5.62
S 953 Spols 7.73
E-L7 6.85 E-D7 3,89

A la lumiére des résultats obtenus dans le (tableaul8), les scores sont des énergies d’interaction
entre les atomes liées et non liées et 1’énergie d’interaction entre récepteur et ligand. Aux vues de ces
résultats on remarque que pour la série 01 le ligand L5 & une énergie égale a -10.20 Kcal/Mol c’est le
meilleur pour I’inhibition et le ligand D2 a une énergie de -7.77 Kcal/Mol pour la série 02. Ceux sont
probablement les meilleurs inhibiteurs pour ’enzyme Miniracorticoide (code : 2AA2).
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Ala773

Gin776

Ser810

Figure 26 : Interactions enzyme 2AA2-L5  Figure 27 : Interactions enzyme 2AA2-D2

La formation d’un complexe stable dépend de la fixation de I’inhibiteur dans le site actif. Les
figures 26 et 27 présentées ci-dessus montrent que les ligands L5 et D2 prennent une forme dans 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 cet inhibiteur au niveau du site actif.

Tableau 19 : Distances des liaisons hydrogene (A)

THR GLN ARG CYS MET PHE SER

945 776 817 942 807 829 810
L5 2.97 3.28 2.90
D2 3.04 -em e 3.02 3.52 3.25 3.85

D’aprés les résultats obtenues (tableau 19) les interactions entre les résidus du site actif de
I’enzyme et les ligands L5 et D2 sont importantes, les distances calculées dans les deux cas sont
raisonnables se trouve dans I’intervalle de [2.90 A, et3.85 A] donc considéré comme forte et moyenne.
On prédit qu’il ya une forte complexation des ligands avec notre enzyme.

B. Résultats du docking moléculaire en milieu solvaté
On a créé une sphére d'une dimension définie autour de la molécule que I'on remplit de

molécules d’eau et on lance les calculs.
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Figure 28 : Enzyme Miniracorticoid récepteur (2AA2) dans une sphére de solvant (eau)

Tableau 20 : Résultats des énergies de docking dans le solvant

Sériel Série2

Complexes E (kcal/mol) Complexes E (kcal/mol)
E-L1 974 E-D1 -13.16
E-L2 -9.75 E-D2 -15.08
E-L3 -9.06 E-D 3 -11.63
E-L4 -9.56 E-D4 -4.95
E-L5 -12.05 E-D5 -2.71
E-L6 11.92 =D -4.70
E-L7 8.40 E-D7 -8.30

Pour les énergies de complexassions on remarque des énergies importantes pour les deux
ligands similaires :
» Leligand L5 de la série 1 a une énergie égalent a -12.05 Kcal/Mol,
» Lasérie 2 I’inhibiteur D2 a une énergie de -15.08 Kcal/Mol.
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Figure 29 : Interactions enzyme-L5
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Figure 30 : Interactions enzyme-D2

En plus des interactions importantes entre les ligands et les acides aminés de site actif de

I’enzyme, il existe aussi des interactions avec les molécules d’eau ce qui augmente la stabilité du

complexe.

Ser8ll
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Phe829
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O_eud60

Figure 31 : Interactions enzyme-L5 dans le solvant
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Figure 32 : Interactions enzyme-D2 dans le solvant

Conclusion

Dans le but de déterminer les interactions enzymes- substrat nous avons effectué des
calculs de docking moléculaire pour rechercher la conformation la plus stable qui correspond a une
énergie la plus faible qu’adopte le complexe formé.

Tableau 21 : Energies sans et avec solvant

Complexes E(kcal/mol) sans solvant E (kcal/mol) avec solvant
E- L5 -10.20 -12.05
E- D2 -7.77 -15.08

D’aprés le tableau 21, le docking moléculaire montre que L5 et D2 possede les énergies les

plus faibles donc ce sont les plus stables.

On Remarque que I’effet de solvant stabilise les complexes car 1’énergie obtenus est plus
basse que celle en milieu non solvaté.

D2 est un bon inhibiteur donc il représente une meilleure complémentarité pour notre

enzyme. Pour cela on propose la synthése du ligand D2 et I’étude de différentes activités biologiques
telles que I’effet de toxicologie.

86



RESULTATS ET DISCUSSION
4.3. Troisieme étude : Le docking moléculaire de 11p-HSD1avec ses inhibiteurs (les dérivés

de 1, 2,4 triazole) dans un milieu solvaté

Le docking moléculaire de 11B-HSD1avec les inhibiteurs : dérivées de (1, 2,4 triazole) dans un
milieu solvaté.

Notre travail est basé sur I’étude de I’interaction de ’enzyme 11B-HSD1 avec les dériveés de 1,
2,4 triazole par modélisation moléculaire précisément le docking moléculaire en milieu solvaté pour la
confirmation des études expérimentaux de certains inhibiteurs des dérivés de 1, 2,4 triazole [16] avec
I’enzyme 11B-HSDL1.

La méthode de solvatation explicite représente le solvant de fagon microscopique. Dans ce cas
on génere une cage de solvatation autour de la molécule, C'est-a-dire que l'on ajoute « tout
simplement » et de maniére aléatoire un nombre de molécules de solvant (eau) correspondant a sa
densité. On crée une boite ou une sphere d'une dimension définie autour de la molécule que I'on
remplit de molécules d'eau. Le docking moléculaire en milieu solvaté [21] a été réalisé par le logiciel
MOE (Molecular Operating Environnement).

La protéine de I’hypertension choisie a été téléchargée a partir de la Banque de
donnée « Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb) » 113-HSD1 (code : 4YYZ)

A. Minimisation d’énergie des inhibiteurs et le récepteur

L’énergie de minimisation de I’enzyme simplifié calculée est égale a (E=3.92829kcal/mol qui
correspond a la conformation la plus stable

L’optimisation de 1’énergie des inhibiteurs se fait a 1’aide de champ de force AMBER

implémenté dans logiciel Hyperchem 8.0.3, les résultats sont représentés dans le tableau 22.

Tableau 22 : Energie minimisation des molécules

Molécules Energies (kcal/mol)

Molécule01 -1851.97

Molécule02 -1933.89

Molécule03 -2133.77

Molécule04 -2560.45
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La création et I’isolation du site actif de I’enzyme se fait & I’aide de MOE.

Figure 33 : Creation et isolation du site actif de I’enzyme
B. Préparation de boite de solvant

L’ensemble des simulations qui seront présentées dans ce travail a été effectu¢ en utilisant un
modele de solvant représenté explicitement. Pour étudier une molécule en solvant explicite, il est
nécessaire de la solvater, c’est-a-dire de la plonger entiérement dans une “boite de solvant”. Cette
méthode représente chaque molécule d’eau autour de soluté comme une molécule triatomique donnée,

comme elle est représentée schématiquement dans la figure34.

Figure 34 : Formation d’une sphére de solvant
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Une sphere d'une dimension définie est créée autour du complexe rempli de molécules d'eau (solvant).

Tableau 23 : Paramétre de solvant

Mode Droplet
shape Sphere
margin 2.00
solvent Water
delete far
salt "
center 0
align 0
UpdatePotential 1
ClashCutoff 10.00
wallForce 100.00
add_H 1
verbose 1

C. Résultats et discussion

Tableau 24 : Poses du ligand L4

mol I5 ms §  |rmsd refine| Econf | Eplace | Escore | Erefine | E score?
1 ..a‘ 1 10 -11.7118 0.0083 | 110.3@24| -115.4555| -14.0198| -15.4875| -11.7119

2 1 1) -10.5638|  2.5317| 166.5948| -45.4826| -12.9B66| -20.8962| -11.5698

1 U 116629 11243 99.6140| -86.2702) -13.9216| -12.1789| -11.8629

1 1| -10.8068| 1.3981| 119.32%5| -121.5264| -13.1389| -11.8219| -10.3@e@

1 1) -18.5633|  1.22%6| 113.1686| -73.18%9| -13.3215| -6.BB19| -18.3635

—_
—_

.39 L3777 114.1%6| -78.8917) -14.2648) 14.6d65| -8.23%9

.05 LT 108791 -d0.124) -15.8718) 191371 -8.2813

1 1) -5.238| 1.3517| 115.8769| -70.4597| -13.0388| 43.4707| -5.1368

LI LSS

1 1| -4.8620| 1.1156| 120.8984| -1.948| -13.3825| 54.11%| -4.Bo2e

La meilleure pose du ligand dans le site actif de I’enzyme a été choisie selon le meilleur Score.

Les résultats des énergies d'interaction obtenues par le logiciel MOE est sous la forme AG
(énergie libre), ce dernier est corrélé avec constante d’inhibitrice Ki du méme complexe selon la
formule suivante [21] :
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AG =- RT.LnK;
Avec R : constante de Gaz (1.937cal. Molk?), T : la température en kelvin (298k)

Les valeurs ICsg sont déterminées expérimentalement dans littérature par des essais in vitro

[21].
Tableau 25 : L'énergie des complexes et les propriétés biochimiques des inhibiteurs 11b-HSD1

Rmsd-
Complexes refine(A)  Icso(nM) log ICso ki A G(kcal/mol)

11g-HSD1_MOL1 : : . 101.62.10%
11p-HSD1_MOL2 0.73 30.4 1.48 101.72.10 -9.90
11p-HSD1_MOL3 1.76 7.5 0.87 101.81.10 -10.46

11p-HSD1_MOL4 0.88 3.0 0.47 102.72.10 -11.71

A la lumiére des résultats obtenus le complexe 113-HSD1_MOL4 a une énergie égale a -11,71
Kcal / Mol avec un faible RMSD égale a 0.88A, c’est le complexe le plus stable. On conclut que

MOLA4 est probablement le meilleur inhibiteur de I'enzyme.

-10.,0
-10.5

-11.0 o

energied'interaction

-11.5 o

-12.0 ; . ; . ; . T ; T ; T ; )

Figure 35 : Corrélation entre I'activité biologique log Icso des ligands et leur énergie d'interactions
avecl1B-HSD1 enzyme
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L'analyse de régression linéaire réalisée entre les énergies d'interaction et 1Cso (log 1Cso)

fournit un diagramme de dispersion avec un coefficient de corrélation égale a 0.693. Cette valeur
indique qu’il y a une faible corrélation entre les deux variables.

Les résultats du Docking moléculaire des quatre complexes présentent une valeur de RMSD
inferieur a 2A

Les distances mesurées varient entre 2,65 A et 4.31 A. Ces valeurs sont applicables aux
carbohydrates selon Imberty [19], on peut par analogie concernant avec nos macromolécules pouvoir
appliquer ces intervalles.

D’apres les résultats obtenus des interactions formé entre les ligands et les résidus du site actif
de ’enzyme 11B-HSD1 sont des laisons hydrogene fortes et moyennes, on conclue qu’on a une
meilleure fixation du ligand dans le site actif. Les résultats des interactions sont représentés dans le
tableau 26.

Tableau 26 : Distances des interactions enzymes- ligand

Molécules Ligands Récepteurs Interactions Distances (A°) | E (kcal/mol)
Moll 045 NH2 ARG 66 (A) H-accepteur 2.95 -7.8
Mol2 F 28 NH2 ARG 66 (A) H-accepteur 2.65 -1.0
Mol3 0 43 N ARG 66 (A) H-accepteur 2.95 -7.8

0O 43 NE ARG 66 (A) H-accepteur 3.36 -1.2
0O 43 NH2 ARG 66 (A) H-accepteur 3.34 -1.2
5-ring N ILE 46 (A) pi-H 4.31 -0.6
Mol4 N 9 CA GLY 45 (A) H-accepteur 3.30 -1.0
N 22 N ILE 121 (A) H-accepteur 3.61 -0.6
F 32 N MET 93 (A) H-accepteur 2.82 -1.0
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Figure 36 : Interactions 11B-HSD1-ligand 4 dans la cavité (3D)

.00®0

h Oi@é o

® ®

@, _

@O..
®© ©® ©®
® &

polar = sidechain acce ptor Oy solventresidue e nonconsernyed
acidic = - sidechain donor ometal complex e nonpresent
basic - ~ backbone acceptor solvent contact inconsistent
greasy — backbonmne domnor - metalfion contac o araens-arsna
proxirmiby ligand recepior arene-H
contour - exposure Oexpnsure arene-cation

Figure 37 : Interactions H_bond de complexe E-L4 (2D)
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La formation d’un complexe stable dépend de la fixation de I’inhibiteur dans le site actif. La

figure 37 présentée ci-dessus montre que les ligands L4 prend une forme dans la cavité enzymatique

formé par les résidus du site actif, ce qui signifie qu’il y a des interactions qui stabilisent le complexe

n de cet inhibiteur au niveay de la cavité de I’enzyme.
S
N J
Y
B

Inhibiteur 0 de référence

0
SNPEN | N, O
N~ 7 I
F F N o
F

inhibiteur 1 Inhibiteur 3

L’inhibiteur 0 ¢’est la molécule qu’on a choisi comme le ligand de référence.

Le 1, 2,4 triazole possédent deux chaines latérales (A, B), dans notre étude on a modifié que la
chaine B.

La premiére étape on a changé la longueur de la chaine (-CH2 des atomes de carbone) :

» L’inhibiteur 1 on a un seul -CH2

» L’inhibiteur 2 possede 2 -CH2.

Les résultats du docking moléculaire révélent que I’énergie du complexe formé par I’inhibiteur
2 est plus faible que celle du complexe formé par I’ihibiteurl, le complexe-inhibiteur 2 est le plus
stable. On conclut que la longueur de la chaine (hombre de —CH2) augmente la stabilité du complexe.
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Dans la deuxiéme étape on a remplacé la chaine latérale B par d’autres groupements :

» Substituant | par le substituant 11,

» Substituant I par le substituant I11

D’aprés les calculs du Docking moléculaire, le complexe formé avec I’inhibiteur MOL4 est

plus stable que le complexe formé avec I’inhibiteur MOL2. L’effet donneur mesomere du fluor
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augment la conjugaison du cycle aromatique ainsi que la stabilité du complexe formé entre I’enzyme

le 11B-HSD1 et I’inhibiteur MOLA4.

D’apres les résultats obtenus le complexe-inhibiteur MOL4 est le plus stable.

Conclusion

Dans le but de déterminer les interactions enzymes- substrat on a effectué des calculs de
Docking moléculaire pour rechercher la conformation la plus stable qui correspond a une énergie la
plus faible qu’adopte le complexe forme.

Les résultats du Docking moléculaire montrent que les quatre composés, présentent une activité
inhibitrice mais I’inhibiteur MOL4 est le plus stable car il posséde une énergie la plus basse et une
concentration inhibitrice 1Csp la plus faible d’aprés la littérature [22]. Donc les calculs théoriques par
Docking moléculaire ont bien confirmé les résultats expérimentaux [22]. En conclusion I’inhibiteur
MOL4 est probablement le meilleur inhibiteur de notre enzyme.

4.4. Quatriéeme étude : Criblage Virtuel des Inhibiteurs Triazoles de I'Enzyme 11 p-
Hydroxystéroide Déshydrogénase en utilisant ADME, Docking Moléculaire et Dynamique

Moléculaire.

La 11-Béta-Hydroxystéroide déshydrogénase 11B-HSD est une enzyme qui exerce une action
régulatrice sur le métabolisme du cortisol avant d'accéder aux récepteurs. Cette enzyme existe sous
formes : L'isoforme 11-béta-hydroxystéroide déshydrogénase de type 1 (11-B-HSD-1) est largement
exprimée dans le foie, les tissus adipeux, le cerveau, les poumons et d'autres tissus glucocorticoidesl,
tandis que I'expression des isoformes 2 (11-B-HSD-2) est limité aux tissus qui expriment le récepteur
minéralo-corticoide, tels que le rein, l'intestin et le placenta.

La maladie est due & une mutation du gene CYP11B1 situé sur le chromosome 8g21. Le déficit
en stéroides 11-béta-hydroxylase entraine une diminution de la sécrétion de cortisol et de
I'nypertension en raison de l'accumulation de précurseurs glucocorticoides et de minéralocorticoides.
L'enzyme (11-B-HSD1) joue un rdle majeur dans la regulation de la pression artérielle. Le 113-HSD2
assure la conversion du cortisol en cortisone.

L'exces de cortisol est associé a de nombreux troubles, notamment le diabéte, I'obesite, la
dyslipidémie, la résistance a lI'insuline et I'hypertension.

Ainsi, le 11- B -HSD1 est une cible potentielle pour une thérapie associee a de nombreux
troubles qui peuvent étre améliorés par une réduction de I'action des glucocorticoides.

Par conséquent, l'inhibition du 11-B-HSD1 peut étre utilisée pour prévenir, traiter ou controler
les maladies médiées par des niveaux anormalement eélevés de cortisol et d'autres 11-B-
hydroxyestéroides comme le diabéte, I'obésité, I'hypertension ou la dyslipidémie. L'activité

d'inhibition du 11-B-HSD-1 dans le cerveau [24], telle que la baisse des taux de cortisol, peut
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également étre utile pour traiter ou réduire Il'anxieté, la dépression, les troubles cognitifs ou les

dysfonctionnements cognitifs liés a I'age [24].

La compréhension des mécanismes d'action de ces deux enzymes nous a conduit a chercher les
meilleurs inhibiteurs ouvrant ainsi de nouvelles perspectives thérapeutiques. Aprés optimisation des
ligands et de I'enzyme, nous proceédons au positionnement des ligands dans le site actif des enzymes
(4YY2Z) et (3HFG) en utilisant (Docking moléculaire) avec le logiciel MOE (Molecular Operating
Environment).

La recherche de modes de liaison est généralement limitée a une petite région spécifique du
récepteur appelée site actif [25].

Nous avons ensuite enregistré le meilleur score, c'est-a-dire que celui avec I'énergie la plus
faible correspondant aux meilleures interactions entre le ligand et le site actif de I'enzyme.

Les molécules d'eau dans les cavités enzymatiques peuvent parfois étre un élément
fondamental.

Ils sont capables d'assurer le relais entre le récepteur et le ligand et ainsi créer des réseaux de
liaisons hydrogéne. Nous nous sommes donc fixés pour objectif d'étudier nos complexes par
solvatation.

Cette étude visait a élucider théoriqguement I'activité d'inhibition de deux enzymes 11p-HSD

(11B-HSD1 et 11B-HSD?2) par des dérivés de 1,2,4-triazoles en utilisant les deux méthodes de
simulation, la dynamique moléculaire et le Docking moléculaire.

Les inhibiteurs synthétiques choisis pour (113-HSD1 et 11B-HSD2 sont donnés dans (Fig 38).
Ces résultats peuvent aider au développement d'un outil thérapeutique efficace pour prévenir le
traitement de I'hypertension artérielle 1 (HAP).

1. Matériels et Méthodes

1.1 Récupération de la structure des macromolécules

Le téléchargement de la 11-béta-hydroxystéroide déshydrogénase de type 1 (113-HSD1) a été
effectué a partir de PROTEIN DATA BANK (http://www.rcsb.org/pdb) (ID: 4YYZ) avec trois
dimensions structure obtenue par diffraction des rayons X (résolution 3,2 A (Fig39 et 40) et type 2
(11B-HSD?2) a éte réalisée a partir de (séquence de réference NCBI: NM_000196.3).

Les détails relatifs a la 11p-HSD1 sont donnés dans (tableau 27) Premierement, nous avons
essayé d'aligner 1'enzyme 11B-HSD1 du code (4YYZ) et l'enzyme 11B-HSD2 (séquence de référence
NCBI: NM_000196.3) [26] afin de générer un modéle pour 113-HSD2 mais cela a été difficile pour
atteindre, nous nous sommes donc basés sur la référence [26] et nous avons choisi une autre enzyme
11 B-HSD1 du code: (BHFG) et Cc'était faisable.
11bHSD2 (sequence de référence NCBI: NM_000196.3) [26] et les coordonnées de la structure

cristalline de 11bHSD1 (code PDB: 3HFG) [27] ont été chargees dans le MOE.
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Les structures primaires de 11B-HSDI1 et 11B-HSD2 ont été alignées, soigneusement

vérifiées pour éviter les suppressions ou les insertions dans les régions préservées et corrigées lorsque
cela était nécessaire.

Une serie du modele 11B-HSD2 a été construite en utilisant une procédure randomiseée
pondérée par Boltzmann [28] combinée a une logique spécialisée pour le traitement des insertions et
suppressions de séquences [29]. Parmi les 6 modéles générés pour 11B-HSD2, le meilleur a été
sélectionné dans notre étude pour une minimisation énergétique complete et une inspection plus
approfondie. L'énergie de l'enzyme a été minimisée et la géométrie a eté reéalisée en utilisant
Hamiltonian AM1 implanté dans le logiciel MOE puis I'isolement du site actif de I'enzyme (cible).

La géométrie la plus stable de chaque structure de molécule (ligand) a été minimisée par la
méme méthode (AM1). D'autres chaines et molécules d'eau ont été retirées a l'aide de PyMol (Fig.
39). PyMol est un outil logiciel open source utile pour effectuer des graphiques moléculaires [30].

Le logiciel MOE (Molecular Operating Environment) nous a permis d'identifier et de présenter
les résidus qui forment le site actif grace au module "Site Finder" qui comprend un outil de détection
de la cavité enzymatique, ainsi que le site le plus favorable [31, 32].

Tableau 27 : Détails relatifs aux 11p-HSD1 et 113-HSD2.

Protéine Méthodes RES(()'|&L;UOI’1 R-Value Nor)wpre Ligands de
Free | derésidus| o crystallisation
11p-HSD1 X-ray diffraction 3.2 0.267 518 Query on 4JX
11B-HSD2 X-ray diffraction 2.9 0.274 1028 Query on NAD

Figure 39 : Modéle simplifié de 11p-HSD1 Figure 40 : Modéle simplifié de 11p-HSD2
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1.2 Analyse des drogues

Avant de calculer les interactions entre l'enzyme et les cing composés, il est nécessaire
d'évaluer les parameétres permettant leur validation en tant que médicament [33].

La regle de Lipinski également connue sous le nom de cing régles (RO5) nous donne une
information si ce médicament serait un composé oralement actif chez I'homme. Molinspiration
(http://lwww.molinspiration.com/cgi-bin/properties) a été utilisée pour calculer Les propriétés de
Lipinski.

La régle a été formulée par Christopher A. Lipinski en 1997. Elle est basée sur I'observation et
nous informe que les médicaments administrés par voie orale sont relativement plus petits et
modérément lipophiles [13, 14]. Selon (tableau 28), les ligands satisfont a la regle de Lipinski. Ces
informations supplémentaires sur d'autres propriétés moléculaires confirment que ces molécules sont
biologiquement actives [33].

Tableau 28 : énergie de minimisation des composes dérivés du triazole (Kcal / mol) et

parameétre solvant.

Land Toxicity Rsynth Weight g/mol | TPSA (A logp Logs
100%
Ligref No 62.50% 469.57g/mol 76.22 (donneur :0 ; accepteur : 4) 6.24 -7.19
Moll No 100 379.38g/mol | 68.01 (donneur :1 ; accepteur : 4) 4.85 -4.37
%
Mol2 No 73.91% 311.40g/mol |30.71 (donneur :0 ;a accepteur : 5) 431 -3.46
Mol3 No 100 285.29g/mol |78.76 (donneur :0 ;a accepteur : 5) 1.42 -4.47
%
Mol4 No 100 244.21g/mol 143.72(d donneur :4 ; accepteur : -2.92 0.47
% 7
Mol5 No 100 349.32g/mol  |76.72 (donneur : 1 ; accepteur :5) 2.75 -341
%
Mode Shape Margin Update Clash Cutoff Wall Verbose
Potentiel Force
Droplet Sphere 2.0 01.0 10.00 100.00 01.00
0

Ces composés sont capables de présenter une activité biologique trés importante
conformément a la régle de Lipinski., Et al. (1997) [27].
1.3 Simulation de dynamique moléculaire (MD)

Le meilleur conformére de deux protéines isozymes de la 11B-hydroxystéroide
déshydrogénase avec des ligands a été soumis a la dynamique moléculaire DM a été réalisée pour les
deux complexes en utilisant le logiciel MOE. La simulation dynamique du MOE utilise les équations

de mouvement de Nosé-Poincaré Andersen (NPA) [30,31].
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Les coordonnées ont été stockées toutes les 0,5 ps pour obtenir une vue précise du

mouvement moléculaire. Dans toutes les simulations, la distance de coupure de van der Waals a été
fixée a 8A.

Les interactions des acides aminés du systeme ont été définies a l'aide de Il'algorithme
NPA et du champ de force MMFF94x.

Les protocoles et etapes par défaut du DM ont été utilisés pour optimiser I'équilibre du
systeme a 50 ps et le cycle de production a 800 ps. Nous avons utilisé la simulation DM pour chaque
complexe ligand-protéine pour évaluer la stabilité des interactions pour chaque pose d'amarrage.

Ici, nous avons montré I'analyse détaillée des résultats de simulation DM de seulement deux
composés (L1, L2) avec la cible 11B-HSD1 et 11B-HSD2 (Fig 39 et 40) parce que ces COMpPOSES
montrent une meilleure affinité de liaison pour les deux récepteurs. En fin de compte et selon I'analyse
de simulation de la dynamique moléculaire parmi ces 2 composés, les composés les plus actifs étaient
L1 et L2 dans les protéines 11p-HSD1.

Propriétés ADME

Prédiction ADME / T L'absorption, la distribution, le métabolisme, I'excrétion et la
toxicité (ADMET) des molécules sont leurs propriétés pharmacocinétiques et doivent étre évaluées
pour résoudre leur activité a l'intérieur du corps. Les propriétés ADMET des molécules ont été
analysées en utilisant adm et SAR, un outil de prédicion ADMET en ligne
(http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/) [34].

2. Résultats et discussion
2.1 Docking moléculaire

Afin de résoudre les interactions enzyme-substrat, nous avons effectué des calculs
d'amarrage moléculaire afin de trouver la conformation la plus stable qui correspond a I'énergie la plus
basse adoptée par le complexe formé.

Nous avons effectué les calculs en utilisant de I'eau comme solvant. (Tableau 29, 30)
montrent que L2 et L1 interagissent tous les deux avec les différents acides aminés présentant une
forte interaction de type H-accepteur avec des distances comparables de (2,99 A - 3,85 A) et 2,82 A
consécutivement.

Cependant, les résultats obtenus montrent que le complexe 11B-HSD1_LIG 02 a la plus
faible énergie (-8,34 Kcal / mol) il est plus actif que le complexe 11B-HSD1_LIG 01 (-7,86 Kcal /
mol) contrairement au complexe 11B8-HSD2_LIG 01 (-7,48 Kcal / mol) a I'énergie la plus faible et est
plus active que le complexe 11B-HSD2_LIG 02 (-6,18 Kcal / mol). Les inhibiteurs L2 et L1
interagissent tous les deux avec les différents acides aminés présentant une forte interaction de type H-
accepteur 2,82 A et (2,99 A-3,85 A) (Fig 41 et 42). Un point important est également obtenu & partir
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du tableau 29 que I'énergie de (complexe-ref -5,67 Kcal / mol) pour (113-HSD1 est importante en

comparaison avec celle obtenue par les 5 ligands.

Contrairement a (11p-HSD?2) I'énergie (complexe-ref -9,98 Kcal / mol) est faible par rapport a

ceux des 5 ligands. Par conséquent, ces ligands inhibent mieux I'enzyme 11B-HSDL1.

Par conséquent, nous pouvons valider les dérivés L2 subsistants du 1,2,4-triazole comme

meilleur inhibiteur.

Tableau 29 : Bilan énergétique des complexes formés par 5 dérivés de composeés triazoles

(Kcal / mol)

Complexes E(kcal/mol) RMSD-refine(A) E_conf E_place E_refine
118-HSD1_LIG Ref -5.67 2.19 -14.70 -14.70 47.54
11B-HSD1_LIGO1 -7.86 -65.82 -48.32 -48.32 -4.81
11B-HSD1_LIG 02 -8.34 -32.79 -41.84 -41.84 -10.25
11B-HSD1_LIG 03 -6.84 -94.00 -105.53 -105.53 -15.16
11B-HSD1_LIG 04 -6.12 -107.19 -72.64 -72.64 -10.83
11B-HSD1_LIG 05 -6.67 -48.82 -61.79 -61.79 2.49
11p-HSD2_LIG Ref -9.98 211 68.43 -33.73 -7.94
11B-HSD2_LI1G01 -7.48 1.70 -70.82 -60.47 -8.50
11B-HSD2_LIG 02 -6.18 1.776 -23.10 7.14 14.10
11B-HSD2_LIG 03 -6.81 3.66 -89.34 -111.11 -4.39
11B-HSD2_LIG 04 -6.22 2.97 -104.77 -102.77 -4.13
11B-HSD2_LIG 05 -6.80 2.68 52.25 -32.88 -6.98

S: The final score; is the last step’s score. RMSD_refine: The mean square deviation between the
laying before refinement and after refinement poses. E_conf: Energy conformer. E_place: Score of
the placement phase. E_scorl: Score of the first step of notation. E_refine: Score of the refinement
step and the number of conformations generated by ligand. E_scor2: Score of the first step notation,
number of poses: Number of conformation
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Figure 41 : Le composé -1 est bien ancré dans le site de liaison de la protéine 1-béta-hydroxystéroide
déshydrogénase de type 1 et a le score de quai le plus élevé. Il existe également une nette différence

entre la pose d'accostage et la pose finale du ligand aprés une simulation de dynamique moléculaire
(DM) de 800 ps.

‘ ®
® W\ @ ®
\g/ &N
® /(:A\/' NT) ®
® , ®
® ) ®© ® ® ®
® @ ® ® ®
® @ ®

Key: [J Docking [ DM

Figure 42 : Le composé -2 est bien ancré dans le site de liaison de la protéine 1-béta-hydroxystéroide
déshydrogénase de type 1 et a le score de quai le plus élevé. Il existe également une nette différence

entre la pose d'accostage et la pose finale du ligand aprés une simulation de dynamique moléculaire
(DM) de 800 ps
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Tableau 30 : Résultats Liaisons entre les atomes des composés et les résidus du site actif en 113-HSD1

et 11p-HSD2
Complexes Atome Atomes des Résidus des Type de Distance | Energie
de récepteur récepteurs Pinteraction A (keal/mol)
composé impliqués impliqués
11p-HSD2_LIGRef N 14 @] HOH(0) H-acceptor 3.42 -0.7
6-ring 6-ring PHE (282) Pi-pi 3.76 0.0
11p-HSD2_LI1G01 N3 13 0 HOH(0) H-donneur 3.25 37
5-ring 0 HOH(0) Pi-H 4.22 -1.1
11B-HSD2_LIG 02 N14 14 0 ASP(274) H- donneur 2.86 9.7
N15 15 0oD2 ASP(274) H- donneur 321 -14
N14 14 oD2 ASP(274) lonic 3.45 -2.1
N15 15 OD2 ASP(274) ionic 3.21 -3.2
11B-HSD2_LIG 03 N12 12 oD1 ASP(274) H- donneur 325 0.8
N12 12 OD2 ASP(274) H- donneur 3.68 -12.5
S16 16 OoD1 ASP(274) H- donneur 3.35 -2.2
N12 12 OD1 ASP(274) lonic 3.25 -3.0
N12 12 OoD2 ASP(274) lonic 3.68 -7.0
5-ring 0 HOH(0) Pi-H 4.73 -0.8
11B-HSD2_LIG 04 N13 15 0} HOH(0) H- donneur 2.65 -4.8
09 11 o HOH(0) H-accepteur 3.10 -3.2
09 11 0] HOH(0) H- accepteur 2.87 -1.0
C3 3 5-ring H-Pi 4.00 -1.4
11B-HSD2_LIG 05 N 30 OG1 THR(252) H- accepteur 2.78 -1.6
5-ring NE2 HIS(253) Pi-cation 3.76 -1.7
11p-HSD1_LIGRef O 48 (@) HOH (0) H-a accepteur 2.87 -1.8
C 60 6-ring TYR(177) H-Pi 3.87 0.6
6-ring CB TYR(177) Pi-H 4.05 0.7
5ring 6-ring TYR(183) PI-Pi 3.33 -0.0
11B-HSD1_LIG01 025 25 N THR(124) H- accepteur 2.99 -3.6
C17 17 6-ring THR(183) H-Pi 3.85 -1.0
11B-HSD1_LIG 02 N14 14 O HOH(0) H- donneur 2.82 -7.6
11B-HSD1_LIG 03 6-ring 0G SER(170) Pi-H 3.87 -0.8
11B-HSD1_LIG 04 o7 7 oG SER(170) H- accepteur 2.82 06
11B-HSD1_LIG 05 N20 20 O GLY(216) H- donneur 2.72 -4.2

In vitro, de nombreuses études ont porté sur l'effet inhibiteur des triazoles sur les enzymes clés
liées a I'hypertension artérielle 1 (HAP), la 11-béta-hydroxystéroide déshydrogénase de type 1 (11pB-
HSD1) et de type 2 (11p-HSD2). Beck et al ont identifie que I'itraconazole est un inhibiteur plus
puissant du 11B-HSD2 (ICso 139 * 14 nM), de son métabolite actif hydroxyitraconazole (ICso 223 *
31 nM) et du posaconazole (ICso 460 + 98 nM) [35].

Chapman et al ont également montré que l'inhibition du 11B-HSD2 provoque un exces
minéralocorticoide apparent et une hypertension due a une activation inappropriée des
glucocorticoides de la RM rénale [36].

Roberto et al ont identifié que le diéthylcarbamate est l'inhibiteur le plus puissant du 11p-
HSD2 (ICs0 6,3 microM) et suggerent que Abietic 1'acide inhibe a la fois 113-HSD1 (ICso 27 microM
pour la réduction et 2,8 microM pour I'oxydation) et 11beta-HSD2 (ICso 12 microM) [37].

Cela signifie que le logiciel adapté MOE (Molecular operating environment), ne détecte
aucune trace de l'interaction hydrophobe s entre les dérivés subsistants L2 (meilleur inhibiteur) des
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1, 2, 4-triazoles et les deux enzymes, ce qui peut étre lié a la grande taille de ce ligand et au nombre

élevé d'angles de torsion.

2.2 Dynamique moléculaire

Propriétés thermodynamiques :

En utilisant

I'approche de simulation

DM,

nous avons étudié

les propriétés

thermodynamiques d’évolution du complexe 1 et du complexe 2 dans I'ensemble NVT (tableau 31).

Tableau 31 : Propriétés thermodynamiques calculées en réel unités. Pression Wp = Wp* &/ 672,

Energie de configuration EC = EC* Ng, Energie de Translation ET = ET* Ne et Enthalpie EH=EH*

Ne .
Méthode EH EC ET Wp \%
Stage

NVT114-HSD2_LIG01 | 0.02455+0.00550 32356.36+0.2451 | 2523.00+0.0214 110.2356+0.2251 | 35423.00+0.5541
NVT11B-HSD2_LIG02 | 0.52140+0.01524 42536.23+0.4152 | 5425.00+0.0142 54.230+0.4451 3423.00+0.6523

SP; | NVTI11B-HSD2_LIG01 | -0.12450+0.0245 3025.326+0.0215 | 2543.00+0.0012 105.550+0.5542 2054.23+0.0025
NVT11B-HSD2_LIG02 | 1.21450+0.24510 3203.236+0.1425 | 4523.00+0.0012 85.365+0.5623 3425.30+0.2415
NVT11B-HSD2_LIG01 | 2.23562+0.0256 2153.00+125420 | 5421.00+0.0145 55.236+0.4525 | 3243.00+0.555
NVTI11B-HSD2_LIG02 | 2.1252+1.2560 52142.00+£1.0250 | 2745.00+0.2451 -155.236+0.4414 | 2542.00+0.5562
NVTI11B-HSD2_LIG01 | 3.12540+1.5425 41253.0040.5122 | 15412.00+0.1458 | 104.552+0.4174 | 3856.22+0.0125
NVT11B-HSD2_LIG02 | -2.2356+0.5485 2232.00+0.54215 | 3523.00+0.4152 14455 +0.542 3482.33+0.0215

SP, | NVT11p-HSD2_LIG01 | 3.2542+0.5623 2523.00+1.4521 1423.00+0.0215 145.236+0.5662 6458.22+0.00236
NVTI11p-HSD2_LIG02 | 2.3256+0.4585 4526.00+0.5255 2426.00+0.0022 -25.369+0.5425 4533.00+0.2351
NVT11B-HSD2_LIG01 | 5.2563+0.24510 2421.00+0.0015 1586.00+0.1444 | -1045.66+0.5552 | 3805.33+0.0245
NVT11p-HSD2_LIG02 | -4.2536+0.5632 3423.00+0.0256 14523.00+0.5424 | -55.2365+0.6532 | 3859.33+0.025

Les résultats présentés dans le tableau 31ont révélé que le composé LIG1 et le composé
LIG2 ont une énergie élevée. Le complexe formé par LIG2 a une énergie tres importante.

Contrairement au complexe formé par LIG2 leurs énergies obtenues sont faibles.
Cependant les fluctuations de pression sont importantes car le complexe formé par LIG2 est de I'ordre
de 0.2251-0.6532 ce qui explique l'instabilité du systeme par sa forte énergie de rotation et de
vibration du mouvement.

En ce qui concerne la variation de la température moyenne de translation est fixee
comme au départ en considérant I'ensemble isochores-isothermes. Par conséquent, LIG2 devrait étre
le systéeme le plus interactif. Ces résultats sont en accord total avec les résultats de la prédiction
Docking (Tableau 29).

2.3 Evaluation in silico des propriétés ADME et de la ressemblance médicamenteuse
Une étude informatique de deux composés de plomb ayant obtenu les meilleurs scores a été

réalisés pour I'évaluation des propriétés ADME et la valeur obtenue est illustrée dans (Tableau 32).
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Tableau 32 : Propriétés de bioactivité¢ ADME pour deux composés ayant obtenu les meilleurs scores.

Entry | ABS TPSA n-ROTB MW MLog P n-ON n-OHNH n n Volume
(A% acceptors donors violations roth
Rule - - - <500 <5 <10 <5 <1 - -
L2 High 30.72 4 311.40 3.15 3 0 0 4 289.27
L1 High 68.02 4 379.38 3.23 5 1 0 4 319.50
Ligands GPCR lon Channel Kinase Nuclear Protease inihibitor Enzyme inhibitor
Ligand modulator inihibitor receptor
ligand
L2 0.09 -0.11 -0.15 0.10 -0.10 0.46
L1 0.24 -0.09 -0.27 0.41 -0.09 0.44

ABS: absorption, TPSA: topological polar surface area, n-ROTB: number of rotatable bonds, MW: molecular
weight, MLogP: logarithm of partition coefficient of the compound between water and n-octanol:

n-OHNH donors: number of hydrogen bonds donors, n-ON acceptors: number of hydrogen bond acceptors.

De nombreux agents thérapeutiques potentiels ne parviennent pas aux essais cliniques en
raison de leurs paramétres défavorables d'absorption, de distribution, de métabolisme et d'élimination
(ADME) ; il ne vérifie pas non plus la similitude des médicaments. miLogP représente le coefficient
de partage octanol / eau, TPSA est la surface polaire moléculaire, natoms est le nombre d'atomes de la
molécule, nON et nOHNH sont le nombre d'accepteurs de liaisons hydrogene et de donneurs de
liaisons hydrogeéne respectivement, nviol est le nombre de violations de la Lipinsky Rule of Five [38],
nrotb est le nombre de liaisons rotatives, le volume est le volume moléculaire et MW est le poids
moléculaire du systéme étudié. Les ligands ont été traité en utilisant le calcul en ligne des propriétés

moléculaires et du score de bioactivité (https://www.molinspiration.com/cqgi-bin/properties#).

De tous ces parametres pour les meilleurs composés de plomb. Les résultats présentés dans le
tableau 31ont révéle que le composé L2 et le composé L1 ont une absorption élevée.

De plus, les deux composés L2 et L1 sont conformes a la régle de Lipinski de 5, a la regle de
Veber et a la regle d'Egan. ou les valeurs de logP variaient entre 3,15-3,23), la gamme MW 311,40
379,38 (<500), la gamme HBA 3-5 (<10) et la gamme HBD 0-1 (<5) (tableau 32), ce qui suggere que
ces composés ne devrait causer des problemes de biodisponibilité orale et montrer ainsi I'utilité
possible des deux composés pour développer le composé ayant de bonnes propriétés de type
médicament.
Pour étudier une molécule de solvant explicite, il faut la solvater, c'est-a-dire la plonger entierement
dans une «boite de solvant» (tableau 28).

Cette méthode représente chaque molécule d'eau autour du soluté comme une molécule
triatomique donnée, comme montré schématiquement dans (Fig 43). Pour cela, nous avons utilisé la

simulation moléculaire pour prédire la solvatation (voir tableau 29).
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Figure 43 : Ligand de dissolution - Substrat dans le solvant.

Lorsque l'eau est incluse, la meilleure inhibition de I'évolution de la pathologie étudiée
(Hypertension 1 (HAP) est apportée. L'utilisation de la solvatation est primordiale permet une relative
stabilité des différentes conformations protéiques.

Ce dernier permet d'estimer I'énergie libre de liaison des ligands aux protéines, est
précisément, les descriptions au niveau atomique de I'hydrophobicité et de 1’amphiphilicité. La
présence d'eau est parfois primordiale pour assurer un relais entre le ligand et le site actif [38].

3. Conclusion

Dans cette étude, les inhibitions de deux isozymes de la 11B-hydroxystéroide déshydrogénase
(11p-HSD) ont été théoriquement examinées par des analyses d'amarrage moléculaire en tenant
compte des simulations de parametres de solvatation DM.

Nos calculs ont montré que I'inhibiteur synthétique 2 des dérivés subsistants des 1,2,4-triazoles
fournit une inhibition plus optimisee de la 11-béta-hydroxystéroide déshydrogénase de type 1 (11-B-
HSD-1) pour le traitement de I'hypertension 1 (HAP). Ces interactions entre la 11-béta-
hydroxystéroide déshydrogénase de type 1 (11-p-HSD-1) et ces inhibiteurs subissent des interactions
différentes entre le N-14 avec l'interaction des récepteurs d'oxygéne H- donneur des synthétiques.

Cependant, les résultats de la simulation de docking moléculaire sont optimisés dans des
conditions dynamiques par des simulations DM pour prouver la stabilité de I'interaction entre les deux
protéines et chaque ligand. Bien que les composés L1 et L2 aient une affinité de liaison avec la
protéine 11-B-HSD-1 dans la simulation d'amarrage, les interactions ligand-protéine mentionnées dans
la simulation d'amarrage sont presque stables dans des conditions dynamiques.

Le modele de solvatation impliquant la coordination des molécules de solvant avec le
complexe en interaction pour la 11-béta-hydroxystéroide déshydrogénase de type 1 (11-B-HSD-1)
montre une diminution considérable de I'énergie complexe de ces ligands par rapport aux énergies
pour 11- béta-hydroxystéroide déshydrogénase de type 2 (11-B-HSD-2) et la par une augmentation de
I'activité inhibitrice.

Nous proposons également d'autres études pour développer des dérivés L2 subsistants du

1,2.4-triazole en un nouveau médicament.
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Le travail de these a été effectué au sein laboratoire LASNABIO (Laboratoire
des Substances Naturelles et Bioactives)

Dans le cadre de I’étude des mécanismes régissant 1’évolution de
I’hypertension artérielle (HTA), nous nous sommes intéresses aux interactions
moléculaires entre les trois enzymes étudiées et les différents inhibiteurs a 1’aide des
méthodes de modélisation moléculaire plus précisement le docking moléculaire. Cette
étude a été réalisée a 1’aide des deux programmes de docking moléculaire : MOE
(Molecular Operating Environnement) et Chimera UCSF.

Le premier chapitre s’intéresse a des questions posées sur la maladie de
I’hypertension :

> Qu’est-ce que I’hypertension ?

> Pourquoi I’hypertension est-elle dangereuse ?
> Comment I’hypertension peut-elle étre prévenue et traitée ?
> Quelle est la prévalence de I’hypertension artérielle ?

Les différents aspects de la modélisation moléculaire sont abordés dans le
deuxiéme chapitre. Une mise au point sur I’intérét du docking moléculaire a été faite.
Dans notre étude le ligand est flexible et I’enzyme rigide. La notion de champ de
force, I’ensemble des termes de 1’énergie stérique est défini précisément dans
I’expression mathématique en mécanique moléculaire. L’importance de la
paramétrisation justifie le choix du champ de force.

Le chapitre trois évoque les différentes méthodes théoriques existantes pour
¢tude de 1a solvatation des macromolécules biologiques. L’étude de la solvatation des
biomolécules apparait indispensable pour rationaliser I’influence de 1’eau sur les
processus biochimiques et représente donc un enjeu majeur de la biologie moderne.

Le quatrieme 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
étudiées et les différents inhibiteurs par visualisation des différents types de liaisons
mises en jeu.

Dans la premiére application notre travail consiste & étudier 1’activité
inhibitrice des nouvelles molécules de la famille de la Spironolactone (CID : 5833)
par la modification des substituants et en gardant le squelette de la structure
principale. On a utilisé deux logiciels différents,les calculs sont effectués en milieu
solvaté et non solvaté. Cette étude a été réalisée a 1’aide des deux programmes de
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docking moléculaire MOE, et Chimera permettant de simuler les interactions entre
enzymes et ligands.

Les résultats obtenus a 1’aide des différents programmes sont relativement du
méme ordre de grandeur. En effet, dans 1’étude de 1’inhibition de la Miniracorticoid
(3HVU) par les cing ligands connus, les deux programmes font ressortir le méme
composé L4 comme meilleur inhibiteur de 1I’enzyme dans les milieux non solvaté et

solvaté (avec une meilleure stabilité dans le solvant).

H e,

Figure 1 : structure de composé L4

Dans la deuxiéme application on a étudié les interactions entre 1’enzyme
miniracorticoid (code : 2AA2) et des inhibiteurs (similaires de l'aldostérone et les
similaires d’ AMP phosphoramidate).

Les résultats obtenus apres les calculs montrent que les inhibiteurs (L5 de la
série 1, et D2 de la série 2) possédent 1’énergie la plus faible donc ceux sont les plus
stables. On remarque que I’effet de solvant stabilise les complexes car 1’énergie
obtenue est plus basse que celle en milieu non solvaté. D2 est un bon inhibiteur donc
il représente une meilleure complémentarité pour notre enzyme. Pour cela, on propose
la synthése du ligand D2 et I’étude de différentes activités biologiques telles que

I’effet de toxicologie.
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Figure 2 : Structure de L5 de la série 1
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Figure 3 : Structure de D2 de la série 2

La troisiéme étude est consacrée a la :

> Discussion des résultats obtenus a partir des calculs effectués entre

I’enzyme 11B-Hydroxystéroide déshydrogénase typel (11B-HSD1) avec des

inhibiteurs (dérivés de 1, 2,4 -triazole).
>

Comparaison des énergies obtenues par docking avec les ICso décrites
dans la littérature.

La discussion est basée sur les énergies d’interaction minimale des complexes
solvaté obtenus a I’aide du programme MOE.
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Le calcul des distances entre les inhibiteurs et les chaines latérales des acides
aminés constitutifs du site actif et des énergies calculées confirment que I’inhibiteur
L4 est le plus stable car il possede une énergie la plus basse et une concentration
inhibitrice 1Csp la plus faible d’apres la littérature. Les calculs théoriques par docking
moléculaire confirment les résultats expérimentaux. Il est important de noter que les
différents inhibiteurs de la 11p-HSD1 testés par cette étude sont, en général, accord
avec la regle de Lipinski.

FiC

Figure 4 : ligand L4

La quatrieme étude consiste a étudier I'inhibition des enzymes appliquées dans
la  maladie de I'nypertension artérielle(11p-HSD)11-B-hydroxystéroide
déshydrogénase de type 1 et de type 2 avec certains dérivés des 1,2,4-triazoles au
moyen d'approches docking moléculaire et de dynamique moléculaire. Le calcul
théorique a été effectué a l'aide des programmes MOE pour le docking moléculaire,
HyperChem, et d'autres logiciels.

Les interactions entre les inhibiteurs étudiés et la cible ont été explorées plus
avant a travers des simulations de docking moléculaire et de dynamique moléculaire
en présence de molécules d'eau.

L'étude de la dynamique moléculaire a été réalisée pour les meilleurs dérivés
des inhibiteurs des 1,2 4-triazoles (déduits des meilleurs scores de docking pour
complexe E-L2 et complexe E- L1 et le score le plus bas pour complexe E-Ligand de
référence).

Quelques résidus clés (N-14 avec donneur H d'interaction du récepteur
d'oxygeéne) au site de liaison de la 11-béta-hydroxysteroide déshydrogenase de type 1
(11B-HSD1) et de type 2 (11B-HSD2) ont été identifies. Le résultat de docking et de
dynamique moléculaire obtenu conduit a la méme conclusion et prévoit que L2 dérivé

des 1, 2, 4-triazoles est le meilleur candidat inhibiteur.
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CONCLUSION GENERALE

Les perspectives que nous envisageons de réaliser dans un futur s’articuleront
autour des applications dans le domaine de I’activité biologique et 1’étude des
interactions proteine-proteine, ainsi que les effets de solvant.

L’utilisation 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.
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cortisol and cortisone. Our research consists in studying the inhibition of the enzymes with
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approaches.The interactions between the studied inhibitors and our target were further
explored through molecular docking and molecular dynamics simulations, in the presence of
water molecules. The molecular dynamics study was done for the best derivatives of
1,2,4-triazoles inhibitors (deducted from the docking best scores for L2 and L1, and lowest
score for Lref). A few key residues (N-14 with oxygen receptor interaction H- donor) at the
binding site of of (11B-HSDI1) and (11p-HSD2) were identified. Obtained Docking and
molecular dynamics result, both leads to the same conclusion and predict that L2 subsisted
derivatives of 1, 2, 4-triazoles is the best inhibitor candidate.
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1. INTRODUCTION

11-Beta-Hydroxysteroid dehydrogenase 113-HSD are enzymes that exert a regulating action
on the metabolism of cortisol before access to the receptors. The isoform
11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (11-B-HSD-1) is widely expressed in liver,
adipose tissue, brain, lung and other glucocorticoid tissuererel, while the isoform expression
2 (11-B- HSD-2) is limited to tissues that express the mineralo corticoid receptor, such as
kidney, gut and placenta. The disease is due to a mutation of the CYP11B1 gene located on
chromosome 8q21. Steroid 11-beta-hydroxylase deficiency causes decreased cortisol
secretion and hypertension due to accumulation of glucocorticoid precursors and
mineralocorticoids. The enzyme 11-f hydroxysteroid dehydrogenase 11-beta-hydroxysteroid
dehydrogenase type 1 (11-B-HSD-1) plays a major role in blood pressure regulation.
11B-OHSD 2 assures the conversion of cortisol to cortisone. Excess cortisol is associated
with numerous disorders, including diabetes, obesity, dyslipidemia, insulin resistance and
hypertension.The administration of 11.beta.-HSD1 inhibitors decreases the level of cortisol
and other 11.beta hydroxysteroids in target tissues, thereby reducing the effects of excessive
amounts of cortisol and other 11-B-hydroxyesteroides. Thus 11-beta-HSD-1 is a potential
target for therapy associated with numerous disorders that my be ameliorated by reduction
of glucocorticoid action. Therefore, inhibition of 11-B-HSD-1 may be used to prevent, treat
or control diseases mediated by abnormally high levels of cortisol and other
11-B-hydroxyesteroides as diabetes, obesity, hypertension or dyslipidemia. Inhibition activity
of 11-p- HSD-1 in the brain [1] such as to lower cortisol levels may also be useful to treat
or reduce anxiety, depression, cognitive impairment or age —related cognitive dysfunction
[2].

The understanding of the mechanisms of action of these two enzymes led us to try to find the
best inhibitors thus opening up new therapeutic perspectives. After optimization of both
ligands and enzyme, we proceed to positioning of ligands into active site of the enzymes
(4YYZ) and (3HFG) using (Molecular Docking) with MOE software (Molecular operating
environment). The search for binding modes is generally constrained to a small specific
region of the receptor called the active site [3]. We then recorded the best score, i.e. the one
with the lowest energy corresponds to the best interactions between the ligand and the active
site of the enzyme. Water molecules in enzyme cavities can sometimes be a fundamental
element. They are able to ensure the relay between the receptor and the ligand and thus create

networks of hydrogen bonds. So, we set ourselves the goal of studying our complexes by
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solvation.

This study aimed at theoretically elucidating the inhibition activity of two enzymes
11-Beta-Hydroxysteroid dehydrogenase 113-HSD (11B-HSDI1 and 11B-HSD2 by a some
derivatives of 1,2,4-triazoles using the two simulation methods, molecular dynamics and
molecular docking.

The synthetics inhibitors chosen for (118-HSD1 and 11B-HSD2 are given in (Fig 1). These
results can help in the development of an effective therapeutic tool to prevent arterial

hypertension 1 (PAH) treatment.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Ligand structure retrieval

For our study we chose the ligands of the literature [4]. The structures L1 CID: 59255569
and L5 CID: 5231054 were retrieved in SDF format and were changed to PDB format using
PyMol. (www.pubchem.com), but L2, 1.3 and L4 have been schematized with Chemdraw in

order to resemble those of the reference [4]. (www.chemdraw.Com). In our previous work

we have already studied the enzyme 11-Beta-Hydroxysteroid dehydrogenase (113-HSD1 by

other inhibitors taken in the same reference [5].

LZS - :
DAY <

Kog.\-_y o

14 HO OH LS

Fig.1. Substited derivatives of 1,2 4-triazoles >

2.2 Macromolecules structure retrieval
Download of 11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase of type 1 (11B-HSD1) was done from
PROTEIN DATA BANK (http://www.rcsb.org/pdb) (ID: 4YYZ) With three dimensional
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structure obtained by X-ray diffraction (resolution 3.2 A (Fig 2 and 3) and type 2 (11B-HSD2)
was done from (NCBI reference sequence: NM_000196.3). Details related to the 113-HSD1
is given in (Table 1). First, we tried to align the 113-HSD1 enzyme from the code (4YYZ) and
the 11B-HSD2 enzyme (NCBI reference sequence: NM_000196.3) [6] in order to generate a
model for 11bHSD2 but it was difficult to achieve, so we based ourselves on ref [7] and we
chose another '11B-HSD1 enzyme from the code: (3HFG) and it was doable.

11bHSD2 (NCBI reference sequence: NM_000196.3) [6] and the coordinates of the crystal
structure of 11bHSD1 (PDB code: 3HFG) [7] were loaded into the MOE. The primary
structures of 11B-HSD1 and 11B-HSD2 were aligned, carefully checked to avoid deletions or
insertions in the preserved and corrected regions wherever necessary. A series of the 1 IbHSD2
model was constructed using a randomized procedure weighted by Boltzmann [8] combined
with specialized logic for the treatment of sequence insertions and deletions [9]. Among the 6
models generated for 11bHSD?2, the best was selected in our study for a complete energy
minimization and a more thorough inspection. The energy of the enzyme was minimized and
geometry was conducted using Hamiltonian AM1 implanted in MOE software and then
isolation of the active site of the enzyme (target). The most stable geometry of each molecule
structure (ligand) was minimized by the same method (AM1). Other chains and water
molecules were removed using PyMol (Fig. 1). PyMol is a useful open source software tools
to perform molecular graphics [10]. The MOE (Molecular operating environment), software
allowed us to identify and present the residues that form the active site using the "Site
Finder" module which includes a tool for the detection of the enzymatic cavity, as well as the

most favorable site [11, 12].

Table 1. Details related to the 113-HSD1

i Resolution R-Value| Residue| Co-crystallized
Proteins Methods A) Fed Count ligands
11B-HS1
(42{‘&) X-ray diffraction 32 0.267 518 Query on 4JX
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Fig.2. Simplified model of 113-HSD1

2.3 Drug scan

Fig.3. Simplified model of 113-HSD2

Before calculating the interactions between the enzyme and the five compounds, it is necessary

to evaluate the parameters allowing their validation as a drug [5]. The Lipinski rule also

known as the five rules (ROS) gives us an information if this drug would be an orally active

compounds in human.Molinspiration (http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties) was

used for calculating Lipinski’s properties. The rule was formulated by Christopher A.

Lipinski in 1997; it is based on observation and informs us that the drugs administered orally

are relatively smaller and moderatelylipophilic [13, 14]. According to (Table 2), the ligands

satisfy the Lipinski rule. This additional information on other molecular properties confirms

that these molecules are biologically active [5].

Table 2. Minimization energy of derivatives compounds of triazole (Kcal/mol) and solvent

parameter.
Ligand Toxicity | Rsynth 100% Weight g/mol | TPSA (4% logp logs
Ligref No 62.50% 469.57g/mol 76.22A(donor :0 ;acceptor : 4) 6.24 -7.19
Moll No 100% 379.38g/mol 68.01(donor :1 ;acceptor : 4) 485 437
Mol2 No 7391% 311.40g/mol 30.71(donor :0 ;acceptor : 5) 431 -3.46
Mol3 No 100% 285.29g/mol 78.76(donor :0 ;acceptor : 5) 142 447
Mol4 No 100% 244.21g/mol 143.72(donor :4 ;acceptor : 7) 292 047
Mol5 No 100% 349.32g/mol 76.72(donor :1 ;acceptor : 5) 245 341
Mode Shape Margin Update Clash Cutoff ‘Wall Verbose
Potentiel Force
Droplet Sphere 2.00 01.0 10.00 100.00 01.00

These compounds are able to present a very important biological activity in accordance with the rule of Lipinski., et al.(1997)

[1l.
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2.4 Molecular Dynamics (MD) Simulation

The best conformer of two 11p-hydroxysteroid dehydrogenase isozymes proteins with
ligands was subjected to Molecular Dynamics Simulations MD was performed for both the
complex using the MOE software [15]. MOE dynamics simulation uses the Nosé-Poincaré
Andersen (NPA) equations of motion [16,17]. The coordinates were stored every 0.5ps to get

an accurate view of molecular movement. In all simulations the van der Waals cut-out

distance was set to 8A. The interactions of the system’s amino acids were defined using the
NPA algorithm and MMFF94x force field. The default protocols and steps of the MD were
used to optimize the system’s equilibrium for 50 ps and the production run in 800 ps. We used
MD simulation for each ligand-protein complex to evaluate the interactions’ stability for each
docking pose. Here, we have shown the detailed analysis of MD simulation results of only two
compounds (L1, L2) with target 118-HSD1 and 11B-HSD2 (Fig 4 and 5) because these
compounds show better binding affinity for both receptors. In the end and according to the
molecular dynamics simulation analysis among these 2 compounds the most active
compounds were L1 and L2 in 113-HSD1 proteins.

2.5 ADME Properties

ADME/T prediction Absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicity (ADMET)
of the molecules are their pharmacokinetic properties and are needed to be evaluated to
resolve their activity inside the body. The ADMET properties of the molecules were analyzed
using admetSAR, an online ADMET prediction tool (http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/) [18].

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Molecular Docking

As a means to resolve the enzyme-substrate interactions we have carried out molecular docking
calculations in order to find the most stable conformation which corresponds to the lowest
energy adopted by the complex formed. We have done the calculations by employing water as
a solvent. (Table 3- 4) show that L2 and L1 both interact with the different amino acid
presenting an H-acceptor strong kind of interaction with comparable distances of (2.99A -
3.85A) and 2.82A consecutively. However, results show also that complex2 has the lowest
energy (-8.34 Kcal/mol) and is more active than complex -1 (-7.86 Kcal/mol) contrarily with
(11B-HSD2) the complexe-1- (-7.48 Kcal/mol) has the lowest energy and is more active
than complexe-2 (-6.18 Kcal/mol)even at that time also L2 and L1 both interact with the
different amino acid presenting an H-acceptor strong kind of interaction 2.82 A and (2.99 A
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-3.85 A) (Fig 4 and 5). One important point is also obtained from Table 1 that, The energy of

(complexe-ref -5.67 Kcal/mol) for (11B8-HSDI is important

in comparison with that

obtained by the 5 ligands. contrarily with (113-HSD2) The energy of (complexe- ref-9.98

Kcal/mol) is weak compared to those of the5 ligands. therefore, these ligands better

inhibit the enzyme 11B-HSDI1. Therefore, we can validate L2 subsisted derivatives of
1,2,4-triazole as a best inhibitor.

Table 3. Energy Balance of complexes formed by 5 derivatives of triazoles compounds (Kcal/mol)

Complexes E(kcal/mol) Rmsd-refine(A) E_conf E_place E_refine
11B-HSD1_LIG Ref -5.67 219 -14.70 -14.70 47.54
118-HSD1_LIGO1 -7.86 -65.82 -48.32 -48.32 -481
118-HSD1_LIG 02 -8.34 -32.79 -41.84 -41.84 -10.25
11B-HSD1_LIG 03 -6.84 -94.00 -105.53 -105.53 -15.16
118-HSD1_LIG 04 -6.12 -107.19 -72.64 -72.64 -10.83
118-HSD1_LIG 05 -6.67 -48.82 -61.79 -61.79 249
118-HSD2_LIG Ref -9.98 211 68.43 -33.73 -7.94
11p-HSD2_LIG01 -748 1.70 -70.82 -60.47 -8.50
118-HSD2_LIG 02 -6.18 1776 -23.10 7.14 14.10
118-HSD2_LIG 03 -6.81 3.66 -89.34 -111.11 -4.39
118-HSD2_LIG 04 -6.22 297 -104.77 -102.77 -413
118-HSD2_LIG 05 -6.80 2.68 5225 -32.88 -6.98

S: The final score; is the last step’s score. rmsd_refine: The mean square deviation between the

laying before refinement and after refinement poses. E_conf: Energy conformer. E_place:

Score of the placement phase. E_scorl: Score of the first step of notation. E_refine: Score of

the refinement step and the number of conformations generated by ligand. E_scor2: Score of

the first step notation, number of poses: Number of conformations.
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Fig.4. The compound -1, is docked well into the binding site of protein 1-beta-hydroxysteroid
dehydrogenase of type 1, and has the highest dock score. There is also a clear difference

between the docking pose and the final ligand pose after a molecular dynamics (MD)

simulation of 800 ps.
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Key: Owvmp O Docking

Fig.5. The compound -2, is docked well into the binding site of protein 1-beta-hydroxysteroid
dehydrogenase of type 1, and has the highest dock score. There is also a clear difference

between the docking pose and the final ligand pose after a molecular dynamics (MD)

simulation of 800 ps

124



Annexe

L. Mostefaoui et al. J Fundam Appl Sci. 2020, 12(2), 712-727 721

Table 4. Results Bonds between atoms of compounds and residues of active site into
11B-HSD1 and 11B-HSD2

Compounds Atomof | Involved Involved Type of Distance | Eenrgies
compou receptor receptor interaction @ (kcal/mol)
nd atoms residues bond
11p-HSD2_LIGRef N 14 o HOH(0) H-acceptor 342 -0.7
6-ring 6-ring PHE (282) Pipi 3.76 0.0
11B-HSD2_LIGO1 N3 13 [e) HOH(0) H-donor 325 37
5-ring o HOH(0) Pi-H 422 -1.1
11p-HSD2_LIG 02 N4 14 (o} ASP(274) H-donor 286 9.7
Ni5 15 oD2 ASP(274) H-donor 321 74
N4 14 OD2 ASP(274) Tonic 345 -2.1
N15 15 OoD2 ASP(274) ionic 321 -32
11B-HSD2_LIG 03 N2 12 OD1 ASP(274) H-donor 325 0.8
N2 12 oD2 ASP(274) H-donor 3.68 -125
S16 16 OD1 ASP(274) H-donor 335 232
N12 12 OD1 ASP(274) Tonic 325 -3.0
N12 12 OoD2 ASP(274) Tonic 3.68 -7.0
5-ring o HOH(0) Pi-H 473 0.8
11p-HSD2_LIG 04 N13 15 o HOH(0) H-donor 265 438
09 o HOH(0) H-acceptor 310 -32
11 o HOH(0) H-acceptor 287 -1.0
09 5-ring H-Pi 4.00 -14
1
C3 3
11B-HSD2_LIG 05 N 0G1 THR(252) H-acceptor 278 -1.6
30 NE2 HIS(253) Pi-cation 3.76 -17
S-ring
11B-HSD1_LIGRef o o HOH (0) H-acceptor 2.87 18
48 6-ring TYR(177) H-Pi 3.87 0.6
C CB TYR(177) Pi-H 4.05 0.7
60 6-ring TYR(183) PLPi 333 0.0
6-ring
Sring
11p-HSD1_LIGO1 025 N THR(124) H-acceptor 299 -36
25 6-ring THR(183) H-P1 385 1.0
C17
17
11B-HSD1_LIG 02 N14 o HOH(0) H-donor 2.82 16
14
11p-HSD1_LIG 03 oG SER(170) Pi-H 387 -0.8
6-ring
11p-HSD1_LIG 04 o7 oG SER(170) H-acceptor 282 -0.6
7
11B-HSD1_LIG 05 N20 [o) GLY(216) H-donor 272 42
20

In vitro, many studies were focused on the inhibitory effect of triazoles on key enzymes linked to
arterial hypertension 1 (PAH), 11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase of type 1 (118-HSD1) and type
2 (11B-HSD2. Beck et al have identified that itraconazole is a stronger inhibitor of 11p-HSD2 (ICs0 139
+ 14 nM), its active metabolite hydroxyitraconazole (ICso 223 + 31 nM) and posaconazole (ICso 460 +
98 nM) [19]. Also Chapman et a/ had showed that 11B-HSD2 inhibition causes apparent
mineralocorticoid excess and hypertension due to inappropriate glucocorticoid activation of renal MR
[20]. Roberto et al have identified that diethylcarbamate is the most potent inhibitor of 113-HSD2 (ICso
6.3 microM), and suggest that Abietic acid inhibited both 11beta-HSD1 (ICso 27 uM for reduction and

2.8 microM for oxidation) and 11beta-HSD2 (ICso 12 microM) [21]. By that means the software
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adapted MOE (Molecular operating environment), does not scout up any trace of the hydrophobic
interactions between L2 (best inhibitor) subsisted derivatives of 1, 2, 4-triazoles and both the enzymes;
what may be connected to the large size of this ligand and the high number of torsion angles.

3.2 Molecular Dynamics

Thermodynamic properties

Using the MD simulation approach, we have studied the evolution thermodynamic properties of the two

complexes in NVT ensemble (Table 5).

Table 5. Thermodynamic properties calculated in reels units. Pressure Wp=Wp* &/ o7,
Energy of configuration EC = EC* Ng, Translation Energy ET = ET* Ne and Enthalpy
EH=EH* Ne

Method EH EC ET Wp W
Stage

NVT11B-HSD2_LIGO1 | 0.02455+0.00550 32356.36+0.2451 | 2523.00+0.0214 110.2356+0.2251 | 35423.00+0.5541
NVT11p-HSD2_LIG02 | 0.52140+0.01524 42536.23:0.4152 | 5425.00+0.0142 5423004451 3423.00+0.6523

SP1 | NVT11B-HSD2_LIGO1 | -0.12450+0.0245 3025.326+0.0215 | 2543.00+£0.0012 105.550+0.5542 2054.23+0.0025
NVT11B-HSD2_LIG02 | 1.21450+0.24510 3203.236+0.1425 | 4523.00+0.0012 85.365+0.5623 3425.30+0.2415

NVT11B-HSD2_LIGO1 | 2.23562+0.0256 2153.00£125420 | 5421.00£0.0145 55.236+0.4525 3243.00+£0.555
NVT11B-HSD2_LIG02 | 2.1252+1.2560 52142.00+£1.0250 | 2745.00+0.2451 -155236+0.4414 | 2542.00+0.5562

NVT11B-HSD2_LIGO1 | 3.12540+1.5425 41253.00£0.5122 | 15412.00£0.1458 | 104.552+0.4174 3856.22£0.0125
NVT11p-HSD2_LIG02 | -2.2356%0.5485 2232.00+0.54215 | 3523.00£0.4152 14455 £0.542 3482.33+0.0215

SP: | NVT11B-HSD2_LIGO1 | 3.2542+0.5623 2523.00+£1.4521 1423.00+0.0215 145.236+0.5662 6458.22+0.00236
NVT11B-HSD2_LIG02 | 2.3256+0.4585 4526.00+0.5255 2426.00+0.0022 -25.369+0.5425 4533.00+0.2351

NVT11B-HSD2_LIGO1 | 5.2563+0.24510 2421.00+£0.0015 1586.00=0.1444 -1045.66+0.5552 | 3805.33+0.0245
NVT11B-HSD2_LIG02 | -4.2536+0.5632 3423 .00+0.0256 14523.00=0.5424 | -55.2365+0.6532 | 3859.33+0.025

The results presented in table 5 revealed that compound L1 and compound L2 have high
energy. The complex formed by L2 has a very important energy. In contrast to the complex
formed by L2 their energies obtained are low. By against on pressure fluctuations are
significant for the complex formed by L2 is of order 0.2251-0.6532 which explains the
instability of the system by its strong therefore the movement rotational and vibration energy
is important oscillation. In regard to variation in the average temperature of translation is
fixed as at the outset in considering isochors-isotherms ensemble. Therefore, L2 is predicted
to be the most interactive system. These results are in total agreement with the Docking
prediction results (Table 1). A computational study of two top scoring lead compounds was
performed for assessment of ADME properties and the obtained value is depicted in (Table
6).

3.3 In silico assessment of the ADME properties and drug likeness

A computational study of two top-scoring lead compounds was performed for the assessment
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of ADME properties and the obtained value is depicted in (Table 6).
Table 6. ADME bioactivity properties for two top scoring lead compounds
Entry | ABS TPSA | n-ROTB MW MLogP n-ON n-OHNH n n Volume
[49) acceptors donors violations rotb
Rule z e 5 <500 < <10 <5 <1 = -
E2 High 30.72 4 311.40 3.15 3 0 0 4 289.27
L1 High 68.02 4 379.38 323 5 1 0 4 319.50
Ligands GPCR Ton Channel Kinase Nuclear Protease inil Enzyme i
Ligand modulator inihibitor receptor
ligand
L2 0.09 -0.11 -0.15 0.10 -0.10 0.46
L1 0.24 -0.09 -0.27 041 -0.09 044
ABS: absomption, TPSA: topological polar surface area, n-ROTB: number of rotatable bonds, MW: molecular weight, MLogP: loganthm of

partition coefficient of the compound between water and n-octanol: n-OHNH donors: number of hydrogen bonds donors, n-ON acceptors: number of
hydrogen bond acceptors.

Many potential therapeutic agents fail to reach the clinic trials because of their unfavorable
absorption, distribution, metabolism, and elimination (ADME) parameters; also it is not
checking the drug-likeness. miLogP represents the octanol/water partition coefficient, TPSA is the

molecular polar surface area, natoms is the number of atom of the molecule, nON and nOHNH are the
number of hydrogen bond acceptors and hydrogen bond donors respectively, nviol is the number of
violations of the Lipinsky Rule of Five [12], nrotb is the number of rotatable bonds, volume is the
molecular volume, and MW is the molecular weight of the studied system. were calculated using
Calculation of molecular properties and

bioactivity score

(https//www.molinspiration.com/cgi-bin/properties#) online property calculation. From all

these parameters for the top scoring lead compounds. The results presented in table 5
revealed that compound L2 and compound L1 have high absorption. Also, the two
compounds L2 and L1 comply with Lipinski’s rule of 5, Veber’s rule and Egan’s rule. where
logP values ranged between 3.15-3.23), MW range 311.40— 379.38 (<500), HBA range 3-5
(<10) and HBD range 0-1 (<5) (Table 6), suggesting that these compounds would not be
expected to cause problems with oral bioavailability and thus showing possible utility of
both compounds for developing the compound with good drug like properties.

To study an explicit solvent molecule, it is necessary to solvate it, that is to say to immerse it
entirely in a "solvent box"(Table.3).This method represents each molecule of water around
solute as a given triatomic molecule, as shown schematically in (Fig 6). For that, we used

molecular simulation to predict solvation ( see table 2).
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Fig.6. Solvation Ligand—Substrate in cube

When water is included, the best inhibition to the evolution of the pathology studied
(Hypertension 1 (PAH) is provided. The use of solvation is premendial allows a relative
stability of the different protein conformations, (Figures 4-5). In addition, the latter allows to
estimate the free energy of binding of ligands to proteins. Precisely, atomic level descriptions
of hydrophobicity and amphiphilicity.The presence of water is sometimes paramount to

ensure a relay between the ligand and the active site [23].

4 CONCLUSION

In this investigation, the inhibitions of two 11B-hydroxysteroid dehydrogenase (11B-HSD)
isozymes were theoretically examined by molecular docking analyses taking into account
solvatation parameter MD simulations. Our calculations showed that the synthetic inhibitor- 2
of subsisted derivatives of 1,2,4-triazoles provides more optimized inhibition of
11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (11-B-HSD-1) for hypertension 1 (PAH)
treatment. These interactions between 11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 1
(11-B-HSD-1) and those inhibitors are undergoing different interactions between N-14 with
oxygen receptor interaction H- donor of synthetic ones. However, the docking simulation
results are optimized under dynamic conditions by MD simulations to prove the stability of the
interaction between both proteins and each ligand. Although compounds L1 and L2 have
binding affinity with 11-B-HSD-1 protein in the docking simulation, the ligand-protein
interactions mentioned in docking simulation are almost stable in dynamic conditions. The
solvation model involving the coordination of the solvent molecules with the interacting
complex for 1l-beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (11-f-HSD-1) shows a
considerable decrease of the complex energy of these ligands compared with the
energies for 11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (11-B-HSD-2) and there by an

increase of the inhibition activity. We also propose further studies to develop L2 subsisted
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derivatives of 1,2 4-triazole into a new drug.
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Résumé

Le développement important des moyens informatiques au cours de ces dernieres années a
permis a la chimie et & la biochimie de s’enrichir d’un outil informatique spécialement dédie a
I’analyse structurale des molécules chimiques et biologiques. Ce nouvel outil explique d’un point de
vue structurel les propriétés des molécules : c’est la modélisation moléculaire, dans ce but
qu’intervient le Docking qui est une méthode qui prédit 1'orientation d'une molécule par rapport a une
autre pour avoir le complexe le plus stable.

Notre recherche consiste a étudier I’inhibition des enzymes appliqués dans la maladie de
I’hypertension artérielle avec des séries d’inhibiteurs a 1’aide des programmes de docking moléculaire
pour avoir I’effet inhibitrice de ces molécules, et voir 1’effet de solvant (eau) sur la stabilité des
complexes formés.

Mots Clés : Modélisation Moléculaire, Interactions, Hypertension Artérielle, Solvatation.

Abstract

The important development of the computing resources over the last few years has allowed the
chemistry and the biochemistry to be enriched by a computer tool specially dedicated to the structural
analysis of chemical and biological molecules. This new tool explain from a point of structural
property of molecular: this is molecular modeling, in order to think of docking which is a method that
predicts the orientation of one molecule relative to the other to have the most stable complex.

Our research consists in studying the inhibition of enzymes applied in the disease of arterial
hypertension with a series of inhibitors using molecular docking programs to have the inhibitory
effect of these molecules and see the effect of solvent (Water) on the stabilities of the complexes
formed.

Key Words : Molecular Modeling, Interactions, Arterial Hypertension, Solvation.

uadle

Jalat) lapaa dcacadia dgma y 3lal o i 4 ) elianl 5 LSl ans B A ) ol sidl 8 Gsalall L o 55 8 i) skl
13 85 Ay ) dndeill sy jall ailiad 40Sa Hlaidea (e udl 53000 5Y1 028 Ao sl gl 5 ilaasSH sy 5ol (g il
D) SISV wene 58 AT (W egssa I as i L ) 485, pal) a5 SlailY) aas L)

e iy ) LAY el o alafily Ciladie Al we aall Jaka o) (2 e o L J senall il 331 Jadii Al ) 5o Uia,
ACa) Clranall l i) o (slall) cadall 53l 655 4 ol Alail¥ mal s alasinly cildadia (e Al

3 epall Jakam L)) ccMe il iy jad) dndaill ;) cilals



