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Introduction:

La recherche en biologie ne peut actuellement se passer que par des outils
informatiques pour traiter le flot de données produites et améliorer ses avancées. L’un de ces
outils est le criblage virtuel. Il consiste a prédire I'affinit¢é d’un trés grand nombre de
molécules (collectées en chimiothéques) pour le site actif ciblé afin d’aboutir a une liste tres
réduite de molécules présentant 1’activité souhaitée. Seules, ces molécules seront testées
expérimentalement pour valider la prédiction [1]. Etant plus facile a mettre en ceuvre et moins
coliteuse que les criblages expérimentaux, cette démarche est aujourd’hui couronnée de
succes en mettant sur le marché un bon nombre de médicaments, citons a titre d’exemple :
indinavir ; un inhibiteur puissant de protéases du VIH [2] et c€lécoxib inhibant sélectivement

la cyclo-oxygénase2 [3].

A T’heure actuelle, il existe un bon nombre de logiciels de criblage virtuel
(commerciaux ou libres) parmi lesquels: Glide [4], Gold [5], FlexX [6] et spécialement
Surflex [7]. Ce dernier, étant fréquemment servi pour la conception de nouveaux
médicaments, nous avons utilisé ce logiciel dans notre travail pour cribler virtuellement 21557
compos€s appartenant a la chimiothéque nationale francaise en vue de rechercher de
nouveaux inhibiteurs de I’ECA. Cette ¢éventuelle enzyme, fortement impliquée dans
I’Hypertension artérielle, joue un role capital dans I’homéostasie du systéme rénine-
angiotensine-aldostérone en catalysant la transformation de I’angiotensine I en angiotensine II
(un octapeptide qui augmente la pression artérielle d’une fagon significative). Les inhibiteurs
de L’enzyme de conversion de I'angiotensine(ECA) contribuent donc a la diminution du taux
de I’angiotensine II dans I’organisme, ce qui abaisse significativement la tension artérielle

chez les hypertendus.

L’objectif du présent travail est, dans un premier temps, de tester la fiabilit¢ du
programme Surflex en tragant la courbe d’enrichissement afin de juger la capacité de ce
programme a discriminer les molécules réellement actives sur I'ECA vis-a-vis des autres

molécules de la chimiothéque.

Cribler virtuellement une liste de 21557 composés issus de la chimiothéque nationale
francaise vis-a-vis de ’ECA en évaluant leur score. La visualisation des interactions ainsi que
le positionnement de ces composés dans la cavité étudiée nous permettra, dans un deuxiéme

temps, de sélectionner les meilleurs composés pouvons inhibé sélectivement ’ECA.




Introduction:

Enfin, l'application de la régle de Lipinski nous permettra de nous renseigner sur les
propriétés Absorption, Distribution, Métabolisme et Elimination (ADME) des composés

proposes.
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Le criblage virtuel




Chapitre 1: le criblage virtuel

1-Introduction :

Le développement d'un nouveau médicament est un processus complexe, long, trés
couteux et fortement encadré juridiquement a cause des risques de santé publique. En réalité,
seules les plus grandes entreprises de I’industrie pharmaceutique sont capables d’assurer le
développement d’un médicament de A a Z. Celui-ci est divisé en plusieurs phases dont
chacune nécessite la validation de la précédente pour pouvoir continuer. Ainsi, le temps
s'écoulant entre la premiere étape, correspondant au choix d'une cible thérapeutique adéquate
et pertinente, et la derniere €étape qu'est la mise sur le marché d'un médicament, est estimé

entre 12 et 14 ans avec un cott total entre 800 millions et 1 milliard de dollars [8].

Par le passé, I’activité (ou plutdt I’affinité) d’un trés grand nombre de composés est
systématiquement testée in vitro afin d’identifier des composés prometteurs qui serons par la
suite optimisés et testés in vivo ; c’est ce qu’on appelle le criblage a haut débit « HTS ». Cette
méthode, quasiment expérimentale, s’est rapidement trouvée confronter a de nombreux
problémes scientifiques, techniques, méthodologiques, financiers et organisationnels. Si I’on
teste expérimentalement un nombre de molécules assez grand sur une cible donnée, on finira
sans doute par trouver une molécule active sur cette cible, mais quand et a quel prix ? C’est a
ces deux questions que le développement de nouvelles approches telle que le criblage virtuel

¢tait nécessaire [9].

Le criblage virtuel est une nouvelle approche consistant a prédire I’affinité d’un trés
grand nombre de ligands (chimiothéque) pour le site actif d’une cible thérapeutique donnée.
Grace a cette stratégie, les compagnies pharmaceutiques peuvent aboutir plus rapidement a
des listes réduites de molécules présentant I’activité souhaitée (souvent entre 100 et 1000).
Seules, ces molécules seront testées expérimentalement pour valider la prédiction. Etant plus
facile et moins colteuse que les criblages expérimentaux, cette démarche s’est développée
pour devenir, de nos jours, un outil incontournable dans la recherche de nouvelles molécules

bioactives.

D'intéressants résultats ont été obtenus grace au criblage virtuel en identifiant de
nouvelles molécules tétes de série. Par exemple, un criblage virtuel de 350000 molécules sur
I’ADN gyrase, cible antibactérienne validée, a permis d’identifier parmi les 150 molécules

validées expérimentalement sept nouveaux squelettes chimiques. L’optimisation du meilleur

-
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d’entre eux a produit un inhibiteur 10 fois plus affin que la novobiocin, antibiotique ciblant
I’ADN gyrase. De méme, la recherche d’inhibiteurs de la caséine kinase 2, cible anti-
tumorale, par criblage virtuel de 400000 composés, a permis I’identification d’un composé

ayant une 1Cso de 80 nM. [10].

2-Les outils du criblage virtuel :

2- 1-Chimiothéque :

Le criblage virtuel consiste a tester in silico ’activité d’un trés grand nombre de
molécules vis-a-vis une cible donnée. Les compagnies pharmaceutiques ont donc dii créer des
collections pour organiser cette masse de données. Ces collections, pouvant contenir de
plusieurs dizaines a plusieurs millions de composés chimiques, sont aussi appelées

chimiotheéques.

Il existe a I’heure actuelle deux grands types de chimiothéques : les chimiothéques
réelles et les chimiothéques virtuelles. Les chimiotheques réelles sont souvent sous forme
de plaques de puits contenant chacun un produit différent. Ces plaques sont donc prétes a étre
testées. Les chimiothéques virtuelles qui nous intéressent dans le présent travail représentent
un ensemble d'informations plus ou moins organisées et hiérarchisées regroupant des données
concernant un ensemble de composés pouvant aller jusqu'a 2 millions. Dans ce type de
chimiothéques, les coordonnées de chaque composé sont enregistrées dans de fichiers avec les
formats SMI, SDF, MOL2 et PDB [9]. Parmi les chimiothéques virtuelles nous citons : La
chimiothéque Nationale Frangaise, la chimiothéque de [Iinstitut de curie, ZINC,

PubChem.. .etc.

2-1-1 Chimiothéque nationale Francaise:

La Chimiothéque nationale, coordonnée dans un groupement de service du CNRS, a
été créée en 2003 par une convention entre le CNRS et 17 organismes d’enseignement
supérieur de recherche. Cette chimiothéque a pour mission principale de regrouper les
collections de produits de synthese, de composés naturels et d’extraits naturels existants dans
les laboratoires publics frangais et d’en promouvoir la valorisation scientifique et industrielle.
En mars 2016, la chimiothéque nationale francaise répertoire plus que 63 000 molécules a

vendre en vrac ou en plaques [11].

g
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2-1-2 Zinc:

C’est une base de données contenant des composés disponibles a vendre appropriés
pour le criblage virtuel. Elle compte actuellement environ 35 millions de composés qui
peuvent étre achetés tout simplement. Gouvernée par le Laboratoire Shoichet dans le
département de chimie pharmaceutique a I'Université de Californie a San Francisco (UCSF),

cette base est accessible gratuitement pour I’ensemble des scientifiques [12].

2-1-3 PubChem :

PubChem est une banque de données américaine de molécules chimiques, elle
répertorie plusieurs millions de composés en mettant en ligne, gratuitement, pour chaque
substance une grande quantit¢ de données de divers ordres : chimique, biochimique,
pharmacologique, production, toxicologie, environnemental...etc. Cette chimiotheque
contient les structures chimiques de petites molécules ainsi que l'information sur leurs

activités biologiques [13].

2-2- La cible :

La structure tridimensionnelle de la protéine cible utilisée dans le présent travail
provient de la PDB ; (Protein Data Bank) c’est une collection mondiale de données sur la
structure tridimensionnelle de macromolécules biologiques : protéines, essentiellement, et
acides nucléiques. Ces structures sont par la quasi majorité résolues par cristallographie aux
rayons X. En Mai 2016, la PDB compte 118 280 structures dont la majorité sont des
protéines [14].

Il est important de signaler que certaines protéines ne sont pas encore disponible
dans cette banque de donnée et si cette derniere contient une protéine avec des séquences
similaires, il devient alors possible de construire la structure 3D la de la cible souhaitée, en

faisant appel a la modélisation par homologie.
2- 3-les programmes :

A présent, un bon nombre de programmes de criblage virtuel sont disponibles. Les
plus fréquemment utilisé sont: AutoDock Vina, Gold, Flex X, Glide et Surflex. Ce dernier
(utilisé dans le présent travail) repose sur I’ajustement de fragments en commencant par
construire un modele «en négatif» du site actif dit protomol. Ce modele est constitué par le

volume accessible du site et les points d’interaction tels que les sites de liaison hydrogene, les

]
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charges ou les sites lipophiles. Son algorithme est appelé¢ également de fragmentation
incrémentale car, dans un premier temps, la molécule est découpée en parties rigides et en
liaisons flexibles. Par la suite, les parties rigides sont positionnées en premier et le ligand est
reconstruit de proche en proche, explorant diverses conformations lors de la mise en place des

liaisons flexibles ce qui permet un criblage rapide de vastes librairies de composés [15].

3-Différents types de criblage :

Deux types d’approches de criblage virtuel sont connus. La premiére fait référence au
ligand et se nomme « ligand-based » et la deuxiéme se référe a la cible moléculaire et se

nomme « structure-based ».
3-1-Criblage virtuel « ligand-based » :

Cette démarche repose sur les connaissances acquises concernant des molécules de
référence interagissant avec la cible d’intérét biologique. Ces molécules peuvent étre utilisées
afin d’en dériver un pharmacophore (voir figure N°1) qui définit le minimum de
caractéristiques que doit posséder la molécule afin d’interagir avec le systéme biologique
d’intérét. Ici, le manipulateur détermine une relation de structure-activité quantitative (QSAR)
dans laquelle une corrélation entre les propriétés des molécules calculées et leur activité
biologique, expérimentalement déterminée, est établie. A leur tour, ces relations QSAR

peuvent €tre utilisées pour la prédiction de nouveaux analogues.

-
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Recherche conformationnelle

Détermination et représentation des points
pharmacophoriques de chaque ligand

Détermination de modeles de pharmacophore

Attribution de scores aux différents modeles
8l et choix du ou des meilleurs pharmacophores

Figure N°1: Principales étapes de I’¢lucidation d’un pharmacophore [8].

3- 2- le criblage virtuel < structure-based> :

En utilisant la structure de la cible biologique, la conception de molécules ayant une
grande affinité sélective a la cible se fait a 1’aide d’outils graphiques et de procédures de
calculs automatisés. Avec le développement des méthodes expérimentales (Cristallographie
aux Rayons X, spectroscopie RMN), la quantité d’informations des structures 3D des cibles
biomoléculaires connait elle aussi un grand essor. En méme temps, les informations relatives
aux propriétés des ligands sont en continuelle expansion. Tous ces développements se
répercutent positivement sur 1’évolution des approches « structure-based » de la conception

des médicaments. D’ou la division de ce type d’approche en deux :

a- La premicre catégorie s’intéresse a trouver un ligand pour une cible donnée dans une base
de données. Ce ligand de référence sert comme point de départ pour la recherche d’autres
structures similaire dans cette base de données afin de les cribler virtuellement en gardant
que ceux qui s’adaptent a la poche de liaison du récepteur. L’avantage de cette méthode
consiste en I’économie d’efforts de synthése dans la recherche de nouveaux « composés

de téte-série » (lead compound).
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b- La deuxiéme catégorie consiste, quant a elle, a cribler un grand nombre de ligands sans
tenir compte contraintes structurales dues a la poche de liaison. L’avantage de cette
méthode, qui connait de plus en plus d’engouement, réside dans la possibilité de concevoir

de molécules originales actives pour la cible en question [16].

Les approches de criblage virtuel « structure-based » et «ligand-based» peuvent
s’avérer complémentaires, et leur application nécessite 1’acces soit a la structure du récepteur,
soit a un ensemble d’inhibiteurs connus (voire figure N°2). Le choix de I’approche utilisée

dépend donc des données disponibles au démarrage du projet [8].

Structure 3D
dela
protéine

Méthodes Méthodes
« Ligand- « Structure-
based » based »

Reclhelrch_e’ Pharmaco- Pharmaco- RD-QSAR Design de T
| de similarité [ v phore phore novo

Figure N°2: disponibilité de la structure 3D et les approches du criblage virtuel

4-Evaluation du criblage virtuel :

Deux criteres sont étudies pour évaluer la performance d’un processus de criblage
virtuel: le premier critére consiste a juger la capacité de la méthode a retrouver le mode de
liaison correct du ligand (RMSD). Le deuxiéme critere fait état sur la capacité du programme

a discriminer les actifs des inactifs.

4-1-Le RMSD :

La prédiction du mode d'interaction consiste a déterminer I'emplacement correct du
ligand au sein de son récepteur. Cela nous amene a comprendre qu'un programme du docking
est aussi performant s'il est capable a reproduire le mieux possible des complexes

expérimentaux. Cette capacité est habituellement jugée au moyen de la déviation quadratique

@
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moyenne ou RMSD qui représente la moyenne des différences de positions du ligand simulée
par le programme vis-a-vis celle déterminée expérimentalement existant au niveau de la PDB.

Les résultats de simulation sont fiables si les valeurs du RMSD sont inférieures a 2 A [17,18].

Le RMSD peut étre calculé en appliquant la formule suivante [19] :

\/Z?_l(X?: —Y;)?

n

4- 2- Enrichissement :

Le deuxieme critere d'évaluation est la capacité d'une fonction de score a discriminer
les actifs des inactifs. C'est essentiel car le criblage in silico doit permettre de tester
expérimentalement certaines molécules (parmi celles ayant les meilleurs scores) et d'en laisser
d'autres de coté (les moins bien classées). Plusieurs banques d'évaluation ont été mises en
place pour évaluer ce critére. Celle la plus utilisée est connue sous le nom DUD-E (Directory
of Useful Decoys Enchanced) comprenant des molécules actives vis-a-vis de 102 protéines

dont ’ECA, objet de notre étude.

Apres un criblage virtuel d’une chimiothéque donnée, avec laquelle intégrée une
chimiothéque d’évaluation, il est possible de classer les composés selon leurs scores. A partir
de ces données, des courbes d’enrichissement (encore appelées courbes d’accumulation) sont
déduites, représentant le pourcentage de molécules biologiquement actives récupérées durant
le criblage en fonction de leur classement sur I’ensemble total des molécules criblées. Selon
les auteurs, un programme de criblage virtuel est aussi performant s’il est capable de bien
prédire les molécules actives en les classant dans les premiéres portions du classement. La
courbe d’enrichissement du modéle A représentées dans la figure N°3 montre que le
programme utilisé pour effectuer ce criblage est capable de distinguer les molécules actives
vis-a-vis des autres molécules de la chimiothéques en les sortant dans les premicres portions
du classement. Contrairement au modele B, dont I’allure de la courbe est bien au dessous du
random (ligne discontinue en noir). Le programme du criblage virtuel utilisé dans ce cas

classe les molécules actives dans les dernieres portions du classement [20].

-
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Figure N° 3: Exemples de courbes d’enrichissement de deux modéles [20].

5-Choix de la cible :

5-1 L’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) :

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés a I’Enzyme de Conversion de
I’ Angiotensine. Ce choix est dicté par son implication directe sur la maladie la plus répondue
en Algérie ; 'Hypertension Artérielle. En effet, TECA joue un role primordial dans la
régulation du systeme rénine-angiotensine en catalysant la formation de 1’ Angiotensine II (un
puissant vasoconstricteur) ce qui provoque a 1’élévation de la pression artérielle chez les
hypertendus. Ainsi, les inhibiteurs de I’ECA contribuent & la diminution du taux de
I’angiotensine II dans I’organisme, ce qui abaisse significativement la tension artérielle chez
les hypertendus [21].L’objectif principal du présent travail est de proposé de nouveaux

inhibiteurs de ’ECA en se servant du criblage virtuel.
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1- Matériel:

Dans notre travail, nous avons utilisé :

1. un micro-ordinateur.

[\9)

. Le systéme d’exploitation linux : ubuntu 14.04 [22].

3. Le programme Surflex-dock version 2.745: il s'agit d'un programme de docking
moléculaire comprenant deux parties ; I'une pour des études de similarité tridimensionnelle
des molécules, tandis que l'autre pour des études de docking qui nous intéresse dans le

présent travail. [23].

4. VMD v 1.9.1 [24] (visual molecular dynamics) utilisé d’un c6té pour I’alignement de
protéines et de I’autre c6té pour la visualisation moléculaire.

5. Le programme MSViewer v 4.2 [25] pour la visualisation des interactions Protéine-
Ligand.

6. Le programme Gnuplot 5.0.3 [26] utilisé pour tracer la courbe d’enrichissement.

7. Le programme Open Babel 2.0.2 [27] utilisé pour la conversion de fichiers de structures
chimiques.

8. 21557 molécules provenant de la chimiothéque nationale francaise [11].

9. 653 molécules actives sur ’ECA issues de la DUD-E [28].
2- Méthodes :
2-1 Choix et préparation du récepteur

La structure 3D de ’ECA humaine, qui nous intéresse dans le présent travail, est obtenue
via la banque de donnée Protein Data Bank(PDB). Cette derniere nous propose 8 structures
cristallographiques de ’ECA humaine avec une résolution inférieure a 2.5 A. Ces structures
portant les codes PDB: 4BZR, 2CAS, 1UZE, 2XY9, 1UZF, 3BKK, 3BKL et 2YDM ont les
résolutions respectives de : 1.84 A, 1.85 A, 1.89 A, 1.97 A, 2 A, 2.17 A, 2.18 A, 2.44 A. Etant
présentées sous forme homodimérique, la chaine B de chacune de ces structures a été supprimée
pour ne garder que la chaine A. Chacune de ces structures a été¢ séparée de son ligand afin

d’obtenir un récepteur avec un site actif libre tout en supprimant les molécules d’eau.
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Afin de sélectionner une structure de I'ECA ayant la cavité catalytique la plus ouverte, nous
avons aligné les dites structures a 1’aide du programme VMD. Comme le montre la figure N°4, il
existe une superposition entre les résidus de la cavité¢ d’une structure donnée et ceux des autres
structures. De ce fait, nous avons choisi parmi les 8 structures de ’ECA étudiées celle portant le

code 4BZR car présentant la meilleure résolution soit 1.84 A

Figure N°:4 Superposition des résidus de la cavité¢ de ’ECA des 8 structures PDB étudiées

2-2 Définition de la cavité :

A T'aide du programme VMD, nous avons pu définir les résidus de la cavité catalytique de
I’ECA en visualisant ceux entourant I’inhibiteur de référence (K26) du récepteur retenu (4BZR)
dans un périmétre de 6A. Ces résidus présentés en mode « SURF » dans la figure N°5 sont :
Asn277,GIn281 , Thr282 ,Asn285 ,His353 , Ala354 , Ser355 ,Ala356 ,Trp357,Asp358 ,Asp377
,Val379,Val380 , His383 ,Glu384 ,His387 ,phe391 ,His410 ,Glu411 ,Asp415 ,Asp453 ,Lys454
,Phe457 ,Lys511 , Phe512 ,His513 ,Ser516 ,Val518 ,Tyr520 ,Arg522 ,Tyr523 et Phe527. Par la
suite, nous avons préparé un fichier texte comprenant cette liste des résidus. Ce fichier est

indispensable pour la génération du protomol par surflex.
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Protéine 4bzr chaine A ‘

Site actif de I'ECA ‘

Inhibiteur K26 ‘

Figure N°S: représentation de la cavité du site actif de ’ECA (code 4BZR en complexe avec
I’inhibiteur K26) .

2-3 Préparation de la chimiothéque :

Dans le présent travail, nous avons utilis¢ 14307 molécules provenant de la chimiothéque
nationale frangaise [11].Ces molécules ont été préalablement préparées (a I’institut de curie) par
I’intermédiaire de «Ligprep» et «mmod search» de «SCHRODINGER» afin d’optimiser leur
géométrie tout en tenant compte des formes ionisées et les tautomeres de chaque composé. Par la
suite, nous avons intégré a cette chimiothéque une autre chimiothéque d’évaluation provenant de

la DUD-E et contenant 635 composés actifs sur 'ECA [28].Apres génération des tautomeres
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nous avons obtenu au total 22210 composés a cribler virtuellement sur la structure 4BZR en

utilisant le programme Surflex sous linux.

Etant donné le nombre trés élevé de molécules a tester, nous avons jugé utile de partager la
chimiothéque en plusieurs sous-chimiothéques dont chacune contient 50 molécules, ce qui
permet d’accélérer la vitesse de calcule. Au totale, nous avons préparé 444 sous-chimiothéques a

cribler virtuellement sur I'ECA.
2-4 Génération du protomol :

Le programme surflex utilise ’algorithme de Hammerhead modifi¢ pour réaliser le
docking semi-flexible des ligands dans le site actif d’une cible donnée [29].Dans un premier
temps, il génere une pseudo molécule idéal pour interagir avec le site de liaison étudi€,
communément appelé « protomol ». Pour cela, trois types de fragments (CH4, C=0O et N-H) sont
placés dans de multiples positions dans le site actif et optimisés pour permettre I’établissement
d’interactions avec le site de liaison étudié. Les fragments les mieux scorés son assemblés pour

former le protomol qui couvre I’intégralité du site actif (voir figure N°6).

Figure N°6 : Protomol généré pour 'ECA par extension de 6 A autour du ligand de référence
(code PDB: 4BZR).
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Dans notre travail, nous avons utilisé la chaine A du code 4BZR sous format mol2 ainsi que
la liste de résidus du site de liaison préalablement préparée afin de générer le protomol en

utilisant la commande suivante :

surflex-dock —proto_thresh 0.5 —proto_bloat 2 resproto liste residus.txt
protein.mol2 p1

2.5 Criblage virtuel :

Le criblage virtuel par surflex exige une chimiothéque, un protomol et une protéine sous
format mol2. Grace a la commande dock-list, il est possible de lancer les calculs de docking
moléculaire d’une liste de molécules a la fois vis-a-vis du méme site étudié. Cette liste peut
contenir une dizaine jusqu'a des milliers de molécules. Dans notre travail nous avons utilisé
plusieurs listes dont chacune contient 50 composés. Le criblage virtuel de ces molécules vis-a-vis
de la cible en question en tenant compte du protomol généré dans 1’étape précédente est réalisé

grace a la commande suivante :

surflex-dock -pgeomx +frag +soft box dock list list molécules.txt p1-protomol.mol2

protein.mol2

&
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Notre travail de master s’articule en trois parties. Nous avons tenté, dans une premicre
partie, de tester la performance du programme de criblage virtuel Surflex utilisé¢ dans ce
travail. Dans une deuxi¢me partie, nous avons criblé virtuellement 21557 molécules issues de
la chimiothéque nationale francaise envers I’ECA afin de faire ressortir les meilleurs

inhibiteurs dont la biodisponibilité sera vérifiée en appliquant la régle de Lipinski.

1 -Test de fiabilité du programme surflex:

Dans un fichier texte, il est possible d’établir un classement des molécules en fonction
de leur score suite au criblage virtuel effectué. Grace a ce fichier, nous pouvons juger la
performance du programme Surflex via le test par « enrichissement ». Ce test, étant parmi les
meilleurs moyens permettant de juger la fiabilité d’un programme de criblage virtuel, consiste
a tracer une courbe représentant le pourcentage de molécules réellement actives récupérées
durant le criblage en fonction de leur classement sur I’ensemble total des molécules criblées
(chimiothéque d’évaluation avec la chimiothéque de recherche). Selon Aurrault, un
programme de criblage virtuel est aussi fiable s’il est capable de discriminer les molécules
réellement actives sur la cible vis-a-vis des autres molécules de la chimiothéque en les sortant
dans les premicres portions du classement. De ce fait, I’allure de la courbe d’enrichissement
doit étre hyperbolique au dessus du random (f(x)=x) [20].La courbe d’enrichissement obtenue

dans notre travail a été tracée a I’aide du programme Gnuplot (voire figure N°7).
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Classement de 22210 molécules:

Figure N°:7 : courbe d'enrichissement représentant 22210 molécules.

<
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La figure N°7 montre que l’allure de la courbe d’enrichissement obtenue suite au
criblage virtuel (colorée en violet) et bien au dessus du random (coloré en vert), ce qui prouve
la capacité du programme surflex a discriminer les molécules réellement actives envers ’ECA
en les classant parmi les premiéres molécules sorties du criblage total et ce, conformément au
travaux d’Aurrult et al en 2007 [20].En se concentrant sur les 10 % premiéres molécules sorties du

criblage total, surflex est capable de sortir environ 200 molécules actives envers I’ECA parmi les 653

étudiées (voir figure N°8).

0.25

A ' ' ' surflex

f(x)

0.2 t

015

01
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»
»

Classement de 2221 molécules

Figure 8: courbe d'enrichissement représentant 10% de la chimiotheque total.

A la lumiére des résultats obtenus avec le test de fiabilité par enrichissement, nous
pouvons conclure que le programme Surflex est suffisamment performant pouvant étre utilisé avec

moins risque d’erreurs pour développer de nouveaux inhibiteurs de I’ECA.

2- Etude d'interactions ECA-composé actif (CHEMBIL.329801-1):

Afin de proposer de nouveaux inhibiteurs sélectifs et puissants envers ’ECA, il est
primordial d’étudier, dans un premier lieu, les mécanismes mis en jeu dans I’interaction du
meilleur inhibiteur réellement actif sur la cible. Le criblage virtuel de 653 composés issus de
la chimiotheque d’évaluation fait ressortir le compos¢ CHEMBL329801-1 comme meilleur

inhibiteur de ’ECA connu jusqu’a présent avec un score s’évaluant a 13.6739.
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La visualisation des interactions ainsi que le positionnement de ce composé au sein du site actif
de ’ECA a été réalisée a I’aide des programmes ViwerLite 4.2 et VMD. Comme le montre la figure
N°9, le compos¢ CHEMBL329801-1 établit 6 liaisons hydrogénes avec le site actif de 'ECA.
En effet, la fonction carboxylique du résidu Glu384 établit 2 liaisons hydrogenes avec les
azotes N°16 et 19 de I’inhibiteur, séparés par une distance de 1.83 et 2.21 A. De méme, le
résidu GIn281 s’engage avec son groupement amine par 2 liaisons hydrogénes avec les
oxygenes N°6 et 15 de I’inhibiteur, séparés par les distances respectives de 3.01 et 3.16 A Le
5%me pont hydrogéne est formé entre le groupement thiol N°29 de I’inhibiteur et I’oxygéne du
résidu Ala356 distantes de 2.23 A. La derniére liaison hydrogene fait intervenir I’hydroxyle
du résidu Tyr520 et 'oxygene N°15 de I'inhibiteur (distance = 3.14 Z\). Il est a noter que la
stabilit¢ du complexe ECA-CHEMBL329801-1 est également assurée par de nombreuses
interactions hydrophobiques précisément avec les résidus His410, Arg523, Phe527, Asp415
Glu411, His410, Ser355, Tyr523, Asp453.

Figure:9 interactions entre le compos¢ CHMBL329801-1 et le site actif de I'ECA.
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Figure N°10: positionnement du compos¢ CHEMBL329801-1 dans le site actif de I'ECA.

3-Etude d'interactions ECA-composés proposés:

Dans la perspective de proposer de nouveaux inhibiteurs de ’ECA, nous avons réalisé
un criblage virtuel d’une collection de 21557 molécules appartenant a la chimiotheque
nationale frangaise envers la cible en question. Ce criblage fait ressortir les composés présentés

dans le tableau N°1 comme nouveaux inhibiteurs théoriquement puissants envers ’ECA.

Tableau N°1: Résultats des meilleures molécules sorties du criblage virtuel.

Code de la molécule dans la chimiothéque: | Score:

15255-7 16.6655
15254-6 16.0620
11532-2 15.3860
2424 14.0912
15253-2 14.0205
12241-15 13.8682
CHEMBL329801-1 13.6739
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Afin de vérifier la sélectivité de ces molécules envers la cible étudiée, nous avons jugé
intéressant de visualiser leur positionnement et de comprendre les mécanismes mis en jeux
dans leur interaction envers le site actif de I’’ECA. Cette étude a été réalisée a I’aide des

programmes de visualisation moléculaire ViewLite et VMD.

3-1 Le complexe ECA-15255-7:

Avec un score s’évaluation a 16.6655, le composé 15255-7 se présente comme meilleur
inhibiteur résultant du criblage virtuel effectué. L’analyse visuelle montre que ce composé
inhibe sélectivement 'ECA en formant 6 liaisons hydrogenes dont deux font intervenir
I’azote N°15 de I’inhibiteur et les oxygenes de la fonction carboxylique du résidu Asp453,
séparés par les distances respectives de 1.97 et 2.42 A. De méme, deux autres liaisons
hydrogenes sont formées entre 1’azote N° 3 de I’inhibiteur et les oxygenes de la fonction
carboxylique du résidu Asp415, avec les distances de 2.22 et 2.13 A. Les deux derniéres
liaisons sont formées entre l'azote N°16 de l'inhibiteur et les oxygeénes de la fonction
carboxylique du résidu Glu411, distantes de 1.96 et 2.45 A. Tl est a noté que le complexe
ECA-15255-7 est stabilis¢é par des interactions hydrophobiques avec les résidus His387,
Ala354, His353, Lys454 et Thr282 du site actif de I'ECA. (Voir figure 11,12).

Figure N°11: interactions entre le composé 15255-7 et le site actif de 'ECA
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Figure N° 12: positionnement du composé 15255-7 dans le site actif de 'ECA.

3-2-Le complexe ECA-composé 15254-6:

Etant deuxieme molécule sortie du criblage virtuel avec un score de 16.062, le composé
15254-6 se présente comme inhibiteur théoriquement trés puissant envers 'ECA. L’analyse
visuelle révele la présence de 4 ponts hydrogenes ; les deux premiers sont formés entre 1’azote
N°16 de l'inhibiteur et les oxygenes de la fonction carboxylique du résidu Asp453, séparés par
les distances de 2.4 et 2.06 A. Quant aux deux autres ponts hydrogenes, ils sont formés entre
I’azote N°15 de I'inhibiteur et les oxygenes de la fonction carboxylique du résidu Glu384,
avec les distances de 2.06 et 2.46 A. Ce complexe est également stabilisé par des interactions
hydrophobiques entre I’inhibiteur et les résidus His387, His383, Asp415, Thr282, Asn277
,GIn281 et Lys454. (Voir Figure 13,14).

Figure N°13: interactions entre le composé 15254-6 et le site actif de 'ECA.
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Figure N°14: positionnement du compos¢ 15254-6 dans le site actif de I'ECA.

3-3 Le complexe ECA-composé 11532-2:

Le criblage réalisé par surflex fait ressortir le composé 11532-2 en troisiéme position
avec un score €gal a 15.3860. ce score se traduit par la présence de nombreuses interactions
hydrophobiques entre I’inhibiteur et les résidus Tyr520, Tyr523, Glu411, Ser355, Lys454,
Val320, Asp377, Thr282 et Ala354 du site actif de ’ECA. (Voir figure 15,16)

Figure N°135: interactions entre le composé 11532-2 et le site actif de 'ECA.
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Figure N°16: positionnement du composé 11532-2 dans le site actif de I'ECA.
3-4 Le complexe ECA-composé 2424:

Le composé 2424 est le quatrieme inhibiteur retenu dans ce travail avec un score de
14.0912. Grace a son azote N°10, ce composé forme 2 liaisons hydrogenes avec les oxygeénes
de la fonction carboxylique du résidu Glu 384, séparés par les distances de 2.08 et 2.4 A
faut également souligner I’intervention des résidus Val379, His513, Tyr520, Glu411, His387,
Asp415 et His383 dans la stabilité du complexe ECA-composé 2424 en permettant la formation de

nombreuses interactions de type hydrophobe (voir figure N°17.18).

Yo

GLU384

Figure N°17: interactions entre le composé 2424 dans le site actif de I'ECA.
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Figure N°18: positionnement du composé 2424 dans le site actif de 'ECA.
3-5 Le complexe ECA- composé 15253-2:

Le criblage réalisé par surflex fait ressortir le composé 15253-2 en cinquiéme position parmi les
21557 composés testés. Son score s’évaluant a 14.0205 résulte de la mise en place de deux
liaisons hydrogeénes entre 1’azote N°15 de I’inhibiteur et 1’azote du noyau imidazole de
His387 d’un coté et la fonction carboxylique du résidu Glu384 de l'autre coté séparés par les
distances respectives de 2.08 et 1.83 A. 1 est & noter que le complexe ECA-15253-2 est également
stabilisé grace a de nombreuses interactions de type hydrophobe faisant intervenir les résidus His410,

Asp413  His353, Thr282 et Lys454 du site actif de I'ECA. (Voir figure 19,20).

Figure N°19: interactions entre le composé 15253-2 et le site actif de I'ECA.
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Figure N°20: positionnement du composé 15253-2 dans le site actif de 'ECA.
3-6 Le complexe ECA-composé 12241-15:

Le criblage réalis¢ par surflex fait ressortir le composé 12241-15 en sixiéme position
avec un score ¢gal a 13.8682. L’analyse visuelle montre que ce composé n’établit aucune
liaison hydrogéne avec le site actif de I’ECA. Il est donc stable au sein de ce site grace au
interactions hydrophobiques formées avec les résidus His513, Phe512, Lys511, Tyr523
Phe527, Thr282, Asp377, Tyr520 et Val379 du site actif de I'ECA.(voir figure 21,22).
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Figure N°21: interactions entre le composé 12241-15 et le site actif de 'ECA
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Figure N°22: positionnement du composé 12241-15 dans le site actif de I'ECA.

4- Filtrage ADME:

I1 était trés important de compléter cette étude par I’application de la méthode de filtrage
ADME qui est basée sur la reégle de cing, énoncé en 1997 par Christopher Lipinski [30], afin
de nous renseigner sur les propriétés pharmacocinétiques (ADME) des molécules proposées
apres criblage virtuel. [31].Cette éventuelle régle repose sur les propriétés physico-chimiques

suivantes :

- Un poids moléculaire (PM) maximum de 500 dalton.

- Un maximum de 5 liaisons H-donneurs (DH) (OH ou NH).
- Un maximum de 10 liaisons H-accepteurs (AH) (O ou N).
- Nombre de liaisons retables ou flexibles (LF) < 15.

- Un coefficient de partage octanol / eau "log P" pour donner une idée sur la polarité¢ des

molécules, doit étre compris entre -2 et 5.

Selon cette régle un composé possede toutes les chances d'étre disponible oralement s’il

respecte au moins 3 de ces 5 critéres [32].Dans notre travail, nous avons appliqué cette régle sur
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les 6 molécules proposées en utilisant le serveur Molinspiration [33]. Les résultats obtenus sont

mentionnés dans le tableau N°2:

Tableau N° 2 : Critéres de la régle de Lipinski pour les inhibiteurs proposés.

PM AH DH LF Log P
15255-7 666.96 6 4 13 3.78
15254-6 638.9 6 4 11 3.24
11532-2 565.07 2 2 36 10.22
2424 326.61 2 2 20 7.57
115253-2 584.81 6 4 12 2.44
12241-15 631.11 12 1 14 3.92
CHEMBL  556.68 10 5 13 -0.68

329801-1

A Tissu de ce test, les composés 15255-7, 15254-6, 2424, 15253-2 et 12241-15 peuvent
étre proposés comme ¢€tant de nouveaux inhibiteurs théoriques de ’ECA, pouvant é&tre
administrés par voie orale, ce conformément a la régle de Lipinski. Cependant, le composé

11532-2 n’est pas considéré comme candidat potentiel car ne validant pas cette régle.
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Résumé:

Résumé:

Dans le cadre de concevoir de nouveaux inhibiteurs de I'ECA, une nouvelle technique
informatique a été envisagée: c'est le criblage virtuel. Cette approche permet de simuler les
interactions entre une protéine et des milliers de candidats moléculaires. Dans notre travail,
nous avons utilisé le programme surflex afin de chercher de nouveaux inhibiteurs de I'ECA,
cible thérapeutique impliquée dans 'HTA. En effet, une collection de 21557 molécules issues
de la chimiothéque national frangaise a été testée envers le site actif de 'ECA. A l'issu de ce
criblage, les composés 15255-7, 15254-6, 2424, 15253-2, 12241-15 ayant les meilleurs scores
sont de nouveaux inhibiteurs théoriquement plus sélectifs et affins envers 'ECA. L'application
de la regle de Lipinski nous renseigne de maniere positive sur les propriétés physico-

chimiques de ces nouvelles molécules.

Mots clés: Surflex, criblage virtuel, ECA, inhibiteur, score.



Résumé:

Abstract:

During the course of designing new inhibitors of the ECA, a data-processing novel
process was considered: it is the virtual sifting, this approach makes it possible to simulate the
interactions between a protein and thousands candidates of molecules. In our work, we used
the program surflex in order to seek new inhibitors of the ECA, target therapeutic implied in
the HTA. Indeed, a collection of 21557 molecules comes from the national French
chimiotheque was tested towards the active site of the ECA, has the exit of this sifting,
compounds 15255-7, 15254-6, 2424,15253-2 and 12241-15 having the best scores are new
inhibitors theoretically more selective and closely connected towards the ECA. The
application of the rule of Lipinski informs us in a positive way about the physicochemical

properties of these new molecules.

Keywords: Surflex, virtual sifting, ECA, inhibitor, score.
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Résumé:

Dans le cadre de concevoir de nouveaux inhibiteurs de I'ECA, une nouvelle technique
informatique a été envisagée: c'est le criblage virtuel. Cette approche permet de simuler les interactions
entre une protéine et des milliers de candidats moléculaires. Dans notre travail, nous avons utilisé le
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