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Introduction :

Le processus de découverte d’un médicament est long et onéreux. Entre 12 et 15 ans et
pres d’un milliard de dollars sont nécessaires pour la conception et la mise sur le marché d’un

médicament.

Actuellement les méthodes virtuelles capables de prédire 1’affinité de produits sont de
plus en plus utilisées. En effet, un certain nombre de médicaments mis sur le marché
proviennent d’une conception rationnelle basée sur des stratégies de criblage virtuel. Citons a
titre d’exemple :

- le célécoxib qui est un inhibiteursélectif de la COX-2 jouant un role dans la réduction
des risques de cancer du pancréas [1-2].

- L’indinavir qui un puissant inhibiteur des protéases du VIH.

L’avantage majeur de ces méthodes est d’aider a la prédiction de molécules en un temps
limité et surtout parfois sans avoir a synthétiser les composés lorsque ceux-ci proviennent de

chimiotheques commerciales.

Le docking moléculaire est I’outil par excellence pour réaliser un criblage virtuel. Dans
notre travail nous tenterons d’appliquer cette méthode a I’étude de I'une des enzymes clés du
métabolisme des champignons pathogénes pour I’homme. On estime actuellement que les
infections fongiques représentent 5 a 10 % des pathologies infecticuses dans les pays
développés. L’absence de traitement efficace avec souvent des effets indésirables représente
une cause majeure de morbidité et de mortalité et constitue donc un véritable probléme de
santé publique auquel nous tenterons d’apporter notre modeste contribution par une étude
théorique de I’inhibition de I’enzyme Lanosterol 14 alpha-déméthylase en recherchant des
molécules biologiquement plus actives par les méthodes de simulation par docking

moléculaire.

Le premier objectif de notre travail consiste d’abord a vérifier la performance du
programme de docking moléculaire surflex, en utilisant le test RMSD (root mean square
deviation) que nous appliquerons a 100 complexes enzyme-inhibiteurs pris de manicre

aléatoire de la PDB (Protein Data Bank).

Notre deuxieme objectif consiste a rechercher le ou les meilleurs composés similaires issus de
la PubChem, en utilisant comme structure de départ le meilleur inhibiteur de la Lanostérol 14

alpha-déméthylase existant dans la PDB.



Le présent travail est structuré en deux grandes parties :

La premiére partie composée de trois chapitres est dédiée a 1’étude bibliographique sur, les
maladies fongiques, la cible thérapeutique choisie dans ce travail a savoir 1’enzyme
Lanosterol 14 alpha-déméhylase (structure, rodle, localisation) et enfin I’outil docking
moléculaire, qui représente une nouvelle approche de découverte in silico des inhibiteurs

d’une cible d’intérét thérapeutique donnée.

Dans la deuxiéme partie qui regroupe deux chapitres, on retrouvera d’abord la partie matériel
et méthodes permettant d’évaluer le score d’affinit¢é des molécules sélectionnées dans ce
travail mais surtout d’¢lucider les mécanismes d’interaction mis en jeu entre un ligand et son

récepteur. Enfin le deuxiéme chapitre sera consacré aux résultats et discussion.

Une conclusion générale avec des perspectives cloturera ce travail.



Chapitre 1

Les Maladies Fongiques

1. Généralités sur I’agent pathogéne

Les champignons microscopiques appartiennent au régne fongique et forment un groupe
de plus de 1 200 000 espéces connues dont une centaine d’espeéces sont responsables de
pathologies humaines.

Les levures sont des organismes eucaryotes unicellulaires sans chlorophylle, pigment
assimilateur retrouvé chez les plantes. Elles sont médicalement représentées par les genres
Candida, Cryptococcus, Malassezia, Saccharomyces, Geotrichum et Trichosporon.

D*“un point de vue cellulaire, elles possedent un noyau entouré d’une membrane nucléaire, un
réticulum endoplasmique et des mitochondries.

La membrane fongique est riche en lipides dont 1’ergostérol, et la paroi est composée de
protéines, de phospholipide, de chitine, et de sucres dont les principaux sont les mannanes et

les glucanes. (Figure 1)
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Figure N° 1 : Les différents constituants de la paroi fongique
(Source: Diamond R., Atlas of fungal Infections, Ed.1999)



Ces levures sont hétérotrophes, c'est-a-dire qu’elles nécessitent une source de carbone
provenant de matiéres organiques en décomposition ou du parasitisme pour se développer et
survivre. La nutrition des levures par absorption est assurée par un réseau de filaments (thalle
ou mycélium). La morphologie de ce thalle reproducteur est a I’origine de la classification des
champignons microscopiques. En effet, la formation de spores sexuées [3].

Concernant le genre Candida : Les levures du genre Candida apparaissent
macroscopiquement sous forme de colonies blanches a crémeuses de 1 a 3 mm. Suivant
1“espéce en question, leur texture peut étre pateuse, lisse, brillante, seche, ridée ou terne.

Les caractéres microscopiques différent grandement selon I’espéce. Toutes produisent des
blastoconidies, rondes ou allongées, et la plupart des pseudo-hyphes qui peuvent étre longs,
incurvés ou ramifiés. Certaines especes présentent des formes de résistances appelées

chlamydospores.

2. Les différentes infections cliniques
Le spectre des infections causées par les especes du genre Candida est large et peut se
diviser en 2 catégories : les pathologies superficielles (cutanéo-muqueuses) et les pathologies

systémiques (candidémies et candidoses invasives) (tableau 1).

Tableau N° 1 : Descriptif des infections causées par Candida sp.
(Source: Eggimann, Lancet. 2003)

les infections profondes les infections superficielles
Candidémie Endophtalmie Candidose cutanée
Infection sur dispositif Ostéomyélite Candidose oropharyngée

implantable

Thrombophlébite suppurée Spondylodiscite Candidose oesophagienne

Arthrite M¢éningite Vaginite

Candidose Cystite/pyélonéphrite

pulmonaire/hépatosplénique

Trachéite/bronchite




3. Physiopathologie

La fréquence des infections par les champignons s’est considérablement accrue au cours
des derniéres décennies, en particulier du fait de 1’évolution continue des pratiques médico-
chirurgicales. Cette évolution des pratiques est paradoxalement associée a une augmentation
de facteurs de risque d’infections opportunistes, de par leur caractére invasif : interventions
chirurgicales, poses de cathéters ou de prothéses, traitements immunosuppresseurs,
chimiothérapies anticancéreuses ou antibiothérapies a large spectre. Des facteurs
physiopathologiques et environnementaux contribuent également a la survenue d’infections
fongiques : ages extrémes, pathologies du systéme immunitaire, infections préexistantes,
cancers, pathologies hématologiques, dénutrition ou encore travaux de rénovation des
infrastructures hospitalieres. Les infections fongiques sont de ce fait majoritairement des
infections opportunistes, consécutives a un ou plusieurs de ces facteurs de risque.

Parmi les agents pathogeénes les plus fréquents, on retrouve des levures (Candida,

Cryptococcus, etc) et des champignons filamenteux (Aspergillus, Mucorales, etc) (figure 2).

Figure 2 : Aspergillus fumigatus

Les levures appartiennent a la flore normale endogeéne des muqueuses du tractus gastro-
intestinal et génital, en portage transitoire ou permanent chez 40 a 50% des Hommes [4]. Ce
portage devient colonisation si certains facteurs de risques sont présents (principalement
antibiothérapie et immunodépression). L’origine des candidémies ou des candidoses invasives

peut étre exogene (transmission a partir du milieu extérieur, principalement par une effraction



cutanée) ou endogene (a partir d’un foyer profond principalement digestif, puis dissémination
hématogene) (figure 3). Dans I’immense majorité des cas, la souche colonisante devient la

souche infectante.

I i M s S LA Erciagaereciis S o e

- - T O e OO FosEr ital Sasd s s
- F—1 -2 s 0w Wl aticerns-ddayr=

A= T e ECEHTE T =rdrmis=wns
=B D T e ST e W TR ol s

OE=

Figure 3 : Physiopathologie des candidémies (Source: Eggimann. Lancet. 2003)
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4. Fateurs prédisposant a I’infection candidosique

Les candidoses sont des maladies opportunistes profitant de la déstabilisation du fragile
¢quilibre installé¢ entre le parasite et 1’hdte pour se disséminer. En cela, certains facteurs,
propres ou étrangers a 1’hote, favorisent le développement de la forme invasive.

4.1 Les facteurs intrinseques

Le facteur de risque principal est la colonisation [S]. L antibiothérapie large spectre est un
facteur favorisant cette colonisation [6]. Certains auteurs ont mis en place des scores cliniques
de colonisation prédictifs d’atteinte candidosique invasive [7-8]. Le principal et le plus
historique est I’index de colonisation de Pittet [5]. Ces différents scores de colonisation sont

intéressants de par leur bonne valeur prédictive négative [9]. Les facteurs favorisants sont :

- Neutropénie/immunodépression
- Hémopathie maligne/cancer

- Insuffisance rénale

- Age extréme

- Faible poids a la naissance



4.2 Les facteurs extrinséques
Les facteurs extrinseques sont aussi nombreux, parmi lesquels on retrouve :
- Chirurgie (digestive principalement)
- latrogénes : antibiotiques, prophylaxie par antifongiques, corticostéroides, chimiothérapie
- Epuration extra-rénale
- Dispositifs implantables ou matériels
- Ventilation mécanique
- Nutrition parentérale
- Durée d’hospitalisation
La majorité des patients de réanimation présentent ces facteurs de risque et sont donc a risque

d’infection fongique invasive.

5. Traitement et prévention

5.1 Les moyens thérapeutiques disponibles

Les antifongiques sont des molécules capables de détruire spécifiquement les différents
champignons impliqués en mycologie médicale, ou au moins de réduire leur prolifération.
Contrairement au grand nombre d’antibiotiques et malgré d’importants progres, la quantité
d’antifongiques disponibles reste limitée a un petit nombre de produits. En effet, il n’existe a
ce jour que quatre classes d’antifongiques : les polyenes, les dérivés pyrimidiques, les dérivés

azolés et les échinocandines, et celles-ci connaissent des facteurs limitant leur utilisation.

5.2 Les cibles cellulaires des antifongiques

L’ergostérol membranaire : la membrane plasmique de la levure est constituée d’une
bicouche lipidique incrustée de protéines. Cette membrane joue le role de barriere entre le
microorganisme et 1’extérieur, tout en permettant les échanges. L’ergostérol est un constituant
essentiel nécessaire au maintien de la structure. L’activité fongique des dérivés azolés repose
sur I’inhibition de la synthése de I’ergostérol, empéchant la constitution d’une membrane
plasmique fonctionnelle. Les polyenes, tels que I’Amphotericine B (AmB), quant a eux,
interagissent directement avec ce constituant membranaire. Cette interaction forme des pores

perméables dans la membrane de la levure.



Chapitre 2

L’enzyme lanostérol 14a-déméthylase et ses inhibiteurs

1. La lanostérol 14 a-déméthylase (CYP51A1)

C’est une enzyme du cytochrome P450 impliquée dans la conversion du lanostérol en 4,4-
diméthylcholesta-8  (9), 14,24-triéne-3f3-ol [10]. Les isoenzymes du ~ cytochrome
P450 constituent un groupe de protéines conservées qui jouent un rdéle clé dans le
métabolisme des substances organiques et la biosynthése d’importants stéroides, lipides et
vitamines chez les eucaryotes [11]. En tant que membre de cette famille, la lanostérol 14a-
déméthylase est responsable d’une étape essentielle de la biosynthése des stérols. En
particulier, cette protéine catalyse I'¢limination du groupe C-14a- méthyle du lanostérol [11].
Cette ¢tape de déméthylation est considérée comme le premier point de controle de la
transformation du lanostérol en d’autres stérols largement utilisés dans la cellule fongique
[11].

Bien que la lanostérol 14 a-déméthylase soit présente dans une grande variété d’organismes,
cette enzyme est étudiée principalement dans le contexte des champignons , ou elle joue un
role essentiel dans la médiation de la perméabilité membranaire. [12] Chez les champignons ,
le CYPSI catalyse la déméthylation du lanostérol pour créer un précurseur important qui est
finalement converti en ergostérol . [11] Ce stéroide fait ensuite son chemin dans la cellule ou
il modifie la perméabilité et la rigidité des membranes plasmiques de la méme maniére que le
cholestérol chez les animaux. [13] L'ergostérol constituant un composant fondamental des
membranes fongiques, de nombreux médicaments antifongiques ont été mis au point pour

inhiber l'activité de la 14 a-déméthylase et empécher la production de ce composé clé. [13]

2. Structure enzymatique

Bien que la structure de la 14 oa-déméthylase puisse varier considérablement d'un
organisme a l'autre, l'analyse de I' alignement des séquences révele qu'il existe six régions
dans la protéine qui sont hautement conservées chez les eucaryotes [14]. Ceux-ci
comprennent les résidus dans 1'hélice B ', 1a boucle B' / C, I'hélice C, 1'hélice I, la boucle K /
B1-4 et le brin B 1-4 responsables de la formation de la surface de la cavité¢ de liaison du
substrat. . Les modeles d'homologie révelent que les substrats migrent de la surface de la
protéine vers le site actif enfoui de I'enzyme par un canal formé en partie par I' hélice alphaA

‘et la boucle B4 [15,16]. Enfin, le site actif contient un groupe prosthétique hémique dans
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lequel le fer est attaché a un ligand thiolate sur un résidu de cystéine conservé. Ce groupe se
lie également a l'oxygéne diatomique au sixieme site de coordination, qui est finalement

incorporé au substrat (figure 5).

Figure 4 : structure de La lanostérol 14 a-déméthylase

3. Les inhibiteurs du CYP51

En tant que sujet intéressant pour les études fondamentales sur le P450, le CYP51 revét
¢galement une grande importance pratique en tant que cible médicamenteuse. L'inhibition de
l'activité de la stérol-14a-déméthylase bloque la biosynthése des stérols, qui est mortelle chez
les organismes unicellulaires, influence la croissance et les processus de développement chez
les plantes et réduit la production de cholestérol endogéne chez les animaux. Bien que les
inhibiteurs du CYP51 fassent l'objet d'études approfondies en tant qu'herbicides et
médicaments hypocholestérolémiants, ils sont le plus largement utilisés en tant que fongicides
pour traiter les mycoses humaines (antifongiques cliniques) et prévenir les infections
alimentaires (antifongiques agricoles). La demande en inhibiteurs du CYP51 augmente
constamment en raison de la résistance aux médicaments, de 1’augmentation mondiale de

I’incidence des infections fongiques opportunistes en raison du nombre croissant d’hotes



immunodéprimés (infections par le VIH, chimiothérapie anticancéreuse, greffe d’organes et
de moelle osseuse) et de patients des infections telles que la tuberculose, etc.

Les azoles (imidazoles et triazoles) sont les inhibiteurs du CYP51 les plus largement connus.
Les antifongiques azolés sont des substances synthétiques ayant un noyau azolé contenant soit

deux soit trois atomes d’azote, imidazole et triazole respectivement (Figure 4).
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Les dérivés azolés se coordonnent au fer hémique a travers un azote basique et inhibent
l'activité empéchant la liaison du substrat et le métabolisme. Les azoles jouent un role central
dans le traitement des mycoses systémiques et dermiques [17]. Les azoles sont moins toxiques
que les autres médicaments antifongiques, peu coliteux et largement disponibles, tout en
présentant plusieurs inconvénients. Leur utilisation a long terme peut inhiber d'autres enzymes
P450 [18] et conduire a une résistance permettant aux médicaments de tolérer l'agent

pathogene. Les raisons possibles de résistance sont 1) des mutations dans le CYP51 fongique
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(des dizaines de mutations pouvant étre liées a une résistance aux azoles ont été rapportées par
exemple [19] 2) une augmentation de I'expression du géne CYP51 et 3) un efflux d'azole plus
rapide ou une perméabilité diminuée [ 20, 21 ]. En outre, il est bien connu que plus la souche
fongique est sensible aux médicaments, plus la résistance se développe rapidement et
fréquemment [22]. En outre, le choix des inhibiteurs les plus puissants du CYP51

contribuerait a raccourcir la durée du traitement et a réduire les doses nécessaires.
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Figure N° 6 : Mécanisme d’action des antifongiques azolés.

Une autre option pourrait étre la recherche aléatoire d'autres types d'inhibiteurs hautement
sé¢lectifs du CYP51 via le criblage a haut débit de bibliothéques chimiques et la sélection des
composés d'intérét en fonction de leur liaison au P450 et de l'inhibition ultérieure de sa

réaction.

C’est dans ce méme contexte que s’inscrit notre travail qui vise a rechercher de nouveaux
inhibiteurs potentiels de la Lanostérol 14 alpha déméthylase en faisant appel a une nouvelle

approche in silico par docking moléculaire avec le programme surflex.
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Chapitre 3
Docking Moléculaire

1. Introduction

Le docking est un procédé¢ tres utile qui étudie l'interaction potentiel de la structure d'un
complexe moléculaire en tenant compte des interactions potentielles qui établissent la petite
molécule dans le site de liaison de protéine [23].

Le docking permet de déterminer les modes de liaison ou les conformations possibles d'un

ligand a un récepteur et de calculer I'énergie de liaison ou 1’énergie du complexe permettant
de donner une estimation sur l'affinité de liaison entre deux molécules, ceci a pour but de
déterminer quel ligand candidat interagira le mieux avec une protéine cible donnée [24].
En effet, avec le développement de la cristallographie par rayons X et I’outil informatique, les
méthodes de modélisation par docking moléculaire sont devenues des étapes cruciales dans de
nombreux programmes de découverte de médicaments. L’introduction du criblage virtuel a
offert une nouvelle voie d’identification de ligands. Le criblage virtuel basé sur la structure 3D
de la protéine consiste a amarrer et a prédire I’affinit¢é d’un grand nombre de molécules
(collectées en chimiothéques) pour le site actif ciblé. Les molécules les plus prometteuses sont
sélectionnées, achetées ou synthétisées puis testées expérimentalement.

La figure si dessous montre les différentes étapes du docking moléculaire.
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Figure N° 7 : Etapes typiques d'un docking.
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Les nombres grandissants de cibles génomiques d'intérét thérapeutique [25] et de
macromolécules (protéines, acides nucléiques) pour lesquelles une structure tridimensionnelle
(3-D) est disponible [26] rendent les techniques de criblage virtuel de plus en plus attractives
pour des projets d'identification de molécules bioactives [27]. Par criblage virtuel, on entend
tout procédé de recherche électronique dans des banques de données moléculaires permettant
la sélection de molécules. La requéte peut étre effectuée sous différents types de contraintes
(descripteurs physicochimiques, pharmacophore, topologie d'un site actif) et doit aboutir a la
sélection d'un faible pourcentage (1-2%) de molécules présentes dans la chimiotheque

(banque de données de ligands) de départ.

Tout criblage virtuel se décompose en trois étapes d'égale importance :
- Lamise au point de la chimio-théque de départ.
- Le criblage proprement dit.
- La sélection d'une liste de touches virtuelles.

Il est a noter que toute erreur a chacune de ces trois étapes aura des conséquences
importantes se traduisant généralement par une augmentation du taux de faux positifs et de

faux négatifs. Il convient donc d'étre trés attentif a chacune d'entre elles.
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Figure N° 8 : Apercu du criblage virtuel
2. Les outils du docking moléculaire

Une  stimulation de  docking comprend deux  étapes complémentaires : le
docking et le scoring. Le docking est 1’étape de sélection qui consiste a placer le ligand dans
le site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations
possibles. L’étape de scoring consiste a classer et a évaluer I’affinité entre le ligand et la
protéine en donnant un score ou énergie d’interaction aux poses obtenues dans 1’étape

précédente
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Au niveau du site actif, I’interaction entre la protéine ou cible et le ligand s’exprime par la
mise en place de nombreuses liaisons faibles telles que la liaison hydrogene, la liaison
¢lectrostatique, les interactions de van der Waals et les interactions hydrophobes.

Pour réaliser un docking moléculaire, deux structures sont nécessaires : le

récepteur et le ligand .1l s’agit dans notre cas d’une enzyme et d’un inhibiteur.

2.1 Récepteur

La disponibilité de la structure des protéines est I’un des éléments essentiels a considérer
avant de réaliser un docking [28]. En général, les sources d’information de ces structures
proviennent majoritairement de la cristallographie au rayon X et de la RMN. Cette technique
est responsable de la majorité des structures issues d’une base de données de structures
accessibles gratuitement appelée la « Protein Data Bank » (PDB). En Juin 2019, plus de
117000 structures protéiques ont ¢été résolues et injectées dans la PDB grace a la
cristallographie aux rayons X. La RMN fournit, quant a elle, environ 11 000 structures, contre
seulement 1500 dans le cas de la microscopie €lectronique [29]. Lorsque la structure 3D d’une
protéine n’a pas encore été résolue expérimentalement, des méthodes de prédiction par
homologie de séquence peuvent étre mises en ceuvre [30].

Le fichier pdb contient plusieurs informations relatives a la macromolécule en question par
exemple : le nom du récepteur, 1’équipe qui a résolu la structure, la méthode expérimental,
etc... Egalement on y retrouve des informations sur la structure primaire, le ligand, le métal
s’il existe, la structure secondaire et les coordonnées atomiques X, Y et Z déterminant la

position exacte de chaque atome dans une conformation donnée.

2.2 Ligands

Pour obtenir la structure chimique tridimensionnelle d’un ligand, il existe deux méthodes.
La premiere souvent d’aspect commercial, est constituée de bases de données de structures
chimiques appelés chimiothéques ou espace chimique. Parmi les chimiothéques les plus
connues, citons ici la PubChem qui est une banque de données de molécules chimique gratuite
gérée par le National Center for Biotechnology Information (NCBI), branche de la
bibliothéque nationale de médecine des Etats-Unis sous I’autorité¢ de la National Institutes of
Health (NCI). La chimiothéque PubChem répertorie plusieurs millions de composés en

mettant en ligne, gratuitement, pour chaque substance une grande quantit¢ de données de
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divers ordres: chimique, biochimique, pharmacologique, production, toxicologie,
environnemental...etc.

Le second moyen consiste a utiliser des ligands présents sous forme de complexes dans la
PDB ou dans la Chimiothéque Nationale Francaise ou encore de la littérature qu’on peut
dessiner, optimiser et sauvegarder dans différents formats (pdb, mol, mol2....etc. grace a des
logiciels de construction moléculaire tels que ChemDraw, Arguslab, Titan ou Sybyl pour ne

citer que ces exemples.

2.3 Les programmes de docking moléculaire

Le docking est une approche permettant de prédire les interactions probables entre des
ligands (substrat, activateur ou inhibiteur) et leur cible. Il se déroule en deux étapes
distinctes : la premiére étape consiste a placer et a positionner le ligand dans son site
d’interaction. La seconde étape consiste, quant a elle, a évaluer 1’énergie d’interaction ou
I’affinité de différentes poses du ligand générées lors de la premicre étape. Les algorithmes

utilisés pour ces deux €tapes different d’un programme de docking a un autre. [31].

A T’heure actuelle, un grand nombre de programmes (commerciaux ou libres) de docking
moléculaire sont disponibles. Parmi ceux-ci, citons a titre exemple AutoDock [32],

FlexX[33], Gold[34], Dock[35], et Surflex[36].

Dans notre travail nous avons utilisé le programme Surflex version 1.3 (2005) pour réaliser le
docking moléculaire. Ce programme est un algorithme de docking rapide capable d’aligner les

ligands dans un environnement constitu¢ d’acides aminés avec une bonne précision.
Pour réaliser le docking en utilisant ce logiciel, il faut suivre 3 étapes:

— Déterminer la maniére d’identifier le site actif soit a partir d’un ligand soit a partir du

récepteur.

— Construire une pseudo-molécule (protomol) qui va étre la cible de différents ligands.

— Réalisation du docking d’un ou de plusieurs ligands.

Surflex fournit les résultats sous forme des 10 meilleures conformations représentées par des

scores d’affinité.
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Chapitre 1
Matériels et Méthodes
1. Matériels :

1.1. Micro-ordinateur
Dans notre étude nous avons utilis€é un micro-ordinateur avec une mémoire de 3GB, un
processeur (intel(R) core (TM ) 2Duo CPU 2.10GHZ ) et un systéme d’exploitation

windows7 version 2009.

1.2 Logiciels (programmes)
Nous avons fait appel a plusieurs programmes pour réaliser le présent travail :

- le programme surflex version 1.3 (2005): a été utilisé pour réaliser le docking
moléculaire Ce programme exécute le docking selon deux méthodes: la premiére dite
incrémentale ou ‘’Hammerhead’’ et la deuxieme dite ‘’molécule enticre’’.

- Le logiciel VMD (Visual Molecular Dynamics) version 1.9.1 (2012) nous a permis de
visualiser la structure de I’enzyme et des ligands.

- Le programme Open Babel (2.0.2) nous a servi a la conversion des fichiers en
plusieurs formats (mol2, mol, pdb,...... ).

- Les programmes ViewerLite (4.2) et Maestro (11.3)ont enfin été utilisés dans cette
étude pour visualiser respectivement les poses et les interactions établies entre les inhibiteurs

et le site actif de notre enzyme.

1.3 Banques de données
1.3.1. « PDB » (Protein Data Bank)

La PDB est la principale source de données de biologie structurale qui permet en

particulier d’accéder a des structures 3D des protéines enzymatiques d’intérét thérapeutique.

1.3.2. « PubChem »

C’est une banque de donnée américaine de molécules chimiques gérée par NCBI
( National Center for Biotechnology Information). Elle répertorie plusieurs millions de

composés, principalement des petites molécules, mais également des molécules plus grandes
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telles que les nucléotides, es glucides, des lipides, des peptides et des macromolécules
en mettant en ligne gratuitement leurs structures et leurs propriétés physico-chimiques.

Cette base nous a été utile afin d’obtenir des similaires structuraux de notre ligand de base.

2. Méthodes

2.1 Préparation de L’enzyme

La structure 3D de I’enzyme a été téléchargée via la PDB sous le format .pdb. Cette banque
de données nous a proposé 5 structures cristallographiques de notre enzyme lanostérol 14-a
déméthylase en complexe avec leur inhibiteur. Les codes PDB de ces complexes, ainsi que

ceux de leurs inhibiteurs et les valeurs de leur résolution sont représentés dans le tableau N° 2

Tableau N° 2 : Caractéristiques des cinq complexes de la lanostérol 14-a déméthylase

Code du Code de Résolution | Nombre | Nombre Références
complexe | Pinhibiteur & de d’acides | bibliographiques
chaines | aminés
SEAG SLU 2.4 1 539 [37]
S5EAC TBQ 2.26 1 539 [38]
4UHL VFV 2.5 6 449 [39]
SEAF FQC 2.65 2 539 [40]
3LD6 KKK 2.8 2 461 [41]

Parmi ces complexes, nous avons choisi celui portant le code SEAG en raison de sa faible

valeur de résolution soit 2.4 A.

L’enzyme cible que nous avons utilisée dans notre travail est la Lanosterol 14 alpha-
demethylase qui est constituée de 2 chaines (A et B). Pour faciliter le travail de docking
moléculaire, nous avons éliminé la chaine B, les molécules d’eau et I’inhibiteur présent dans

la chaine A. L’enzyme ainsi préparée a été enregistrée sous le format .pdb par le programme
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VMD. Ce dernier est ensuite converti au format .mol2 que reconnait Surflex, par le

programme Open Babel 2.0.2.

En vue de déterminer le site actif de ’enzyme, nous somme servis de I’inhibiteur SLU présent

dans le complexe SEAG issu de la PDB. L’inhibiteur est enregistré sous le format.pdb

2.2 Préparation du ligand

Comme pour la préparation de I’enzyme, nous avons utilis¢ le méme complexe SEAG
pour préparer le ligand. Les 2 chaines (A et B) ont été supprimées ainsi que les molécules
d’eau et tous les autres composants, a 1’exception I’inhibiteur SLU présent dans ce complexe.
Le ligand est enregistré sous le format.pdb et peut étre converti suivant le choix au format
.mol2. Les deux formats sont reconnus par Surflex.
L’inhibiteur SLU ainsi obtenu nous servira d’une part a déterminer le site actif de I’enzyme et

d’autre part a générer les composés similaires via la PubChem.

2.3 Génération du protomol

Le docking moléculaire a été réalisé par le programme Surflex en suivant plusieurs étapes.
Nous avons d’abord déterminé le site actif en générant une pseudo-molécule appelée
“protomol’ que fournit Surflex sous la forme ‘’pl-protomol.mol2’’ en utilisant la commande
suivante :

surflex-dock proto inhibiteur.pdb protein.mol2 pl

L’inhibiteur correspond au ligand 5LU et la protéine correspond a I’enzyme

2.4 Le docking moléculaire

Cette étape a été réalisée en utilisant les ligands au format .pdb, ’enzyme et le pl-
protomol au format .mol2. Cette opération a permis d’avoir les dix meilleures conformations
du ligand au niveau du site actif de I’enzyme classés par des scores d’affinité décroissant
allant de final 0 a final-9 au format mol2.. Pour cette étape nous avons utilis¢ la commande
suivante :

surflex-dock dock inhibiteur.pdb pl-protomol.mol2 protein.mol2

Pour le test RMSD nous avons utilisé en plus une troisiéme commande suivante qui

sert a optimiser la position du ligand simulé vis-a-vis de celui de référence.

surflex-dock optrms final-0.mol2 ligand.mol2
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3. Analyse visuelle des résultats

Le programme Surflex ne permet pas de faire 1’analyse visuelle, pour cela on a fait
appel a ViewerLite 4.2 pour visualiser les interactions hydrophobes et hydrogénes que peut
¢tablir chaque inhibiteur avec le site actif de 1’enzyme. Le programme VMD nous a
¢galement aidés a visualiser les résultats du RMSD et le mode de liaison des inhibiteurs

dans le site actif.

4. Criblage virtuel d’une collection de composés similaires :

Dans le but de rechercher de nouveaux inhibiteurs plus efficaces de la Lanosterol 14
alpha-déméthylase, le composé SLU du complexe SEAG a été utilis€ comme structure de
départ. La banque PubChem nous propose 138 similaires de I’inhibiteur SLU au format .sdf
avec un taux de similarité allant jusqu’a 90%. Les similaires sont convertis au format .pdb ou
.mol2 par OpenBabel.

Un criblage de ces similaires a été réalisé par docking moléculaire avec Surflex en vue de

calculer leur affinité vis-a-vis de I’enzyme lanostérol 14 alpha-déméthylase.

5. Filtrage ADME/Tox

5.1 Simulation des propriétés physicochimiques
Il était indispensable de compléter notre travail par la prédiction de certains parameétres
liés aux propriétés d’ADME afin de nous assurer que les meilleurs inhibiteurs trouvés dans
notre travail possédent des propriétés compatibles avec une application biologique. Dans cette

perspective, nous avons utilis¢ le serveur SuissADME (http://www.swissadme) afin de

simuler certaines propriétés physicochimiques en utilisant la Régle de Lipinski et la reégle de
Veber. Ce serveur sert également a calculer la solubilité dans 1’eau et 1’accessibilité a la

synthese chimique.

5.1.1 Regle de S de Lipinski
C’est une regle qui permet d’évaluer les propriétés physico-chimiques d’une molécule
afin de prédire sa biodisponibilité par voie orale. Cette régle énoncée par Lipinski en 1997
[42] est basée sur cinq criteres :
1- Un poids moléculaire inférieur ou égal a 500 daltons.

2-Le nombre des groupements donneurs d’hydrogene ne dépassant pas 5.
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3. Le nombre des groupements accepteurs d’hydrogene ne dépassant pas 10.
4. Un coefficient de partage octanol/eau (log P) entre -2 et 5.

5. Le nombre de liaisons a libre rotation inférieur a 15.

Pour étre retenue, une molécule doit répondre a au moins 3 de ces criteres.

5.1.2 Régle de veber :

Des compléments a la régle de Lipinski ont été apportés par la régle de Veber [43]. On
a constaté pour un grand ensemble de données de composés chez le rat, que la surface
polaire et le nombre de liaisons a libre rotation permettaient de mieux distinguer les composés
actifs par voie orale de ceux qui ne le sont pas. Les composés qui répondent positivement aux
deux critéres ci-dessous présenteront une bonne biodisponibilité orale.
- 10 liaisons a libre rotation au maximum

- Surface polaire de la molécule (PSA) inférieure ou égale a 140 A 2

5.2 Simulation des propriétés pharmacocinétiques

Le serveur précédent nous a également servi a calculer les propriétés pharmacocinétiques
de nos similaires, en I’occurrence la pénétration de la barriere hémato-encéphalique (BBB),
I’absorption gastro-intestinale (GI), la perméabilité cellulaire et I’inhibition des différents

cytochromes P450.

5.3 Simulation de la toxicité potentielle

La toxicité potentielle de nos inhibiteurs a été évaluée a I’aide du serveur PreADMET

(https://preadmet.bmdrc.kr/toxicity). Ce dernier nous a permet de simuler, & partir de la

structure 3D d’un inhibiteur, sa toxicité potentielle selon plusieurs tests a savoir : le test
d’Ames (évaluer le pouvoir mutageéne), le test d’inhibition de la croissance des algues (Algal
Growth Inhibition), le test d’immobilisation par Daphnia magna Straus, (évaluer la toxicité
potentielle aigue), le test de toxicité aigue sur les poissons (Oryzias latipes et Pimephales
promelas), le test de cancérogénicité sur les souris et les rats ainsi que le test de 1’inhibition du

geéne ether-a-go-go humain (hERG).
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CHAPITRE 2
Résultats et Discussion

1. La fiabilité du programme Surflex :
Avant d’aborder 1’étude de I’inhibition de la Lanosterol 14 alpha-déméthylase par diverses
molécules, nous avons tenté d’évaluer la fiabilité du programme Surflex utilisé. Pour cela,

nous avons fait appel au test de RMSD et 1’analyse visuelle.

1.1 Test RMSD

L’efficacit¢é d’un programme a prédire le positionnement exact d’un ligand dans le
site actif est évalué par la déviation quadratique moyenne ou RMSD de la position du ligand
simulée par le programme Surflex par rapport a celle déterminée expérimentalement qu’on
retrouve dans la PDB. La prédiction est jugée correcte lorsque la valeur du RMSD obtenue
est < 2A. Ce test a été réalisé sur une centaine de complexes protéine-ligand choisis
arbitrairement a partir de la PDB. Aprés avoir séparé la protéine de son ligand les 2 fichiers
sont enregistrés séparément afin de reconstituer de nouveau le complexe par docking
moléculaire et de calculer le RMSD entre la meilleure conformation du ligand générée par
surflex (finale 0) et la conformation expérimentale de référence issue de la PDB. Les
résultats des 100 complexes sont représentés dans 1’ Annexe 1.

La figure suivante (figure N° 9) présente les résultats du test RMSD donnés en pourcentage a

deux intervalles (<2 A et >2 A).

B RMSD>2A°

B RMSD<2A°

Figure N° 9 : Résultats en % des RMSD obtenus par Surflex
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Les résultats du graphe montrent que 81% des valeurs RMSD sont < a 2A alors que
seulement 19% sont > a 2 A. La reproduction des données expérimentales dans de telles
proportions, montre que Surflex est fiable et ce conformément aux travaux de TENIOU. S
(2012) et CHIKHI. A et BENSEGUENILA (2008) [44] qui montrent que les pourcentages
RMSD < 2A sont respectivement de 85.8% et 63%.

Afin de nous assurer davantage de la fiabilit¢é du programme Surflex, nous avons
appliqué le test RMSD spécifiquement a trois complexes de notre enzyme Lanosterol 14
alpha-déméthylase se trouvant dans la PDB. Les codes PDB de ces complexes et de leurs
inhibiteurs ainsi que les valeurs de leurs RMSD obtenus avec Surflex sont mentionnés dans le

tableau N°3

Tableau N° 3 : Valeurs des RMSD des 3 complexes Lanosterol 14 alpha-demethylase-

inhibiteur étudiés.

Code PDB des complexes Code PDB des ligands RMSD (A)
4UHL VFV 1.715
SEAC TBQ 0.511
SEAG S5LU 1.473

Le tableau montre clairement que le programme Surflex simule correctement les interactions

des complexes Lanosterol 14 alpha-déméthylase-inhibiteurs.

1.2 Analyse visuelle
L’analyse visuelle est une étape essentielle permettant une meilleure appréciation des
résultats de RMSD obtenus avec Surflex. Pour cela nous avons choisi arbitrairement 3
complexes de la PDB dont I’un avec une bonne valeur du RMSD < 2 A (Figure N° 10), un
autre avec un RMSD légérement supérieur a 2 A (Figure N°11) et un dernier avec un RMSD

nettement supérieur a 2A (Figure N° 12).
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513B (RMSD = 0.0624A)

Figure N° 10: Superposition de la géométrie du ligand HQE du complexes 313B obtenu

par rayon-X (colorés par type d’atomes) et celle calculée par docking moléculaire avec

Surflex (colorés en rouge).

4AMW1 (RMSD = 2.464A)

Figure N° 11: Superposition de la géométrie du ligand 44F du complexes 4MW1 obtenu
par rayon-X (colorés par type d’atomes) et celle calculée par docking moléculaire avec

Surflex (colorés en rouge).
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37ZM5 (RMSD = 3.5324)

Figure N° 12: Superposition de la géométrie du ligand IGM du complexes 3ZM5 obtenu

par rayon-X (colorés par type d’atomes) et celle calculée par docking moléculaire avec

Surflex (colorés en rouge).

Dans le premier cas, avec un RMSD de 0.062 A, on obtient une bonne superposition de
solution du docking avec les coordonnées de structure observée expérimentalement. De ce fait
la superposition est presque parfaite (figure N° 10). Dans le deuxiéme cas, avec un RMSD de
=2.464 A, elle I’est moins (figure N° 11); alors que dans le troisiéme cas, avec un RMSD de
3.532 A elle est mauvaise, c’est a dire le ligand arrimé est éloigné du ligand co-cristallisé

(figure N° 12).

1.3 Conclusion :

Le test RMSD et I’analyse visuelle apportent la preuve de la haute performance du
programme Surflex. Il s’agit d’un outil suffisamment fiable qui peut étre utilis€¢ sans trop
risque d’erreurs pour étudier les mécanismes d’inhibition de la Lanosterol 14 alpha-

déméthylase.

2. Etude de I’inhibition de la Lanosterol 14 alpha-déméthylase

A I’heure actuelle, il existe 3 complexes Lanosterol 14 alpha-demethylase-inhibiteur dans la
banque de données PDB et aucune référence bibliographique ne fait état sur le mode
d’interaction de ces inhibiteurs envers le site actif de la cible, ni sur leur ICsy ou leur affinité.
Il sera donc trés intéressant d’envisager une étude in silico plus poussée et approfondie, portée
sur les mécanismes d’inhibition mis en place par ces composés afin de rationaliser au mieux

24



la conception de nouveaux inhibiteurs plus puissants de la Lanosterol 14 alpha-déméthylase.
Dans cette perspective, la reconstruction des 3 complexes Lanosterol 14 alpha-demethylase-
inhibiteur par docking moléculaire avec Surflex nous a permis d’obtenir des scores afin de

révéler le meilleur inhibiteur de cette enzyme.(Tableau N° 4)

Tableau N°4 : scores.des 3 complexes Lanosterol 14 o-déméthylase-inhibiteur de la PDB

Code complexe PDB Code PDB des ligands Score (affinité M™)

4UHL VFV 1.10
SEAC TBQ -0.45
SEAG 5LU 1.89

Comme le montre le tableau N°4, le composé¢ SLU du complexe SEAG présente le meilleur
effet inhibiteur avec un score d’affinité égale a 1.89 M. L’analyse visuelle montre que le
composé SLU bloque le site actif de la Lanosterol 14 alpha-déméthylase en formant de
nombreuses interactions hydrophobiques avec son site actif. Ces interactions font intervenir
les résidus : LEU129, TYR126, ALA125, MET100, LEU9S, LEU380, LEU383, PHE 384.
Cependant, aucune liaison hydrogéne n’a été observée lors de la formation de ce complexe.
Ceci est due, au caracteére hydrophobe du site actif de cette enzyme incluant des résidus ayant

des radicaux hydrophobiques tels que Ala, Phe, Val, Leu...etc. (voir figure N°13).
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Figure N° 13 : Interactions du ligand SLU avec le site actif de la lanosterol 14 a-déméthylase
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3. Proposition de nouveaux inhibiteurs

Dans le but de développer de nouveaux inhibiteurs plus efficaces de la Lanosterol 14
alpha-demethylase, nous avons utilis¢ comme structure de départ 1’inhibiteur ayant présenté¢ la
meilleure affinité vis-a-vis de ’enzyme. Dans notre cas il s’agit du composé SLU issu du
complexe SEAG. La banque de données PubChem nous propose 138 similaire de 1’inhibiteur
S5LU, avec un taux de similarité allant jusqu’a 90%. Dans notre travail, nous avons réalisé le
docking moléculaire de ces similaires en évaluant leur affinité envers I’enzyme a 1’aide du
programme surflex. Les numéros d’accession, noms et scores d’affinités de ces composés sont
représentés dans 1’annexe N°2. Parmi les 138 similaires, il ressort que 83 composés présentent
un score supérieur au composé SLU de départ dont Iaffinité est égale a 1.89 M (Tableau

N°S5).

Tableau N° 5 : scores des interactions des 83 similaires avec la Lanosterol 14 a-déméthylase

classés par ordre décroissant

N° de composé N° d’accession Score
S22 13003419 3.80
S37 18921850 3.79
S38 18960774 3.75
S79 72118819 3.70
S114 96105327 3.70

S3 644423 3.45
S111 96105324 3.38
S10 1596786 3.37
S58 54108773 3.33
S20 13003404 3.31
S115 96110213 3.31
S53 25284812 3.24
S21 13003410 3.21

S5 728851 3.18

S4 662224 3.16
S112 96105325 3.16
S86 75357509 3.07
S126 110439979 2.97
S11 2804749 2.97
S84 72928940 2.97
S14 2853950 2.96
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S116 96110215 2.96
S78 72116364 2.96
S131 112723534 2.94
S12 2850473 291
S124 109920686 291

S6 728852 2.89
S130 112723532 2.89
S136 122176689 2.87
S55 53707745 2.87
S60 54425699 2.86
S62 54541056 2.83
S125 110439978 2.79
S61 54488950 2.78
S31 15284862 2.76
S80 72890684 2.70
S118 97132984 2.70
S101 89472441 2.67
S106 90561084 2.67

S7 759758 2.66
S17 7274583 2.66
S81 72908699 2.65

S8 868433 2.64
S56 53757182 2.63
S102 90295981 2.61
S109 91464306 2.57
S32 15284864 2.56
S123 109464334 2.56
S18 7274584 2.54
S113 96105326 2.52
S74 67677487 2.51
S34 17911530 2.48
S13 2851109 2.45

S9 1111665 242
S107 90561592 2.40
S57 54074698 2.40
S105 90533741 2.37
S70 60339951 2.36
S127 110442424 2.32
S43 20471283 2.31
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S96 84424199 2.30
S15 4068793 2.28
S19 11450701 2.28
S45 21332501 2.27
S16 4137575 2.25
S104 90533276 2.20
S121 109464164 2.20
S128 110712630 2.20
S129 112722745 2.18
S117 97132983 2.16
S82 72912749 2.14
S63 57213107 2.12
S35 18349582 2.10
S90 82119364 2.06
S&3 72926667 2.05
S25 13531959 2.05
S73 62406768 2.01
S59 54226743 2.00
S103 90492669 1.99
S71 60667970 1.93
S64 57255402 1.90

60773401 1.90
572 82119369 1.89

Parmi ces similaires, les composés S22 et S37 ont particulierement attiré notre attention car
présentant des valeurs d’affinité nettement supérieures a celles de I’inhibiteur de départ SLU.
D’ou l'intérét de réaliser une analyse visuelle afin de mieux comprendre les mécanismes
d’interactions mis en jeu par ces 2 composés avec le site actif de I’enzyme lanosterol 14 a-

déméthylase (Figures 14 et 15)
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Figure N°14 : Mode d’interaction du composé S22.

L’analyse visuelle nous explique 1’augmentation de 1’affinit¢ du composé S22 envers la
lanosterol 14 a-déméthylase par la mise en place d’un nombre plus élevé d’interactions
hydrophobiques que le composé de départ SLU. Ces interactions apparaissent entre le
composé S22 et les résidus ALA125, TYR 126, ALA 127, LEU129, TYR 140, PHE 236,
MET 509, PHE 241, VAL 242, VAL 406, LEU 95, MET 100, PHE 384, du site actif de

I’enzyme.
HIC
241 e
125
/ \ T¥R
L
LEUD (\ I~
=15 P
N —— /
LEU L ommm—————

TR
140

WIET
=1

L
1=9

120

Figure N° 15 : mode d’interaction du composé S37
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Le composé S37 a présenté le deuxieme meilleur effet inhibiteur dans cette étude avec un
score de 3.79. L’analyse visuelle montre que ce composé est stabilisé au sein du site actif de
I’enzyme grace a une interaction de type Pi-Pi particuliérement avec le cycle benzéne du
résidu Tyr126. Par ailleurs, de nombreuses interactions hydrophobiques contribuent a la
stabilité¢ de ce complexe. Ces interactions sont formées entre I’inhibiteur et 11 résidus du site
actif de I’enzyme a caractere hydrophobe pour la plupart. Il s’agit de Leu96, Leu95, Val242,
Phe241, Alal25, Tyr140, Met100, Met509, Leul29, Leu383 et Phe348.

4. Prédiction des paramétres ADME

A I’aide du serveur SwissADME, nous avons pu prédire les propriétés physicochimiques
et pharmacocinétiques régissant les critetres ADME des deux meilleurs similaires inhibant la
cible (Tableau N° 6)

Tableau N°6 Propriétés physico-chimiques des similaires S22 et S37

Propriétés S22 S37
Formule C13H14C12N20 C15H18C12N20
PM (g/mol) 285.17 g/mol 313.22 g/mol
nLF 5 8
nombre de liaisons flexibles
nON
nombre d’accepteur d’hydrogene 2 2
nOHNH 0 0
nombre de donneurs H
LogP 3.38 4.02
TPSA Az 27.05 A2 27.05 A2
Regle de Lipinski Oui oui
Reégle de Veber oul oul
Solubilité dans I’eau Moyenne Moyenne
Accessibilité a la synthese 2.37 2.24
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Le tableau montre que les deux composés S22 et S37 répondent parfaitement aux régles de
Lipinski et de Veber et par conséquent peuvent étre administrés par voie orale sans poser de
problémes. Par ailleurs, les composés S22 et S37 se sont avérés étre moyennement solubles
dans 1’eau ce qui nous amene a conclure qu’ils peuvent se dissoudre dans les milieux aqueux
tel que le sang afin pour parvenir jusqu’a leur lieu d’action. Enfin, avec des valeurs de 2.37 et
2.24 les composés S22 et S37 se sont avérés étre faciles a synthétiser chimiquement. Ce
critére est important avant de proposer un compos¢ comme nouveau inhibiteur d’une cible
donnée car les étapes suivantes de 1’optimisation consiste a apporter des modifications

structurales.

Les résultats du tableau N°7 montrent que les composés S22 et S37 ont une
perméabilité gastro-intestinale élevée. Donc, ils peuvent traverser facilement le tractus gastro-
intestinal a travers la paroi de I’intestin pour arriver jusqu’au sang. De plus, ces composés ont
une capacité¢ élevée pour traverser la barriere hémato-encéphalique. En revanche, ces
composés inhibent potentiellement 4 parmi les 5 types de Cytochrome P450 étudiées. Il est a
souligner que les Cytochromes P450 sont des enzymes hépatiques jouant un role clé dans le

métabolisme des médicaments.

Tableau N° 7 : Propriétés pharmacocinétiques des similaires S22 et S37

Propriétés S22 S37

GI absorption ¢levée ¢levée

BBB perméabilité élevée ¢levée
CYP1A2 inhibition Positive Positive
CYP2C19 inhibition Positive Positive
CYP2(9 inhibition Positive Positive
CYP2D6 inhibition Positive Positive
CYP3A4 inhibition Négative Négative
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5. Prédiction de la toxicité potentielle

Il était indispensable de conforter notre étude en vérifiant in silico la toxicité potentielle

des composés S22 et S37 en utilisant le serveur PreADMET (Tableau N° 8).

Tableau N° 8 : Toxicité potentielle des composés S22 et S37.

S37

Parameétres S22
Test d’Ames mutagene

Mutagene
Cancérogénicité . .
. négative négative

pour les souris

Cancérogénicité . .
negative negative

pour les rats

hERG inhibition

risque médium

risque médium

algae at 0.0224263 0.0117626
daphnia_at 0.0460534 0.0352805
medaka at 0.00373761 0.00224589
minnow_at 0.00585258 0.0021073

. Les résultats du tableau montrent que les deux composés S22 et S37 possedent, selon le test
d’Ames, un pouvoir mutageéne potentiel ainsi qu’un risque médium d’inhiber le géne hERG.
L’inhibition de ce dernier provoque principalement des problémes cardiaques. Cependant, les
composés ¢étudiés ne présentent aucun effet cancérigéne potentiel sur des modeles de rats et
de souris. Enfin, les tests sur les algues (algae at), larves (daphnia_at) et poissons (medaka at

et minnow_at) révelent un faible potentiel de toxicité de ces composés.
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Conclusion :

Notre travail avait pour objectif d’acquérir des compétences en docking moléculaire afin
de proposer de nouveaux inhibiteurs de la Lanostérol 14 alpha-déméthyase; cible

thérapeutique pour le traitement des maladies fongique.

Au préalable, nous avons tenté d’évaluer la performance du programme Surflex par deux
tests : le premier consiste a calculer le RMSD (Root Mean Square Déviation) entre la
meilleure conformation du ligand simulé par le Surflex et celle obtenue par cristallographie au
niveau de la PDB. 100 complexes ont été téléchargés a partir de la PDB et testés. Le
deuxiéme critére consiste a analyser visuellement la superposition de la pose du ligand
simulée et celle de référence. Les résultats obtenus ont montré que 81 7 des valeurs sont
inférieurs a 2A, ainsi qu’une bonne superposition entre la géométrie des ligands calculée par
Surflex et celle obtenue expérimentalement. Ces résultats apportent la preuve de la haute
performance du programme Surflex. Il s’agit d’un outil suffisamment fiable qui peut étre
utilisé sans trop risque d’erreurs pour ¢étudier les mécanismes d’inhibition de la Lanosterol 14
alpha-demethylase par inhibiteurs.

Dans une deuxiéme partie, nous avons reconstruit par docking moléculaire les 3
complexes Lanosterol 14 alpha-demethylase-inhibiteur existant dans la PDB. Avec un score
de 1.89, le composé SL.U du complexe SEAG se présente comme meilleur inhibiteur de cette
enzyme.

Dans le but de rechercher de nouveaux inhibiteurs plus puissants de la Lanostérol 14
alpha-déméthyase, nous avons testé ; par docking moléculaire avec Surflex, 138 composés

proposés par la banque PubChem en nous basant sur la structure du composé SLU.

Parmi les 138 similaires analysés par le programme Surflex, les deux composés S22 et
S37 ont donné les meilleurs scores d’affinités soit 3.80 et 3.79 M et par conséquent peuvent
étre considérés comme des nouveaux inhibiteurs potentiellement actifs envers la Lanostérol

14 alpha-déméthyase.

La derni¢re étape de notre travail consistait a vérifier certains critéres physicochimiques
et pharmacocinétiques des composés S22 et S37 régissant leurs propriétés ADME grace au
serveur SwissADME. De méme, nous avons simulé leur toxicité potentielle a I’aide du
serveur PreADMET. Les résultats obtenus montrent que ces composés possédent des

propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques compatibles avec une application
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biologique. Cependant, les problémes notés quant a leur toxicité potentielle seront tres utiles
lors de I’optimisation de ces composés avant de devenir des candidats-médicament.
Les résultats théoriques obtenus in silico doivent étre complétés et confirmés par des études

expérimentales in vitro et in vivo.
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Résumé :

La modé¢lisation moléculaire des interactions inhibiteur-protéine est une méthode utilisée
en chimie pharmaceutique , pour la recherche des nouveaux médicaments en utilisant des
programmes de docking moléculaire qui permettent de tester des milliers de molécules pour
une cible déterminé .

Dans notre travail nous avons fait appel au programme surflex pour la recherche in
silico de nouveaux inhibiteurs plus puissants de la lanosterol 14 alpha-déméthylase ; une
enzyme cible pour le traitement des maladies fongiques.

Les résultats du RMSD (81%<2A) accompagnés par une analyse visuelle, ont montré
la fiabilité du programme Surflex.

Le docking a été réalis¢ sur 138 molécules (similaires de meilleur inhibiteur ; composé
SLU avec un score de 1.89) proposée par la banque de données PubChem. D’apres les
résultats, nous avons sélectionné le composé S22 (CID13003419) et le composé¢ S37 (CID
18921850) présentant les meilleurs scores de 3.80 et 3.79 comme des nouveaux inhibiteurs
théoriques plus puissants pour la Lanostérol 14 alpha-déméthylase.

L’application de la régle de Lipinski sur ces 2 composés a permis 1’évaluation de leurs
propriétés pharmaco-dynamiques ADME qui sont apparus positifs.

Mots clés : Surflex, docking moléculaire, champignons, Lanostérol 14 alpha-

déméthylase, inhibiteur, scores, Lipinski.



Abstract:

The molecular modeling of inhibitor-protein interactions is a method used in
pharmaceutical chemistry for the research of new drugs using molecular docking programs
that can test thousands of molecules for a specific target. In our work a surflex program was
used for the research of the Lanostérol 14 alpha-demethylase new more powerful inhibitors in
silico; a target enzyme for the treatment of fungal diseases. The results of the RMSD (81%
<2A) accompanied by a visual analysis showed the reliability of Surflex program. The
docking was performed on 138 molecules (similar inhibitors; compound SLU with the scores
1.89 respectively) proposed by the PubChem database. From the obtained results, compound
S22 (CID13003419) and Compound S37 (CID18921850) with the highest scores of 3.80 and
3.79 respectively were selected as new more powerful theoretical inhibitors for Lanosterol 14
alpha-demethylase. The application of the Lipinski rule on these two compounds allowed the

evaluation of their pharmacodynamic properties ADME that appeared positive.

Keywords: Surflex, molecular docking, mushroom, Lanosterol 14 alpha-demethylase

inhibitor, scores, Lipinski.
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Annexe 1 : Résultats obtenue de RMSD des complexes protéines-ligands.

N° Code PDB Code des ligands RMSD (A)
1 1AIM ZYA 1.547
2 1DIF A85 1.006
3 1DM2 HMD 1.577
4 1EB2 BPO 1.787
5 1G36 R11 1.601
6 1HPX KNI 1.525
7 1IDA 0PO 1.638
8 11IDB 0DO 1.322
9 1JS3 142 1.072
10 1K11 FD1 1.609
11 1K1J FD2 2.018
12 1K1L FD3 2.129
13 1K1IM FD4 2.089
14 1KIN CCR 1.115
15 1K10 IGN 1.621
16 1K1P MEL 0.910
17 IN7I LY1 1.383
18 IN7J IDI 0.065
19 1019 N20 2.045
20 1RTH Uos 1.717
21 1RTI HEF 2.372
22 1VRT NVP 1.255
23 1YKR 628 1.964

24 1YZ3 SKA 1.221
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0.575
1.376
0.348
0.036
1.431
0.450
16.029
3.532
0.200
2.496
0.561
0.051
1.322
0.121
1.707
1.196
1.785
1.684
45.423
2.464
2.291

1.391



79 4PNC TNP 0.054

80 4R68 W31 1.648
81 4WK7 3PQ 1.314
82 4WKE 3PU 1.588
83 4WKI 3IPW 1.256
84 4ZSD 716 1.666
85 47.X4 4TL 0.828
86 SFI2 5XX 1.254
87 SFI6 SXY 2.750
88 SFI7 5XZ 1.216
89 SI3A HQE 0.034
920 5138 KOJ 1.485
91 513B HQE 0.062
92 STFT P6U 0.927
93 SURS SLA 1.495
94 SW8H 9Y1 0.273
95 4UHL VFV 1.715
96 SEAC TBQ 0.511
97 SEAG SLU 1.473
98 SEAF FQC 2.183
929 3LD6 KKK 2.111

100 3QTQ X35 2.095






Annexe 2 : Listes des similaires

S1
S2
S3
S4
SS
S6
S7
S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14
S15
S16
S17
S18
S19
S20
S21
S22
S23
S24

S25

73665

183912

644423

662224

728851

728852

759758

868433

1111665

1596786

2804749

2850473

2851109

2853950

4068793

4137575

7274583

7274584

11450701

13003404

13003410

13003419

13044632

13344572

13531959

0.97

0.88

3.45

3.16

3.18

2.89

2.66

2.64

2.42

3.37

2.97

291

245

2.96

2.28

2.25

2.66

2.54

2.28

3.31

3.21

3.80

1.54

1.79

2.05


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/73665

S26

S27

S28

S29

S30

S31

S32

S33

S34

S35

S36

S37

S38

S39

S40

S41

S42

S43

S44

S45

S46

S47

S48

S49

S50

S51

S52

SS3

13672253
14181966
14181990
14695191
14695192
15284862
15284864
15800955
17911530
18349582
18417989
18921850
18960774
19003931
19832410
19871610
20292002
20471283
21319510
21332501
21332502
21332503
21584635
21667372
21740880
23331858
23331868

25284812

0.63

0.78

0.41

0.90

1.10

2.76

2.56

0.86

2.48

2.10

0.47

3.79

3.75

0.29

0.28

1.75

0.70

2.31

1.39

2.27

1.43

0.62

1.52

1.14

1.84

0.13

0.88

3.24



S54

SSS

S56

S57

SS58

S59

S60

Sé61

S62

S63

S64

S65

S66

S67

S68

S69

S70

S71

S72

S73

S74

S75

S76

S77

S78

S79

S80

S81

25284901

53707745

53757182

54074698

54108773

54226743

54425699

54488950

54541056

57213107

57255402

57306617

57424170

59229518

59310710

59936463

60339951

60667970

60773401

62406768

67677487

67848524

68485421

68649465

72116364

72118819

72890684

72908699

1.71
2.87
2.63
2.40
3.33
2.00
2.86
2.78
2.83
2.12
1.90
0.13
0.70
0.45
1.49
1.00
2.36
1.93
1.90
2.01
2.51
0.84
1.75
1.15
2.96
3.70
2.70

2.65


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/67677487
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/67848524
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/68485421
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/68649465
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/72116364
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/72118819
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/72890684
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/72908699

S82

S83

S84

S85

S86

S87

S88

S89

S90

S91

S92

S93

S94

S95

S96

S97

S98

S99

S100

S101

S102

S103

S104

S105

S106

S107

S108

72912749
72926667
72928940
72934432
75357509
82089109
82116791
82116792
82119364
82119365
82119369
82120206
82122448
82123482
84424199
84424783
85631968
85631970
85631973
89472441
90295981
90492669
90533276
90533741
90561084
90561592

91157607

2.14

2.05

2.97

1.81

3.07

1.67

1.17

1.05

2.06

1.42

1.89

1.39

-0.33

1.30

2.30

1.48

1.22

1.36

1.32

2.67

2.61

1.99

2.20

2.37

2.67

2.40

1.04


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/72912749
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/72926667
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/72928940
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/72934432
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/75357509
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/82089109
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/82116791
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/82116792
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/82119364
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/82119365
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/82119369
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/82120206
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/82122448
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/82123482
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/84424199
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/84424783
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/85631968
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/85631970
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/85631973
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/89472441
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/90295981
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/90492669
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/90533276
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/90533741
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/90561084
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/90561592
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/91157607

S109
S110
S111
S112
S113
S114
S115
S116
S117
S118
S119
S120
S121
S122
S123
S124
S125
S126
S127
S128
S129
S130
S131
S132
S133
S134

S135

91464306
94280847
96105324
96105325
96105326
96105327
96110213
96110215
97132983
97132984
97153746
97153747
109464164
109464186
109464334
109920686
110439978
110439979
110442424
110712630
112722745
112723532
112723534
117094730
122176686
122176687

122176688

2.57

1.34

3.38

3.16

2.52

3.70

3.31

2.96

2.16

2.70

1.47

1.81

2.20

1.22

2.56

291

2.79

2.97

2.32

2.20

2.18

2.89

2.94

1.21

-0.19

0.70

1.76


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/91464306
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/94280847
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/96105324
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/96105325
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/96105326
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/96105327
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/96110213
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/96110215
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/97132983
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/97132984
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/97153746
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/97153747
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/109464164
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/109464186
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/109464334
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/109920686
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/110439978
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/110439979
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/110442424
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/110712630
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/112722745
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/112723532
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/112723534
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/117094730
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/122176686
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/122176687
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/122176688

S136 122176689 2.87

S137 122176693 0.47

S138 129318210 0.93


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/122176689
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/122176693
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/129318210
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Résumeé :

La modélisation moléculaire des interactions inhibiteur-protéine est une méthode utilisée en chimie
pharmaceutique , pour la recherche des nouveaux médicaments en utilisant des programmes de docking
moléculaire qui permettent de tester des milliers de molécules pour une cible déterminé .

Dans notre travail nous avons fait appel au programme surflex pour la recherche in silico de nouveaux
inhibiteurs plus puissants de la lanosterol 14 alpha-déméthylase ; une enzyme cible pour le traitement des
maladies fongiques.

Les résultats du RMSD (81%<2A) accompagnés par une analyse visuelle, ont montré la fiabilité du
programme Surflex.

Le docking a été réalisé sur 138 molécules (similaires de meilleur inhibiteur ; composé¢ SLU avec un
score de 1.89) proposée par la banque de données PubChem. D’aprés les résultats, nous avons sélectionné le
composé S22 (CID13003419) et le composé S37 (CID 18921850) présentant les meilleurs scores de 3.80 et
3.79 comme des nouveaux inhibiteurs théoriques plus puissants pour la Lanostérol 14 alpha-déméthylase.

L’application de la régle de Lipinski sur ces 2 composés a permis [’évaluation de leurs propriétés
pharmaco-dynamiques ADME qui sont apparus positifs.
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