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Introduction général

La conception de medicaments assistée par ordinateur (Computer Aided Drug Design) est une
technique qui utilise des approches informatiques pour découvrir, développer et analyser des
médicaments ainsi que des molécules biologiquement actives similaires. La découverte de
médicaments assistée par cette technique et qui est basée sur la structure tridimensionnelle des
ligands (LB-CADD) implique I'analyse de ces derniers pour interagir avec une cible d'intérét. Ces
méthodes utilisent un ensemble de structures de référence collectées a partir de composés connus
pour interagir avec la cible d'intérét et analysent leurs structures 2D ou 3D. L'objectif fondamental
de ces méthodes est la prédiction de la nature et des forces de liaison d'une molécule donnée a une
cible généralement protéique. Les méthodes de chimie quantique telles que, les méthodes dites ab
initio, semi empiriques, mécanique moléculaire, dynamique moléculaire et la théorie de la
fonctionnelle de la densité (DFT), sont fréqguemment utilisées pour fournir des paramétres optimisés
afin de prédire la conformation des molécules et de modéliser les changements de conformations au
sein de la cible biologique lors de leurs fixation. Ces données fournissent également une estimation
des propriétés electroniques (potentiel électrostatique, polarisabilité, etc...) du candidat
(médicament) qui influent sur | affinité entre les deux entités chimiques. Les outils CADD et
bioinformatiques offrent des avantages tels que des économies au niveau financier (codlts), des
délais de commercialisation en gagnant du temps lors du développement de nouvelles molécules
thérapeutiques, une connaissance approfondie des interactions entre les récepteurs et les
médicaments, l'accélération de la découverte et du développement de médicaments[1.2.3]. Le
développement et la découverte de tout médicament prennent de nombreuses années. Ce processus
de découverte est assigne selon plusieurs étapes : la détermination de la maladie, détermination du
ou des récepteurs cibles spécifiques, la détermination du ou des composés actifs (LEAD), ainsi
que la prédiction des propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques (ADME) de ces
candidats chimiques.

C’est dans ce contexte que nous avons entament notre etude qui se porte sur 1’étude in silico par le
biais du Docking moléculaire, des interactions entre des molécules majoritairement composantes
de I’huile de graines de Lepiduim Sativum et acétylcholinestérase qui représente une cible

potentielle dans le traitement de la maladie d Alzheimer.

Ce manuscrit se présente en trois chapitres. Le premier est consacre aux différents aspects de la
simulation par le docking moléculaire ainsi qu’aux interactions non covalentes qui régissent les

systémes protéine-ligands.
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Le second chapitre est focalise sur la maladie d’Alzheimer ainsi qu’aux molécules étudiées.

Finalement, le dernier chapitre présente les principaux résultats obtenus lors des calculs de

modélisation et de simulation.
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Chapitre 01 :docking moléculaire

1. Introduction :

La bioinformatique est un domaine qui regroupe plusieurs disciplines (pluridisciplinaire) telles que
la génétique, la biologie moléculaire, la chimie et en particulier la chimie computationnelle, ...etc.),
Le but principal de recherche, consiste au développement de méthodes et de modéles pour
I’analyse, le stockage et la visualisation des données biologiques, principalement les
macromolécules (ADN, ARN, protéines et autres). Le mécanisme biologique est basé sur les
interactions entre les protéines qui on peut étre étudié par des techniques biochimiques et
biophysiques tels que la cristallographie aux rayons X, résonance magnétique nucléaire(RMN) mais

ces techniques ne suffisant pas pour détailler ces interactions [4].

Le Docking moléculaire (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en francais) est une approche
in silicoa pour but de prédire et a simuler la position la plus favorable d’un ligand au sein de la
protéine (cible)[6]il est plus utiles dans le domaine d’industrie pharmaceutique, de développement
des médicaments et des biomolécules a avantage de considérablement moins cher et plus rapide que
’utilisation des méthodes expérimentales et grace a ses outils que nous pouvons comprendre
I’interaction ligand avec la cible pour soit inhiber ou activer, il existe plusieurs programmes de
docking moléculaire tels que : AutoDock Tools, Vina, Chimera.... L’amarrage moléculaire est 1’un
des méthodes dans le domaine de la modélisation qui permettent de :

% Représenter et de visualiser la forme des molécules dans I’espace

¢ Simuler leurs mouvements et leurs comportements.

¢+ Prédire la structure 3D de ces protéines en se basant sur la structure 3D déja connue de
protéines similaires.

% prédire ’effet d’un changement de un — ou plusieurs- acide(s) aminé(s) sur la structure 3D
d’une protéine.

¢ Il est ainsi possible de prédire 1’effet d’une mutation sur 1’activité d’une protéine et/ou sur sa

capacité a interagir avec un médicament

La modélisation moléculaire s’appuie sur la connaissance de la position des atomes et des liaisons

entre les atomes de chaque acide aminé pour « dessiner » la structure 3D d’une protéine [5].
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2. Les outils nécessaires pour faire un Docking :

2.1 Récepteur :

Les structures 3D des différentes protéines sont disponible et accessibles gratuitement dans la
banque de donnée PDB. Les coordonnées atomiques des structures se trouvent dans un format
(.pdb) donc il suffit de consulter la PDB et d’inscrire le nom de la structure pour télécharger le

fichier du récepteur au format pdb indispensable a 1I’opération de DOCK [6].

2.2 Ligand :
Pour faire un docking la structure du ligand doit étre en 3D, il existe deux méthodes pour recevoir
un ligand :

1) Par les bases de données de structures chimiques appelées chimio-théques tells que
PubChem, ZINC ... qui comportent plusieurs informations sur les différents ligands
(structure, activité, propriétés physicochimiques), la structure dans ces bases est enregistrer
avec les formats : SMILES, SDF, MOL2 et PDB.

2) A Tutilisation des ligands de la PDB ou de la littérature qu’on peut dessiner, optimiser et
sauvegarder sous formats (pdb, mol, mol2...) avec des logiciels de modélisation moléculaire

comme HyperChem, Avogadro, Arguslab ...etc. [7].

3. Les interactions Protéine- ligand (complexe proteine-ligand) :

La reconnaissance moléculaire est un critere essentiel impliquant une complémentarité spatiale
entre le ligand et Son récepteur. Cette complémentarité est importante car elle permet de laisser
entrer le ligand mais elle ne suffit pas pour qu’il reste au sein de la protéine. Dans ce contexte, une
complémentarité chimique Protéine-ligand est indispensable faisant intervenir le plus souvent des
interactions non covalentes telles que : la liaison hydrogéne, ionique, hydrophobes...etc.

Les liaisons non covalentes sont des qui ont lieu pour des distances plus élevées que les liaisons
covalentes. Bien que ce type d’interactions soit énergétiquement beaucoup plus faible par rapport a
une liaison covalente (C-C ou C-N par exemple), leur portée est bien plus grande car assurant
I’évolution des biomolécules, et notamment les changements conformationnels. En effet, les

liaisons non covalentes peuvent étre créées et rompues plus facilement
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Figure 01: Représentation des étapes du docking

3.1 Les liaisons hydrogénes :

Cette liaison intervient lorsqu’un atome d’hydrogéne lié a un atome électronégatif (le donneur) est
attiré par un autre atome électronégatif (I’accepteur). Elle agit a trés courte distance (0,8 a 2,8 A).
Les liaisons hydrogénes sont peu nombreuses et s’adaptent trés bien a la flexibilité.

3.2 Les interactions de Van Der Walls :

Elles résultent de I’interaction des nuages électroniques de deux atomes adjacents conduisant a la
Présence d’une force attractive pour des distances de 3-4 A. Les interactions de Van Der Walls sont
généralement faibles. Leur importance provient du nombre cumulé de liaisons créées.

3.3 Les interactions hydrophobes :

Les molécules dépourvues de groupes chargés ou d'atomes capables de former des liaisons
hydrogéne ne peuvent donc pas s’hydrater, pour cette raison, on les nomme substances
hydrophobes. L’effet hydrophobe est la tendance qu’ont ces groupes a se rassembler par
coalescence.

3.4 Les interactions électrostatiques :

Sont des liaisons ioniques faibles résultant de 1’interaction entre dipdles de charges opposées et

conduisant a la création d’une force attractive.

4. Les programmes de Dock :

4.1 Autodock tools :

Est une interface graphique permettant de configurer et d'exécuter AutoDock - un logiciel d'accueil
automatisé concu pour prédire comment des petites molécules, telles que des substrats ou des
candidats médicaments, se lient a un récepteur de structure 3D connue.

http://mgltools.scripps.edu/ [8].


http://mgltools.scripps.edu/
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4.2 Autodock vina :

AutoDock Vina est un programme open source pour faire de I'amarrage moléculaire. Pour son
entrée et sa sortie, Vina utilise le méme format de fichier de structure moléculaire PDBQT utilisé
par AutoDock , les fichiers PDBQT peuvent tre générés et visualisés a 1’aide de MGLTools
http://vina.scripps.edu/download.html [9].

4.3 Chimera software :

UCSF Chimera est un programme pour la visualisation et I'analyse interactives des structures
moléculaires et des données associées, y compris les cartes de densité, les trajectoires et les
alignements de séquences. Il est disponible gratuitement pour une utilisation non commerciale.

Utilisateurs commerciaux. chimera-1.11.2-mac_x11.dmg [10].

4.4 BIOVIA Discovery Studio Visualizer :
Une application de modélisation moléculaire gratuite et riche en fonctionnalités pour I'affichage, le
partage et I'analyse des données sur les protéines et les petites moléculaires

https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download [11].

4.5 PLIP :(Protein-Ligand Interaction Profiler) :
Identification facile et rapide des interactions non covalentes entre les macromolécules biologiques
et leurs ligands.

https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index [12].

4.6 PubChem :

PubChem est la plus grande collection au monde d'informations chimiques librement accessibles.
Recherchez des produits chimiques par nom, formule moléculaire, structure et autres identifiants.
Trouvez des propriétés chimiques et physiques, des activités biologiques, des informations sur la
sécurité et la toxicite, des brevets, des citations de la littérature et plus encore.

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ [13].

4.7 PDB :(protein-data-bank) :

La Protein Data Bank (PDB) est l'unique archive mondiale de données structurelles de
macromolécules biologiques. Il comprend des données obtenues par cristallographie aux rayons X
et spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN) soumises par des biologistes et des

biochimistes du monde entier. Actuellement, PDB est sous la tutelle de la WorldwideProtein Data
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Bank (wwPDB), un réseau de quatre organisations — Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics (RCSB) PDB

https://www.rcsb.org/ [14].

5. Fonction de score :

La prédiction de la conformation du ligand dans le site actif de la protéine est le plus grand defi du
design des drogues basé sur la structure.

Le rble des algorithmes de docking désignés a exécuter cette tache est divisé en deux parties
essentielles :

- Trouver toutes les conformations, translations, rotations du ligand dans le site actif de la protéine
en un temps d’exécution tres petit.

- Calculer I’énergie utilisée pour évaluer les interactions entre la protéine et le ligand, et classer les
solutions [15, 16, 17,18].

L'énergie d'interaction est convertie en score d'amarrage a l'aide de l'analyse des fonctions de
notation, qui est la somme de différentes para-métrisations d'énergie représentant les interactions

entre la protéine et le ligand :

 Forces électrostatiques : ce sont des interactions électrostatiques courantes qui se produisent

lorsqu'il y a des charges
* Forces électrodynamiques : le type commun est celui des interactions de Van Der Waals

* Forces stériques : lorsque les molécules sont proches, ce type de forces apparait et affecte la

réactivité chimique.

* Forces de réaction du solvant : le ligand et/ou la protéine sont tous deux affectés par les molécules
de I'environnement qui se trouvent dans le solvant, de sorte que des réactions chimiques peuvent se

produire créant de telles forces [19].
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1. La maladie d’Alzheimer :

Alzheimer est un type de démence qui provoque des

Healthy brain

troubles de la mémoire, de la pensée et du

Alzheimer’s brain

£4rs
Ve "1 [ -

comportement ; une destruction des cellules nerveuses

se produit dans les régions du cerveau liées a la

mémoire et au langage. Avec le temps, la personne

atteinte a de plus en plus de difficulté a mémoriser les Plaques%'.,\_;
événements, a reconnaitre les objets et les visages, a se ‘fl S

rappeler la signification des mots et a exercer son 5 Y
jugement, La maladie d’Alzheimer touche environ A /%J ) /[

1 % des personnes agées de 65 ans a 69 ans, 20 % des L s

personnes ayant de 85ans a 89ans et 40 % des

personnes ayant de 90 ans a 95 ans Figure 02 : La maladie d’Alzheimer

On estime que 1 homme sur 8 et 1 femme sur 4 en souffrira au cours de leur existence. Dans la
mesure ou les femmes vivent plus longtemps, elles sont plus susceptibles d’en étre atteintes un jour.
Cette maladie a été signalée pour la premiere fois par le pathologiste

Alois Alzheimer en 1907 lors de 1’autopsie d’une femme morte de démence .il se caractérise par
I’apparition de Iésions bien particuliéres, qui envahissent progressivement le cerveau et détruisent
ses cellules, les neurones. Il s'agit d'un trouble neurologique caractérisé par une diminution
significative des niveaux hippocampiques et corticale du neurotransmetteur acétylcholine, la région
qui contréle la mémoire, sont les premiers touchés. Les facteurs de risque des maladies
cardiovasculaires (I’hypertension, 1’hypercholestérolémie, 1’obésité, le diabéte, etc....) semblent
également contribuer a son développement mais le vieillissement reste le principal facteur
d’Alzheimer[20].

1.1 Les symptomes de la maladie :

o Altération de la mémoire a court terme (événements, des heures ou des jours précédents,
etc.)

o Difficulté a exécuter lestaches familieres (fermer les portes a clé, prendre des
médicaments...)

e Nouveaux problémes d’expression orale ou écrite (trouver ses mots, discours moins
compréhensible...)

« Difficulté a suivre une conversation, un cheminement de pensée.
8
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o Perte graduelle du sens de I’orientation dans I’espace et dans le temps

o Troubles des gestes ou apraxie (a écrire, a utiliser des objets courants...)

« Difficulté a saisir les notions abstraites et a suivre un raisonnement

« Difficulté a reconnaitre les objets, les visages des proches (agnosie)

o Atteinte progressive de la mémoire a long terme (perte des souvenirs d’enfance et de 1’age
adulte)

e Changements d’humeur ou de comportement et de personnalité [21].

Alzheimer : les 10 signes ®

ALZHEIME!
t&@ Troubles de la mémoire @ Difficultés face aux notions abstraites

Difficultés a réaliser des gestes
@ et des actes de la vie courante Changements d’humeur

21 et de personnalité

- «». Modifications
@ comportementales
=, Troubles de |'orientation dans

@ le temps et I'espace

Des troubles du langage

@ Troubles des fonctions exécutives

=, Difficultés a reconnaitre les
@ objets ou les personnes

@ Jugement amoindri

Figure 03:Les symptdmes de la maladie
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1.2 Traitement d’Alzheimer :

La maladie d'Alzheimer (MA) se caractérise par la dégénérescence de la mémoire et des fonctions
cognitives, causée par une perte de neurones cholinergiques dans le cerveau. Le risque de
développer cette maladie augmente avec l'age [22]. Les traitements qui permettent de ralentir le
déclin des fonctions cognitives sont les suivants souhaitable, car la nature de la MA est progressive
[23]. La maladie est associée a une diminution des taux d'acétylcholine (ACh) dans la zone
synaptique du synaptique du cerveau [24]. Le r6le principal de I'enzyme acétylcholinestérase
(AChE) est de mettre fin a la transmission de l'influx nerveux au niveau des synapses

cholinergiques, par I'hydrolyse rapide de I'ACh [25].

Jusqu'a a ce jour, le traitement de la MA n'a toujours pas été identifié. Cependant, quelques
médicaments ont été développés pour soulager les symptomes de la maladie et ralentir sa
progression, améliorant ainsi la qualité de vie des patients. La progression de la maladie, améliorant
ainsi la qualité de vie des personnes concernées [26]. Le donépézil, la galanthamine et la
rivastigmine font partie des médicaments approuvés par les Etats-UnisFood and Drug
Administration (USFDA). La recherche de nouveaux composés principaux pour le traitement de la
maladie d'Alzheimer, et de nombreux chercheurs se sont intéressés aux sur les plantes comme
sources de médicaments potentiels.

Les plus grandes méthodes dans le traitement de la maladie d'Alzheimer se focalisent sur deux
aspects fondamentaux : traitement niveau des plaques séniles ou plaque amyloides, et traitement de
la transmission cholinergique [27].

La premiére méthode s’agit de lésions extracellulaires de la maladie Ces plaques correspondent a
l'accumulation d’un peptide anormal et neurotoxique de 42 acides aminés, le peptide béta-amyloide
Ce peptide, provient d'un mauvais clivage de la protéine APP (Amyloid Protein Precursor). Ceci
participerait a I'entrée massive de calcium dans le neurone et activerait la microglie (réaction
inflammatoire), ce qui entraine la mort du neurone par nécrose ou par apoptose. Donc il est
préalable de prevenir la formation de ce peptide ou au mois diminuer sa génération ou déposition.
De ce fait il est demandé de bloquer ou inhiber I’APP qui est responsable de la formation des AB
peptides

La deuxieme méthode utilisée pour traiter I’ Alzheimer est 'augmentation de I’acétylcholine dans le
cerveau en utilisant des inhibiteurs de ’AChE qu’est une enzyme qui hydrolyse I'ACh en acétate et
en choline dans le systeme nerveux central, mettant fin a la neurotransmission de I'ACh. L'effet

inhibiteur sur I'activité de I'AChE augmente I'ACh dans la fente synaptique avec une sur activation
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de la transmission cholinergique [28]. La perturbation de la neurotransmission cholinergique est
impliquée dans différentes fonctions cérébrales.

2 .Cholinestérase :

Les vertébrés possedent deux cholinestérases, I'acétylcholinestérase (AChE) et la
butyrylcholinestérase (BChE). Les cholinestérases catalysent une tres simple réaction sont des
enzymes catalysant 1’hydrolyse ester de la choline (acétylcholine, butyrylcholine) en choline et
acetate, cette réaction est nécessaire pour permettre aux récepteurs cholinergiques de revenir a leur
état de repos apres activation.

2.1 Butyrylcholinestérase (BuChE) :

La butyrylcholinestérase est une sérine hydrolase des esters de choline, dont la butyrylcholine, la
succinylcholine et I'acétylcholinel, dont I'acétylcholine. La butyrylcholinestérase a des propriétés
uniques propriétés enzymatiques et est largement distribué dans le systeme nerveux, ce qui indique
son possible implication dans la fonction neuronale comme le contrdle d’activités de
I’ Achetnonneuronales. Le contrdle de la réaction d’hydrolyse d’ACh par BuChE est prouvé par le
blocage de BUuChE qui conduit 1’¢élévation de la concentration de I’ACh dans le cerveau. Cette
enzyme pourrait remplacer une partie des fonctions de ’AChE en cas de son absence dans le
systéme cholinergique. Le taux de ce dernier est associer a la maladie d’Alzheimer tant qu’il est
plus élevé également les plaques néritiques et les dégenérescences neurofibrillaires sont nombreuses
(les caractéristiques neuropathologiques de la MA)[29].

BuChE a un résidu d'acide aminé sérine qui est essentiel pour son activité catalytique [30,31].
BuChE et AChE appartiennent & la fold-fold famille de protéines car elles contiennent une feuille 8
centrale qui est entourée d'hélices [32]. Cette structure est également trouvée dans d'autres
protéines, y compris les curseurs d'hormones telles que la thyroglobuline et les cellules molécules
d'adhésion telles que neuroligin [33]. Fonctionnellement, BuChE est connue pour catalyser
I'nydrolyse de I’acétylcholine [34, 35, 36,37], bien que moins efficacement que I’AChE. Il a
également été montré pour catalyser I'hnydrolyse d'autresdes esters tels que la cocaine, l'acide
acétylsalicylique et 1’héroine [38-39]. De plus, BUChE est important dans le nettoyage d'origine
naturelle (physostigmine) et synthétique anti cholinestérases (organophosphorées)1. Chaque sous-
unité catalytique de BuChE humaine & 574 résidus d'acides aminés, et la MUTAGENESE
DIRECTEE SUR SITE a été utilisée pour identifier les résidus d'acides aminés spécifiques qui sont
impliqués dans son activité catalytique et dans la liaison des inhibiteurs a I’enzyme [40-41]. BUuChE
contient une triade catalytique, composée de sérine 226, histidine 466 et acide glutamique 353 (les

chiffres correspondent aux Enzyme humaine).
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BChE se trouve au niveau plasmatique et dans d’autres tissus comme la fois, I’intestin, les
poumons, le cceur le cerveau les muscles. I montre une grande similarit¢ avec I’AChE,
particulierement a sa composition en acide aminés, sa structure tridimensionnelle et son site

catalytique.

)

)

T4

A 4

Figure 04:Site actif de la Butyrylcholinestérase (BuChE)

2.2 Acétylcholinestérase (AChE) :

L'acétylcholinestérase est une enzyme clé pour la neurotransmission qui entraine la destruction de
I'acétylcholine au niveau des synapses cholinergiques centrales et périphériques, Elle est présente
essentiellement au niveau des synapses dans le tissu nerveux et a la jonction neuromusculaire, dans
la substance grise, les poumons et la rate. Elle est aussi présente de fagon anormale dans le liquide
amniotique au cours du défaut de fermeture du tube neural. L’AChE joue un role essentiel pour
terminer l'activation des récepteurs dans les transmissions cholinergiques, intervenant dans les
terminaisons parasympathiques, les jonctions neuromusculaires et les synapses cholinergiques du
systéeme nerveux central ,Etant donné le réle de la diminution des concentrations cérébrales en
acétylcholine dans la physiopathologie des troubles cognitifs de la maladie d’Alzheimer, une des
cibles d’action est de restaurer une transmission cholinergique proche de la normale.
L’acétylcholine étant dégradée dans la fente synaptique par I’acétylcholinestérase, I’inhibition de
cette enzyme par des inhibiteurs sélectifs (les inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase) permet
d’augmenter la concentration synaptique en acétylcholine (figure 5). L’augmentation des
concentrations synaptiques en acétylcholine favorise son action sur ses récepteurs muscariniques et

nicotiniques qui tous les deux sont impliqgués dans la stimulation cognitive.
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Les agents cholinergiques ayant besoin de récepteurs cholinergiques post-synaptiques pour apporter
un bénéfice gréce a cette augmentation du signal en acétylcholine, ils pourraient étre principalement
efficaces aux stades précoces de la maladie d'Alzheimer, lorsque les cibles post-synaptiques sont
encore présentes [42 ,43 ,44 ,45].

choline
acétyl-CoA

+
inhibiteurs ; l ———
acétylcholine
o
VR <
N
choline
+

acétate

acétylcholine
estérase

récepteur récepteur
muscarinique Pnicotinique

Figure 05: Mécanismes d’action d’ACHE

2.2.1 Structure de PAChE :

L’AChE de torpedocalifornicaa été la premiere dont la structure primaire a été déterminée.[46]
Quelques années plus tard, la structure primaire de ’AChE humaine a aussi été caractérisée.[47]
Sussman et al. en 1991 ont été les premiers a caractériser par diffraction des RX la structure
tridimensionnelle de I’AChE de torpedocalifornica.[48]Les structures primaires des différentes
AChE sont trés proches : plus de 60% des résidus sont identiques entre 1’AChE de
torpedocalifornica et celle de mammiferes, et en particulier au niveau du site actif.[49]

Le monomeére de cette enzyme posséde une forme ellipsoidale, avec une dimension de45x60x65A °.
Les sous unités 543 résidus et constituee de 11 feuillet-p standards entourés de 15a-hélices, de
méme il est remarqué la présence de 3 courts standard feuillets-p qui ne sont pas reliés par des ponts
hydrogéne au niveau du cceur de D’enzyme [50] comme il est représenté dans la
figure 06 :
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Figure 06: structure 3D d’AChE

2.2.2 Le Site actif d’AChE :

Il constitue trois acides aminés essentiels de la triade catalytique d’AChE qui sont Glu 327, His440
et la Ser200, cette triade se trouve au fond d'une gorge étroite de 20 A qu’est alignée de 14 résidus
aromatiques.la gorge contienne Asp72 cet AA est localisé en bas et au bord tandis que Glu199 est
situé exactement a la base de cette cavité c’est le site anionique qui est le plus proche du
groupement triméthylamonium du substrat (ACh).

Les 14 résidus aromatiques (Tyr70, Trp84, Trpll4, Tyrl21, Tyrl30, Trp233, Trp279, Phe288,
Phe290, Phe330, Phe331, Tyr334, Trp432 et Tyr442)ont un rdéle important dans la stabilisation du
complexe et surtout les deux résidus Try84 et Phe330 qui stabilisent la choline au site d’interaction
de ’ammonium quaternaire du substrat. Ces deux acides aminés forment les principaux acides du
site anionique. Alors que les AA Trp279 et Tyr70 sont introduits comme des résidus du site
anionique périphérique (PAS) qui permet au ligand d’associer au site périphérique et d’empécher
I’acces du substrat dans la gorge, Ceci dit, la fonction catalytique de 1I’enzyme peut étre régulée de
facon allostérique par la liaison d’un ligand au niveau de ce site (PAS). Le blocage de ce dernier
permet de freiner la production des plaques amyloides, c’est la nouvelle stratégie pour traiter la MA
[51, 52, 53,54].

L’oxygene du groupement carbonyle du substrat est stabilisé¢ via des liaisons hydrogene avec la
fonction amide de chacun des résidus Gly118, Gly119 et Ala201.

L’AChE a un autre site c’est le site estérasique correspond au locus au niveau duquel la portion
acétyle de la molécule d’ACh se fixe et forme I’intermédiaire tétraédrique. L’ ACh est alors clivée,
libérant ainsi la choline et I’intermédiaire enzyme acylé. Ensuite a lieu la dé-acétylation, qui

régénére 1I’enzyme libre en libérant ’acétate [55].
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Figure 07 : Le Site actif d’AChE

2.2.3 Mode d’action d’ACHE :

Comme il est mentionné avant, la tiche de cette enzyme est I’hydrolyse du substrat 1’acétylcholine.
Cette hydrolyse s’effectue selon deux étapes : I’acylation et la dé-acylation.

Une fois l'acétylcholine stabilisée dans le site actif, 1’acylation est produit par la transformation
(transfere) du proton de la Ser200 vers la partie imidazole de la His440 en suit la Ser200 dé-protoné
attaque le substrat. Ce proton va ensuite étre capté par la choline qui quitte le site actif. Le complexe
acyl-enzyme tétraédrique obtenu est stabilisé par le trou oxyanionique. Une molécule d'eau
s'additionne alors sur ce complexe, et l'acide acétique est éliminé : c'est I'étape de dé-acylation

Les inhibiteurs du cholinestérase (donépézil, galanthamine, rivastigmine) sont prescrits dans les
formes légeres a modérément séveres de la maladie d’Alzheimer. Ils visent a restaurer une

concentration normale d’acétylcholine (un messager chimique du cerveau) dans les zones touchées

par la maladie [56,57].
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Figure 08 :Cycle catalytique de I’hydrolyse de I’Acétylcholine
3 .Les inhibiteurs de I’acétylcholinestérase (AChEIs) :

Les inhibiteurs de I'acétylcholinestérase sont des substances qui inactivent réversiblement ou
irréversiblement I'enzyme

3.1 Inhibiteurs pseudo-irréversibles :

Cette classe d’inhibiteurs incluse les composés ayant un groupement fonctionnel carbamate. Ils sont
carboxylates par la triade catalytique de I’AChE. La vitesse d’hydrolyse de ces complexes avec la
Ser200 est plus lente que celle du complexe ACh-AChE. Le premier

inhibiteur de cette classe qui a été étudié pour le traitement de la maladie d’ Alzheimer (AD) été la
physostigmine, mais du faite que cet inhibiteur posséde une courte duré de demi vie, il a été rejeté.
Afin de prouver son potentiel plusieurs analogues ont été étudiés. La Rivastigmine qui est un dérivé
de la Miotine est un autre inhibiteur pseudo-irréversible possédant le groupement carbamate est
moins potentiel que la physostigmine mais inhibe aussi la BChE. Ce dernier se caractérise par une
longue durée de demi-vie in vivo et par sa bonne protection neurale, ce qui lui a permis d’étre
accepté dans le traitement de la maladie d’ Alzheimer [58].

3.2 Inhibiteurs irréversibles :

Les organophosphorés sont inclus dans ce groupe. Un des représentatifs de ce groupe est le
metrifonate. Quoique son efficacité soit acceptable, son application comme médicament a été retirée
due aux problemes causés tels que affaiblissement musculaire et
probléme de respiration chez une restreinte proportion de patients.

3.3 Inhibiteurs analogues a I’état de transition :

Les Trifluorométhylcétones sont des inhibiteurs effectifs de ce groupe, possédant des interactions

réversibles avec la Ser200 du site actif de I’enzyme, formant un hémicétaltétraédrique comme état
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de transition [59]. En effet, parmi ces inhibiteurs, le m-(N, N, Ntriméthylamino)
trifluoroacétophenone est un inhibiteur potentiel, mais sa natureionique empéche sa capacité
d’affranchir la barriére de sang au niveau du cerveau [bloodbrainbarrier (BBB)], cependant des
dérivés plus lipophiliques et non-ioniques de ce ligand peuvent mieux fonctionner. L’un de ces
inhibiteurs est le zifrosilone (MDL-73745) qui réagit comme inhibiteur de cette famille.
3.4 Les inhibiteurs réversibles :
Au contraire des trois classes d’inhibiteurs décrites avant, les inhibiteurs réversibles interagissent
avec le site actif de I’enzyme et inhibent I’activité du substrat I’ACh. Dans ce groupe on distingue les
aminoacridines, N-benzylpipéridines et les alcaloides.
3.4.1 Les aminoacridines
Le plus potentiel de ce groupe est la Tacrine (Cognex), qui a été le premier inhibiteur approuvé par
la FDA en 1993. 1l a été le composé lead pour la synthése d’autres dérivés, comme le Valnacrine et
le Suronacrine qui ont montré une toxicité réduite [60].
3.4.2 Les N-Benzylpiperidines :
Donepezil (E2020) est le prototype de cette classe structurale qui a été le second médicament
approuveé par la FDA dans le but de traiter la maladie d’Alzheimer dans un stadeavancé. Il est
potentiel, une demis vie assez longue et il est sélectif pour I’AChE que la BChE.
TAK-147 est un autre dérivé de cette famille, qui posséde un potentielinferieur a celui du
Donepezil et il est toujours sous testes cliniques. D’autres dérives ont été introduites, ou la partie
indanone du Donepezil a été remplacée par des systemes hétérocycliques [61], tels que les N-
benzylpiperidinebenzisoxazoles. L’un de ces derniers est le Morpholino substitué.
3.4.3 Les alcaloides :
Galanthamine (Reminyl) est un alcaloide avec amine tertiaire, a été approuvé dansplusieurs pays
pour le traitement de la maladie d’ Alzheimer [62]. Plusieurs dérivés ont étésynthétisés et étudiés et
ont montré un potentiel plus fort que celui de la galanthamine, comme
P11012 et P11149 [63].
(-)-Huperzine est un autre alcaloide, isolé a partir d’une herbe médicinale
chinoise Huperziaserrata, et qui est un trés bon inhibiteur potentiel avec un degré de toxicité

trés bas. Il a été pris comme composé lead dans le design de plusieurs dériveés.
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Table : 01 : Les inhibiteurs d>’AChE

Tacrine (Cognex@) Inhibiteur sélectif, Le premier 1993 Davis et Powchik, 1995
Ny rapidement réversible.  médicament
spécifiquement
N commercialisé pour
4 le traitement des
. défcits cognitis de
la MA.
Donépézil (Aricept®) 5 Inhibiteur sélectif, L'un des 1996 Giacobini, 2000;
rapidement réversible,  médicaments les Takada-Takatori ef
\/@ protége les neurones de  plus utilisés pour le al., 2006
Yo N ratcontre |'apoptose  traitement des
induite par un stades précoces
°\ dysfonctionnement du  etlou modéré de la
glutamate, MA
Rivastigmine | Inhibiteur lentement ~ Traitement des 2000 Liang et Tang, 2004
(Exelon®) 0. N réversible de 'AChE et formes légéres a
ok dela BCHE modérées
0 de la MA.
" b
\
Galanthamine Inhibiteur sélectif, Traitement des 2001 Bai et al., 2000;
(Razadyne®), \ rapidement réversible.  formes légéres 4 Caramelli ef al., 2004;
Reminyl@) g Maodulateur de modérées Takada-Takatori et
0 i réceptewrs nicotiniques  de la MA. al., 2006
O hy, cholinergiques. Protége  Ameélioration de
les neurones de rat I"attention et de la
contre I"apoptose mémoire.
N- induite par un
/ dysfonctionnement du
glutamate.
Huperzine A Inhibiteur réversible, Effats En essais Bai et al., 20005 Zhang
puissant et sélectifavec  neuroprotecteurs  cliniques: phase et Tang, 2006
un index thérapeutique  multiples sur IV en Chine,
" mieux que la plusieurs sites phase Il aux
L physostigmine et la moléculaires états unies
O/ \||/ w ~,  tacrine, (transformation 4" Amérique.
’ N AP,
\ neurotoxicité
associée au Afl;
NGF; systémes de
neurotransmission).
Phenserine Inhibiteur puissant et Longue durée En essais Al-Jafari ef al., 1998;
sélective de I"AChE d’action. Réduction  clinique: phase  Greig ef al., 2000
de la fréquence de 1.
I dose. Diminution
@’ \“/ W\ de I'exposition aux
0 N médicaments du
\ CcOrps et minimise
la dépendance de
I"action du
médicament.
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4. Lepidium sativum :

Lepidium sativum appelé cressonn et teoucresson alénois est une plante annuelle appartenant a la
famille des Brassicales. Elle est développée en quelques mois une plante haute de 20 a 50 cm au
moment de la floraison. C’est une plante a la tige tendre et aux feuilles profondément découpées.
Ses fleurs sont blanches et petites a quatre pétales, son fruit est une petite graine rougeatre qui nait
dans une petite capsule. Les graines sont allongeées, ils ont une longueur de 2 a 3 cm et une couleur
brun rouge. Cresson alénois contienne beaucoup des bienfaits pour la santé tels que les vitamines
(A, K, C, B2, B6, B9) et des minéraux (cuivre, fer, magnésium, phosphore, potassium, manganese)
et Une source de calcium bio disponible le cresson est un véritable allié santé. On lui préte de
nombreuses vertus : prévention de certains cancers, santé oculaire, bien-étre digestif, etc. L’huile de
graines de Lepidium sativum a été examinée pour ses activités antimicrobiennes, antioxydants et

anti-inflammatoires
4.1 Classification systématique :

Régne: Plantae(plante)

Sous-regne: Tracheobionta(plante vasculaires)
Division: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Sous-classe : Dilleniidae

Ordre: Capparaes

Famille : Brassicaceae

Genre :Lepidium

Espéce : Lepidiumsativum

Figure09:Lepidium sativum

4.2 Méthode d’extraction d’huile de L. S :

Nous avons tamisé manuellement les graines et les bonnes sont sélectionnées et broyées a l'aide
d'un broyeur électrique. Huile de graines broyeées extraite a I'éther de pétrole (60-80 _C) pendant 12
h dans un appareil Soxhlet, selon une méthode décrite par AOCS. On séche ensuite I'huile obtenue
sur sulfate de sodium anhydre, et on la maintienta 4 _C.

L'analyse de I’huile a été réalisée en utilisant la chromatographie en phase gazeuse-spectrometrie de
masse et ses composants ont été identifiés a l'aide de la bibliotheque MS (NIST) [64, 65, 66, 67,
68,69]
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1. Matériel :
1.1 Un microordinateur :
1.2 Programmes et logiciels :

Autodock tools-1.5.6: http://mgltools.scripps.edul/.

Autodock vina_1 1 2:http://vina.scripps.edu/download.html/.

Chimera software-1.11:chimera-1.11.2-mac x11.dma/.

BIOVIA Discovery  Studio  Visualizer:  https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer

download.
PLIP: https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index.

1.3 Bases des données :

Protein Data Bank http :_http//www.pdb.org/

PubChem :https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/

2. Méthodes :

2.1 Préparation de la protéine (récepteur) :

Le fichier du récepteur utilisé par Autodock vina doit étre sous format (.pdb), en consultant la
banque de données PDB et en télécharger I’enzyme AChE dans notre cas au format pdb. Nous
avons choisissons le complexe 1EVE (la cible avec Donépezil) qu’il s’agit une structure
correctement definie avec une résolution de 2.50A°.

Avant le faire les calculs avec “vina” il faut séparer le récepteur de son ligand afin de 1’obtenir avec
un site actif libre. Ensuit en éliminant les molécules d’eau et rajoutant les hydrogenes dite polaires
avec “Chimera” apres en définissant les charges des atomes par I’intermédiaire du programme
“Autodock tools” qui attribue des charges de type “Kollman” et dans la dernicre étape en convertir

le format pdb a pdbqt ( format propre dans ADT).
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FigurelO: structure 3D d’AChE

2.2 Préparation des ligands :

Les ligands utilisées dans ce travail en consultant PubChem et en les télécharger dans une autre
étape en optimisant les molécules avec Chimera c’est une étape nécessaire et en les enregistrer sous
format pdb. Depuis en définissant les angles de torsion des les molécules par ADT et en

sauvegarder au format pdbqt.

Figurell: structure 2D d’E20 Figurel2: structure 2D d’a amyrin
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2.3 Grid BOX:

Pour réaliser une recherche conformationelle du ligand au sein du site actif de son récepteur , les

codes de Dock doivent étre définir cet espace ce qu’on dit “GRID BOX” , a partir du ligand

réference (E20) la Grid box définie par un volume de 18x18x18 A° et le centre de cette boite

déterminer par x = 2.005 y = 63.409 z = 67.059,la boite est alors centrée sur le ligand référence et

ses dimensions sont proportionnellement a la taille de tous les ligands étudies ces informations sont

ainsi enregistrer dans un fichier texte qui obligatoire pour lancer les calculs de docking la figure

suivante montrer la boite ou s’effectue I’amarrage :

N no output file selected

Output file: l Browse

Receptor: (#0.1) —
Ligand: (#0.1) —

]VReceptor search volume options

;

™ Resize search volume using button2 —

Center:[2.005  [63.409  [67.059

Size:[18 [18 |14

PReceptor options

P Ligand options
P Advanced options

P»Executable location

Apply | C|ose| Help!

Figurel3:Positionnement de laGrid Box dans le site actif d’AChE

L’¢étape suivante c’est I’exécution des instructions pour calculer 1’affinité entre les différents types

d’atomes de la protéine et le ligand.
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EX Administrateur : Invite de commandes | = | —5

:nUserss8DS INFONDesktopskrid-memoire~CALCULS DOCKING>»cd Molécule
:snUserss8DS INFONDesktopskrid-memoire~CALCULS DOCKING~Molécule>cd a—amyrin

SUserss5DS INFO\DEuktDp\kPld memo ire “CALCULS DOCKING“Molécule“a—amyrinXuina ——
onfig conf.txt —log log.pdhg
'ﬂﬂﬂﬂﬂﬂ#############ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ#############ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ##

If you wsed AutoDock Uina in your work, please cite:

0. Trott. A. J. Olson, #
AutoDock Uina: 1mpP001ng the speed and accuracy of docking it
with a new scoring function, efficient optimization and i
multithreading. Journal of Computational Chemistry 31 <2818> #
455-461 i
i
DOI 1A.1882/jcc -21334 #
i
#
#

Pleasze see http:-svina.scripps.edu for more information.
1 1 1 S I I T R R R T

[Fetting up the scoring function ... done.
Ainalyzing the hinding szite ... done.

zing random seed: 271692928

erforming search __.

E 28

--- done.

dist from hent mode
rmsd 1.h rmsd w.b.

affinity
Ckcal mol>

Figurel4: ’exécution des calculs de docking moléculaire
Ces résultats sont générer dans un fichier txt avec 1’extension pdbqt .ce fichier est contient les

coordonnées atomique des 10 meilleurs positions du ligans au sein de site actif de I’enzyme

(AChE), leur énergie et ses différents valeurs de RMSD.
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1. Résultats et discussion :

Notre démarche consiste d’abord de tester, dans un premier temps, la fiabilité du programme de
docking moléculaire "AutoDock vina" utilisé dans cette étude. Dans un deuxiéme temps, nous
sommes attachés a mieux comprendre les mécanismes d’interaction mis en jeu entre
I’acétylcholinestérase et I’inhibiteur connue Donepezil. Ensuite nous allons étudier le mécanisme
d’inhibition mis en place par I’ a-amyrin (a-amyrin) : un inhibiteur naturel

Dans une derniere partie, en nous appuyant sur les résultats précédents, nous avons tenté de

modéliser de nouveaux inhibiteurs pouvant inhiber plus fortement 1’acétylcholinestérase.

1.1. La simulation de docking moléculaire :
Afin de valider nos calculs et savoir si sont correctes d’une part et est-ce que le code utilisé est
fiable d’autre part, le re-docking de ligand référence E20 est une étape essentielle. Pour cela cette
étape nous aboutit aux résultats suivants :
1- La simulation de docking moléculaire a été validée parce que 1’énergie du complexe
protéine-ligand (E20 avec I’AChE) est égale -11.1 kcal/mol
2- Ce calcule valide aussi par le biais RMSD qu’il doit étre < 2A° et aprés le re-docking
RMSD =0.0 A°.
1.2. La superposition des ligands :
La figure suivante montre la validation de re-docking le ligand en couleur rouge c’est le cristallisé

par les rayons X et le ligand en couleur bleu c’est le résultat de re-docking

D

N g
\

Figure 15: validation de re-docking couleur rouge X-ray, couleur bleu résultat Dock.
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Figure 16: superposition de ligand E20.

On remarque que les résidus du site actif de la protéine et qui interagissent avec le ligand E20 sont
Tyr 334, Trp 84 et 279, Phe 330 et 331. Ces interactions sont présentées sur 1’image suivante :

Figure 17 : interactions entre E20 et AChE.
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Index Résidu JAVAY Distance Protéine
Atome
1 84A Trp 3.75 4273 641
2 330A Phe 3.86 4266 2568
3 331A Phe 3.57 4267 2582
4 334A Typ 3.77 4265 2605

Tableau 03 : II-stacking

index Résidu AA Distance offset

Angle

Stacking Ligand Atome

1 84A Trp | 3.87 1258 |065 |P 4273 ,4274,4275,4276,4277,4278

2 279A | Trp | 4.07 9.13 1.78 | P 4256 , 4257 , 4258 , 4259 , 4260

, 4261

Tableau 04 : II-cation interactions

Index | Résidu JAVAN Distance offset Protéine Ligand

group
tertamine | 4269

Ligand
Atome

charged
1 330A Phe 411 0.91 X

2. Analyse de docking moléeculaire :

Dans ce travail nous avons faire le docking de 12 molécules concernées au récepteurAChE humaine
ou leurs énergies de liaison ont été calculées. Lorsque I’énergie de liaison étant la plus faible
I’affinité du ligand pour cette cible étant plus élevée

Le tableau ci-dessous résume les valeurs des énergies des molécules par I’ AutoDock Vina :
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Tableau 05 : I’énergie de docking

Molécules SEES

(kcal/mol)
o -amyrin -11.2
E20(Donepezil) -11.1
B-amyrin -9.9
9, 12,15-octadecatrienoic -7.7
7, 10,13-Hexadecatrienoic acid, methyl ester -7.6
11-Octadecenoic acid, methyl ester -7.4
9-octadecenoic acidmethyl ester -7.3
7,10-Hexadecadienoic acid, methyl ester =7.2
9,12-octadecadienoic acid -7.1
11-eicosenoic acidmethyl ester -7.1
15-Tetracosenoic acid, methyl ester -7.1
Hexadecanoicacid -6.9

2. 1.Complexe AChE — a-amyrin :

Dans le but de développement et de trouver des nouveaux inhibiteurs plus efficaces de I’enzyme
acétylcholinestérase(AChE), et a partir le docking et 1’é¢tude de 12 ligand en remarquant que le

meilleur inhibiteur ¢’est I’ a-amyrin avec une énergie d’interaction = -11.2 kcal /mol, donc ce

complexe est le plus stable par 11 liaisons hydrophobique des résidus sont : Trp84, Trp279, Phe290,
Phe330, Phe331 et Tyr334, Tyr121. ( Voir figure 18)

Figurel8 : interaction de complexe AChE- a-amyrin
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2.1.1 Interactions hydrophobiques :

Tableau 06:les interactions hydrophobiques du complexe AChE-a-amyrin

Distance Ligand Protein

Atom Atom
1 84 TRP 3 4284 640
2 84 TRP 3,05 4279 646
3 84 TRP 3,91 4263 643
4 84 TRP 3,57 4278 648
5 121 TYR 3,65 4276 950
6 290 PHE 3,82 4264 2261
7 330 PHE 3,93 4271 2567
8 331 PHE 3,01 4264 2582
9 334 TYR 3,37 4277 2607
10 334 TYR 3,37 4275 2605
11 334 TYR 3,14 4282 2604

En observant qu’il y a des interactions hydrophobiques communes dans le complexe 1EVE et le
complexe formé avec a-amyrin. Ces acides aminés en commun sont Tyr334, Trp84, Phe330 et

Phe331. Les interactions observées sont a des distances entre 3 et 4A°.

Le Trp 84 est un acide aminé essentiel dans le mode d’inhibition de I’AChE qui est présent dans le
site anionique de la cible ne forme pas d’interactions avec I’homologue B-amyrin. Cette interaction
est observée aves les autres ligands dockés avec la cible. Et les interactions hydrophobiques
communes pour les autres ligands sont formées a partir des acides aminés Tyr334, Phe330 et
Phe331.

Sauf six ligands ont pu former des interactions de type liaisons hydrogéne. Ces molécules sont :

7,10-Hexadecadienoic acid, methyl ester (Tyr121, Ser122), 9,12-octadecadienoic acid (Ser200,
Gly118, Gly119), 9, 12,15-octadecatrienoic (Phe288, Arg289), 9-octadecenoic acidmethyl ester
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(Ser200), 11-eicosenoic acidmethyl ester (Tyrl121,Ser122), 15-Tetracosenoic acid, methyl ester
(Tyr121).

Il est a noter que dans la formation des liaisons hydrogénes trois acides aminés mentionnés en vert

qui sont potentiellement présents pour les ligands déja mentionnés plus haut.

L’acide aminé His 440 est le seul résidu qui est responsable de la formation des interactions de

type pont salin. Les molecules concernéés par cette interaction sont 9,12-octadecadienoic acid, 9-

octadecenoic acidmethyl ester, 15-Tetracosenoic acid, methyl ester,hexadecanoicacid.

Le tableau suivant résume les différentes interactions observées entre la cible AChE et les ligands

étudiés.

Tableau 07: Interactions entre les ligands et le récepteur

Molécules Ener( Interaction
Kcal/m
Hydrophobique Hydrogen bonds Salt
bridge

Trp Tyr Phe Leu Tyr | Ser Phe | Arg | Gly His

84 279 334 | 70 | 121 290| 330| 331| 282| 121 | 122] 200| 288 | 289 | 118 | 119 | 440
7,10,13- 76 | BE |- [HE |- |- |- |[BEEE |- |- - - - - - - -
Hexadecatrieng + ++
acid, methyl esf
7,10- -7.2 - -+ |+ - |- - - - -
Hexadecadieno = F P F i 0 E
acid, methyl esi i
9,12,15- -1.7 - |- - - {*F [ F - - -
octadecatrienoiy ++ [ F | Ht |- | F || FE|

++| +
9,12- -7.1 - |- - | |- - P l
octadecadienoif =+ |- |F |- |- |* |*HHF
acid ++ +
9-octadecenoic| -7.3 T - - - ]
acidmethyl este + + |+ |- | F | |
++

11-eicosenoic | -7.1 - - l* | * - |- - - - -
acidmethyl este =+ |+ | F + [ #+| F

+ |+ +

29



Chapitre04 : Résultats et discussions

11-Octadecenoi -7.4 - |- - - - - i - _

Behenicacid, |-7.0 -
methyl ester

acid, methyl est =R - |- F I =

15-Tetracoseno| -7.1 -l - - - - - - ]

acid, methyl est ] r - |- [ FE

a-amyrin -11.2 - - |- - - - - - - -
r - |B B BB

B-amyrin -9.9 - - - - - - - - -
++

hexadecanoicag -6.9 - - |- - |- - - - - l

#: interaction Hydrophobique +: interaction Hydrogéne [ : interaction Salt bridges
3. Complémentarité géométrique :

L’aspect clef-serrure est un aspect essentiel dans le phénomene de reconnaissance moléculaire.
Cette derniére est représentée d’une maniére qualitative par la complémentarité géométrique.

Sur les figures suivantes, nous présentons le mode d’incorporation et la complémentarité
géométrique du complexe a-amyrin et I’ AChE.
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Figurel9 : Incorporation a-amyrin_ACHE
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Figure20 : Complémentarité geométrique
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Conclusion

La modélisation par la technique du docking moléculaire nous permet d’élucider les interactions
proteine-ligand. Autodock vina, nous a permit de reproduire la conformation geometrique du

donepezyl et donc ce logiciel presente une fiabilité dans ce domaine de modélisation.

A partir de cette étude et les résultats de docking moléculaire des douze ligands, on distingue que

le meilleur est 1” a-amyrin avec une énergie de -11.2 Kcal /mol.

Les complexes 1EVE et AChE - a-amyrin  ayant des interactions hydrophobiques communes
sont Tyr334, Trp84, Phe330 et Phe331 a une distance entre 3et 4 A°.

On noté que I’acide aminé Trp84 est un résidu essentiel pour I’inhibition de I’AChE et il présent sur
le site anionique de I’enzyme par contre cette résidu forme des liaisons avec toutes ligands sauf la

B-amyrin il ne forme aucune interaction.

L’acide aminé His 440 est le seul résidu qui est responsable de la formation des interactions de

type pont salin pour quatre ligands parmi les douze.
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Annexe



7,10,13-Hexadecatrienoic acid, methyl ester

PHE
A:330

ASN
A85 L

TYR

VAL
A:71

A:70

B - “Q‘ﬂ A:130
/ AT2
!
m“
Wl w4 G
Tl -
~ Hydrophobic Interactions ==«-
Index  Residue Al Distance Ligand Atom Protein Atom
1 S4A TRP 339 4260 640
2 84A TRP 3862 4259 646
3 84A TRP 356 4269 641
4 330A PHE 376 4270 2572
5 330A PHE 364 4272 2570
6 330A PHE 3.51 4269 2571
7 330A PHE 365 4274 2568
8 331A PHE 373 4274 2582
9 334A TYR 397 4272 2608
10 334A TYR 368 4273 2606



e 7,10-Hexadecadienoic acid, methyl ester

ER
TYR
@ PHE A:334 PHE
) R A:330 A:331 FRe
- "._ &

Y
4L1 f NP

Interactions
I Conventional Hydrogen Bond [ pi-asst

~ Hydrophobic Interactions ==--

Index Residue Al Distance Ligand Atom Protein Atom
1 70A TYR 399 4274 534
2 S4A TRP 3865 4262 640
3 84A TRP 3865 4260 643
4 2T9A TRP 366 4272 2167
5 290A PHE 372 4271 2261
B 330A PHE 373 4267 2568
7 330A PHE 3.72 4257 2570
3 330A PHE 3.71 4259 2571
9 330A PHE 3.60 4256 2567
10 330A PHE 379 4258 2569
11 331A PHE 363 4270 2580
12 334A TYR 3865 4267 2608
13 334A TYR 373 4269 2605

v Hydrogen Bonds s

Index Residue AA Distance Distance Donor Protein 5Side Donor Acceptor
H-A D-A Angle donor? chain Atom Atom

1 121A TYR 2.70 3.04 102.33 +» v 952 4264
[03] [O2]
2 1227 SER 342 3.85 109.20 « v 958 4264

[03] [02]



e 912 15-octadecatrienoic

PHE
-
TRP

= Py .
Interactions
I Conventional Hydrogen Bond [ Pieako
~ Hydrophobic Interactions =---
I Index Residue A Distance Ligand Atom Protein Atom

1 848 TRF 3.65 4269 641
2 24n TRP 3.56 4271 543
3 121A TYR 3.89 4276 950
- 27945 TRF 3.80 4261 2167
5 290A PHE 3.77 4261 2261
6 2904 PHE 3.68 4276 2263
¥ 3304 PHE 3.75 4269 2572
a8 3304 PHE 3.60 4268 2570
9 3304 FHE 3.95 4270 2571
10 3304 PHE 3.66 4256 2568
11 331A FPHE 3.73 4276 2582
12 3314 PHE 393 4275 2583
13 3314 PHE 3.44 4258 2580
14 33448 TYR 3.73 42656 2606
15 3344 TYR 3.59 4258 2604

v Hydrogen Bonds s

Index Residue AA  Distance Distance Donor Protein Side Donor Acceptor
H-A D-A Angle donor? chain Atom Atom

1 288A PHE 245 302 11588 v x 2231 4264
[Nam] [02]

2 289A ARG 231 319 14768 v x 2242 4264
[Nam] [02]



e 9 12-octadecadienoic acid

ST e
i [
~ Hydrophobic Interactions ===
Index Residue vy Distance Ligand Atom Protein Atom
1 244 TRP 3.49 4269 540
2 B4A TRP 3.93 4273 546
3 244 TRP 357 4274 543
4 B4A TRP 374 4275 6549
5 290A, FHE 365 4262 2263
B 3304 FHE 372 4267 2570
T 3304 FHE 3756 4257 2568
8 3304 PHE 3864 4259 2567
9 331A FHE 337 4260 2583
10 3344 TYR 395 4257 2606

» Hydrogen Bonds =

Index Residue A8 Distance Distance Donor Protein Side Donor Acceptor

H-2 -2 Angle donor? chain Atom Atom

1 11848 GLY 257 3.18 120,70 *® 922 4264
[Nam] [O2]

2 11948 GLY 264 3.23 118.36 b4 926 4264
[Nam] [O2]

3 2004 SER 232 312 13962 - 1558 4264
[©3] [O2]

~ Salt Bridges

Index Residue A& Distance Protein positive? Ligand Group Ligand Atoms

1 4404 HIS 433 v Carboxylate — 4265, 4264



e 9-octadecenoic acidmethyl ester

5 X e &
/,_\ ) ) \ GLY <: GLY
A \,ﬁ\ <
by N/
TYR P:I:E @ o
g’f::::rwads - Pi-Sigma
- Conventional Hydrogen Bond |:] Pi-Alkyl
~ Hydrophobic Interactions ===-

Index Residue AA Distance Ligand Atom Protein Atom
1 704 TYR 3.74 4276 534
2 o448 TRF 3.69 4258 541
Zi 2794 TRP 3.63 4275 2167
4 2904 PHE 375 4272 2261
g 330A PHE 3.67 4256 2570
6 3304 PHE 3865 4258 2572
T 330A PHE 3.43 4268 2563
a8 3304 PHE 354 4260 2571
9 331A PHE 3.61 4271 2580
10 3314 PHE 353 4261 2583
11 3344 TYR 3.74 4267 2603
12 3344 TYR 3.66 4270 2604

v Hydrogen Bonds e

Index Residue AA Distance Distance Donor Protein Side Donor Acceptor
H-A D-A Angle donor? chain Atom Atom

1 200A SER 2.14 3.05 15559 v v 1558 4264
[O3] [02]

w Salt Bridges

Index Residue AA Distance Protein positive? Ligand Group Ligand Atoms

1 440A HIS 453 v Carboxylate 4265, 4264



e 11-eicosenoic acidmethyl ester

TRP
A

Interactions

L/\\/\//\ AR NN AN

GALY
S 7 > l-"
P
'o
.

ASP
pHE A
A

Flarm————
~ Hydrophaobic Interactions ===«

Index Residue AA Distance Ligand Atom Protein Atom

1 70A TYR 3.36 4266 b34

2 244 TRF 3.90 4274 640

3 B44 TRP 364 4272 643

4 244 TRF 3.70 4271 641

5 2794 TRF 3.60 4264 2165

6 2794 TRF 3.94 4260 2167

7 2904 PHE 3.58 4260 2261

8 330A FPHE 3.71 4269 2570

9 330A PHE 3.62 4270 2571

10 330A PHE 3.66 4256 2568

1 331A PHE 3.75 4256 2532

12 334A TYR 3.70 4267 2609

13 334A TYR 3.73 4257 2605

v Hydrogen Bonds ==

Index Residue AA Distance Distance Donor  Protein Side Donor  Acceptor

H-A D-A Angle donor? chain  Atom Atom
1 1214 YR 2.72 3.06 10279 v 952 4276 [02]
[03]
2 1224 SER 3.43 3.85 10842 v 963 4276 [02]

[O3]



e 11-Octadecenoic acid, methyl ester

v Hydrophobic Interactions ===-

PHE lt/w//

TYR
A:334

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond
P risioma

[ P

Index  Residue Al Distance Ligand Atom Frotein Atom
1 84A TRP 345 4262 640
2 844 TRP 3861 4260 646
3 84A TRP 3867 4256 641
4 84A TRP 382 4258 648
5 2794 TRP 367 4276 2167
6 290A PHE 374 4275 2261
7 330A PHE 355 4256 2571
8 330A PHE 346 4270 2568
9 330A PHE 382 4269 2567
10 330A PHE 361 4268 2569
11 331A PHE 3.74 4272 2580
12 331A PHE 366 4269 2582
13 334A TYR 379 4273 2604
14 3344 TYR 3.70 4271 2605



e 15-Tetracosenoic acid, methyl ester

 Hydrophobic Interactions =---

™
ar

Interactions
:] Carbon Hydrogen Bond

[ v

Index Residue FiVAN Distance Ligand Atom Protein Atom

1 TO0A TYR 3 .88 4282 534

2 a84A TRP 363 4270 640

2 844 TRP 3 53 4258 646

4 844 TRF 262 4262 543

5 844 TRFP 3.87 4260 548

& 27948 TRF 2.86 4281 2167

i 3304 PHE 3.55 4276 2568

a8 3304 PHE 3 54 4262 2571

9 331A PHE 3 66 4278 2580

10 3344 TYR 353 4275 2609

11 3344 TYR 3. .66 4275 2604

12 3344 TYR 2.60 4276 2606

~ Hydrogen Bonds =

Index Residue AA  Distance Distance Donor Protein Side Donor Acceptor
H-A D-A Angle donor? chain Atom  Atom

1 121A TYR 292 3.69 14017 « w 952 4267

[O3] [O2]

w Salt Bridges

Index Residue AA

Distance Protein positive? Ligand Group Ligand Atoms

1 4404 HIS 5§39

'

Carboxylate 4267, 4263



e a-amyrin

TYR
A:

PHE
W A:

HIS
LEU -
A:

TRP
A:
TRP
A:

PHE
A:

~ Hydrophobic Interactions =---

Index Residue Al Distance Ligand Atom Protein Atom
1 244 TRP 3.00 4284 640
2 B4A TRP 3.05 4279 546
3 244 TRP 39 4263 643
4 B4A TRP 3.57 4278 648
5 1214 TYR 3.65 4276 950
B 2904 PHE 3.82 4264 2261
7 330A PHE 393 4271 2567
a8 331A PHE 3.01 4264 2582
9 334A TYR 337 4277 2607
10 3344 TYR 3.37 4275 2605
1" 334A TYR 3.14 4282 2604



e Db-amyrin

PHE
A:330

poua [
] kvl

v Hydrophobic Interactions ==«

Index Residue AA Distance Ligand Atom Protein Atom

1 2T9A TRP 297 4275 2167

2 219A TRP 361 4261 2166

3 282A LEU  3.25 4282 2189

4 290A PHE  3.70 4267 2261

5 J31A PHE  3.39 4283 2080

] J34A YR 272 4272 2607

7 J34A YR 379 4285 2609



e Behenicacid, methyl ester

~ Hydrophobic Interactions ====

Interactions
- Conventional Hydrogen Bond

Al

av*
e

Index Residue FaVal Distance Ligand Atom Protein Atom
1 244 TRP 3.31 4274 640
2 S48 TRP 3.58 4272 646
3 244 TRFP 3.61 4256 541
4 244 TRP 3.95 4270 543
5 244 TRP 3.92 4269 643
] 2904 FHE 373 4265 2261
f 3304 FPHE 3.97 4258 2569
2 3304 PHE 3.56 4269 2571
9 3304 FHE 357 4260 2568
10 3314 FPHE 3.59 4259 2582
11 3344 TYR 3.60 4262 2607
12 3344 TYR 375 4268 2604
13 3344 TYR 3.76 4261 2605



e hexadecanoicacid

NP

PHE

& T & i
A334
O
v Hydrophobic Interactions =---

Index Residue Al Distance Ligand Atom Protein Atom
1 84A TRP  3.61 4268 643
2 84A TRP 393 4270 648
3 290A PHE 373 4265 2261
£ 330A PHE 371 4268 2571
5 330A PHE 3.76 4258 2568
6 330A PHE 3865 4266 2569
7 330A PHE 357 4257 2567
8 331A PHE 349 4257 2582
9 334A TYR 360 4261 2607
10 334A TYR 367 4260 2609
11 334A TYR 364 4259 2608
12 334A TYR 364 4258 2606



Abstract

Alzheimer's disease is a degenerative disease and a type of dementia that causes problems with

memory, thinking and behavior.

In this manuscript, we are focused on the treatment of Alzheimer's based on the inhibition of
acetylcholinesterase as an enzyme involved in the regulation of the transmission of nerve impulses
by ensuring the rapid hydrolysis of the acetylcholine. For this, the molecular docking technique was
applied to predict the mode of interactions between molecules from the plant Lipiduim Sativum and
AChE.

Of these molecules, only alpha amyrin exhibited interaction energy similar to the drug Aricept
(Donepezyl). This molecule is incorporated into the active site of the enzyme via hydrophobic

interactions. The amino acid His 440 was seen as the residue that formed the most interactions.

Keywords: Docking, Alzheimer's, Acetylcholinesterase, Alpha amyrin, Lipiduim Sativum,

Donepezil, Interactions Protein ligand.
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Résumé

La maladie d’Alzheimer est une maladie dégénérative et un type de démence qui provoque des
troubles de la mémoire, de la pensée et du comportement.

Dans ce manuscrit, nous sommes focalisés sur le traitement d’Alzheimer basé sur ’inhibition de
I’acétylcholinestérase en tant qu’est un enzyme impliquée sur la régulation de la transmission de
I’influx nerveux en assurant 1’hydrolyse rapide de I’acétylcholine. Pour cela, la technique du
docking moléculaire a été appliquée afin de prédire le mode d’interactions entre les molécules issue
de la plante Lipiduim Sativum et I’AChE.

Parmis ces molécules, seule la alpha amyrin a présenté une énergie d’interactions similaire au
médicament Aricept (Donepezyl). Cette molécule s’incorpore au sein du site actif de I’enzyme via
des interactions hydrophobiques. L acide aminé His 440 a été observé comme le résidu ayant formé

plus d’interactions.

Mots clés : Docking, Alzheimer, Acétylcholinestérase, Alpha amyrin, Lipiduim Sativum,

Donepezil, Interactions Protéine ligand.
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Résumé:

La maladie d’Alzheimer est une maladie dégénérative et un type de démence qui provoque des
troubles de la mémoire, de la pensée et du comportement.

Dans ce manuscrit, nous sommes focalisés sur le traitement d’Alzheimer basé sur I’inhibition de
I’acétylcholinestérase en tant qu’est un enzyme impliquée sur la régulation de la transmission
de ’influx nerveux en assurant I’hydrolyse rapide de I’acétylcholine. Pour cela, la technique du
docking moléculaire a été appliquée afin de prédire le mode d’interactions entre les molécules
issue de la plante Lipiduim Sativum et I’ AChE.

Parmis ces molécules, seule le alpha amyrin a présenté une énergie d’interactions similaire au
médicament Aricept (Donepezyl). Cette molécule s’incorpore au sein du site actif de I’enzyme
via des interactions hydrophobiques. L acide aminé His 440 a été observé comme le résidu ayant

formé plus d’interactions.

Mots clés : Docking, Alzheimer, Acétylcholinestérase, Alpha amyrin, Lipiduim Sativum,
Donepezyl , Interactions Protéine ligand.
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