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Introduction générale

La conception d'un nouveau médicament est un processus excessivement laborieux et
dispendieux mais, qui a un role trés important dans les sciences médicales actuelles pour la

prévention et le traitement des maladies ainsi que la protection de la santé publique.

Les différentes approches pour la conception d’un médicament peuvent différer au niveau
de la méthodologie utilisée pour parvenir a la conception d’un produit acceptable et
commercialisable. Aujourd’hui, avec le développement de I’outil informatique, l'identification
et la mise au point d'une molécule possédant I'activité biologique recherchée, se base, de plus
en plus, sur des approches informatisées et plus précisément sur le docking moléculaire. Il
s’agit d’une nouvelle approche permettant la prédiction de I’affinité d’un ligand a 1’égard
d’une cible thérapeutique d’intérét. Les résultats les plus prometteurs seront vérifiés in vitro

puis in vivo, dans des cellules voire des organismes modeles [1][2].

Dans le présent travail, nous nous sommes focalisés sur la recherche, par docking
moléculaire, de nouveaux inhibiteurs de 1I’Histone désacétylase (HDAC) ; cible thérapeutique

pour le traitement des différentes maladies liées a des dérégulations transcriptionnelles. [3]

Dans un premier temps, la performance du programme de docking moléculaire AutoDock
a ¢été évaluée via trois tests. Le premier test consiste a calculer I’écart quadratique moyen
entre la position du ligand congue par le logiciel et celle déterminée expérimentalement. Les
résultats issus de ce test seront par la suite analyser visuellement afin de confirmer davantage
leurs crédibilités. Le dernier test, quant a lui, consiste a calculer le degré de corrélation
existant entre les scores (AG) des différents inhibiteurs de ’'HDAC calculé par le logiciel et

leur 1Cso déterminée expérimentalement.

La molécule démontrant le meilleur pouvoir inhibiteur nous permettra dans un premier
temps d’étudier les différentes interactions formées avec notre cible d’intérét, et dans un
deuxiéme temps d’identifier et développer d’autres inhibiteurs présentant des scores bien

meilleurs.

Enfin, plusieurs critéres physicochimiques, pharmacocinétiques et de toxicité potentielle
du meilleur inhibiteur obtenu dans ce travail ont été simulés a I’aide des serveurs

SwissADME et PreADMET.

Globalement, ce mémoire est divis¢é en deux grandes parties distinctes : une partie
bibliographique, qui comprend deux chapitres dont le premier est consacré au traitement de

notre cible d’intérét et ses différents inhibiteurs, alors que le second aborde le docking
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moléculaire et ses différents aspects. La deuxiéme partie, la partie pratique, contient

¢galement deux chapitres. Le premier regroupe le matériel et les méthodes utilisés dans cette
¢tude, et le deuxiéme décrit et traite les résultats obtenus. Au final, on achévera ce mémoire

avec une conclusion générale qui résume le travail effectué, les résultats obtenus ainsi que des
perspectives.
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Chapitre 1 : Histone désacétylase

1. Introduction

L’étude des causes biologiques de plusieurs maladies s’est longtemps concentrée sur
I’identification des altérations génétiques qui peuvent en étre la source. Mais au cours de ces
derniéres années, il est devenu évident que I’initiation et la progression de ces maladies

r r 9 b b
peuvent également dépendre d’autres facteurs qui ne s’accompagnent pas de changements des
séquences nucléotidiques et qui sont qualifiées d’épigénétiques [4]. L’information
épigénétique correspond aux modifications biochimiques qui vont cibler soit la molécule

d’ADN, soit les protéines histones associ€es a cette derniere. [5].

Parmi les modifications €pigénétiques qui touchent les histones on a : la phosphorylation,
la méthylation, I'ubiquitination et 1’acétylation. Cette derniere, annulant les charges positives
de la protéine, est en partie sous le controle de la désacétylase. [6] Ensemble, ils sont
responsables de la régulation de diverses fonctions cellulaires, y compris l'expression des
genes suppresseurs de tumeurs, la réparation de I'ADN, la prolifération cellulaire et

I’apoptose. [7]

Il a ét¢ démontré que la rupture de I’équilibre entre les niveaux d’acétylation et de
désacétylation joue un role crucial dans I’acquisition d’une variété de tumeurs malignes, des
maladies inflammatoires, cardiaques, pulmonaires, des troubles neurodégénératifs et des
infections virales. Ainsi, moduler le taux d’acétylation des histones via des inhibiteurs de
I’histone désacétylase (HDAC) pourrait permettre une reprogrammation génétique

antiproliférative et pro-apoptotique des cellules anormales.[8,4]

2. Modifications post-traductionnelles : Acétylation/Désacétylation

La transcription dans les cellules eucaryotes est influencée par la manieére dont laquelle
I’ADN est conditionnée [9] qui, & son tour est influencée par les modifications post-
traductionnelles touchant les histones telles que : La désacétylation, modulée par I’histone
désacétylase (HDAC). Elle modifie la forme de la chromatine d'une structure euchromatine
active a géne ouvert a une structure hétérochromatine réduite au géne fermé ce qui empéche
l'accessibilité des facteurs de transcription a I’ADN et l'expression des geénes. [10] En
pratique, ’acétylation favorise la transcription des génes alors qu’a I’inverse la désacétylation

supprime cette méme transcription. [11]
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La répression dela transcription

(Ghromatine condensée)

I”activation de |a transcription

(Chromatine détendue)

Figure 1 : Divers aspects du processus de la transcription et sa régulation par la modification

des histones

En plus du remodelage de la chromatine, les Histone désacétylases régulent d’autres
processus cellulaire essentiels tels que : le remodelage de l'actine et des protéines qui servent
de points de contréle pendant le cycle cellulaire et la réparation de 'ADN [12]. Ceci qui
explique pourquoi leurs activités et leurs expressions aberrantes sont impliquées dans une

large pléthore de maladies.

. -
. " “ .
5 et i A o .

ystic Huntington's ; 7 Altheimer's
fibrosis disease disease

Figure 2: Le role de la désacétylation dans la régulation et le bon fonctionnement cellulaire et

leurs implications dans différentes maladies.
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3. Les Histone désacétylases

Les histones déacétylases ou les HDACs (EC 3.5.1.98) sont des enzymes qui catalysent
I'¢limination des groupes fonctionnels acétyle des protéines histone et non histone. Ils font
partie de la superfamille des métallo-enzymes et la famille des hydrolases, et sont classées en
fonction de leur homologie avec les HDACs de la levure Saccharomyces cerevisiae.|3,13] La
découverte de I'activité enzymatique d'HDAC a été signalée pour la premicre fois a la fin des
années 60 du dernier siecle dans I’extrait de thymus de veau. Malgré une prédiction précoce
de I'importance biologique potentielle de cette enzyme, la recherche sur la désacétylation des
histones a été dormante pendant longtemps. Il a fallu encore 30 ans avant que la premiere
histone désacétylase HDACI ne soit purifiée et clonée en 1996, provoquant une explosion du

champ HDAC. [14,15]

3.1. Les classes de PHDAC

A ce jour, il existe 18 isoformes des histones désacétylases réparties en quatre classes (I,
IT, III et IV) selon leur homologie de séquence avec les protéines de levure, leurs critéres
phylogénétiques et leurs dépendances au cofacteur. Seules les HDACs de la classe III, ou
sirtuines, sont dépendantes du nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+), alors que ceux des

autres classes sont dépendantes du zinc (Zn). [16]

Les quatre classes se différent également par leurs localisations cellulaires et leurs
activités enzymatiques. La classe I comprend HDACI, 2, 3 et 8, qui sont homologues a la
levure Rpd3 (Reduced Potassium Dependency 3). Elles sont exprimées de maniere
omniprésente et leur localisation sous-cellulaire est le noyau. La classe II comprend HDAC
4,5,6,7, 9 et 10, qui sont homologues a la levure Hdal (Histone Deacetylase-AI). Cette
classe est principalement exprimée au niveau des tissus musculaires, des os, des neurones, de
I'endothélium et des thymocytes. Sur la base des -caractéristiques structurelles et
fonctionnelles, la classe II a été divisée en deux sous-classe : les HDAC Ila (HDACA4, 5, 7, 9),
qui comprend les désacétylases enzymatiquement inactives, et les HDAC IIb (HDACS6 et 10),
qui sont plutét enzymatiquement actifs sur certains substrats tels que la tubuline et I’'Hsp90.
Les HDAC de classe III ou les Sirtuines (SIRT1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) sont homologues a la levure
Sir2 (Silent Information Regulator 2). lls sont pan-localisés dans les cellules, dans les

compartiments : nucléaire, nucléolaire, cytoplasmique et mitochondrial. L’HDACI11, qui a
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des caractéristiques intermédiaires entre les classes I et II, est considéré séparément comme

une désacétylase de classe [V.[17,18]
Tableau 1 : Les HDAC et leurs différentes classes

Localisation sous-

Classe HDAC Homologue Cofacteur
cellulaire
1 1,2,3,8 Rpd3 Zn2+ Noyau
2 4,5,6,7,9,10 Hdal /n2+ Noyau et cytosol
Sirtuines : SIRT Noyau, nucléole,
3 Sir2 NAD+ . .
1-7 cytosol, mitochondrie
4 11 HDAC de classe I et 11 Zn2+ Noyau

3.2. Structure de THDAC

Les HDAC sont de longueurs hétérogenes, variant de 347 acides aminés pour le plus court
(HDACI11) a 1215 acides aminés pour le plus long (HDACG6). [19] Leur structure globale se
compose de deux molécules emballées sous forme de dimere téte-a-téte. Le monomere
d’HDAC, semblable a celui de ’HDLP (HDAC-likeprotein) de la bactérie hyperthermophile
Aquifexaeolicus, forme un domaine a / f[20] composé de huit feuilles 3 parallele flanquée de
plusieurs hélices o des deux cotés. Les ¢léments de structure secondaire sont partiellement

conservés dans toute la famille des HDACs. [21]

Figure 3: La structure globale de '"HDAC 8 humain. (A) Les deux monomeres, A et B,
sont représentés respectivement en indigo et en jaune. (B) le monomere d’HDAC avec des

hélices a et des feuillets f marqués et colorés en jaune et indigo, respectivement.
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L’architecture générale de 'HDAC est composé d’un ensemble de caractéristiques
canoniques a savoir : Un canal de liaison a la lysine en forme d'entonnoir situé¢ au centre d'un
pli global a/p, une combinaison de résidus catalytiques conservés organisés autour de l'ion Zn
au bas du canal, et enfin, un ensemble de boucles de longueur et flexibilité variables au bord
du canal formant des interfaces d'interaction protéique. Ces caractéristiques jouent différents
roles dans la reconnaissance du substrat, le mécanisme catalytique et la spécificité des

inhibiteurs [22]

a Inhibitor

Figure 4: Vue de coté (a) et vue de haut (b) de la structure globale de ’THDAC en

complexe avec l'inhibiteur SAHA
3.3. Le site actif

La structure des HDACs des classes I, II et IV, se caractérise par un site catalytique
conserve[23] formé de 390 acides aminés comprenant une poche tubulaire légérement
incurvée avec un fond plus large et avec un site de liaison du zinc au bas de la poche.
L'élimination d'un groupe acétyle se produit via un systéme de relais de charge composé de
deux résidus histidines adjacents, deux résidus aspartiques (situés a environ 30 acides aminés
des histidines et séparés par environ 6 acides aminés), et un résidu tyrosine (situé¢ a environ.

123 acides aminés en aval des résidus aspartiques). [9]

Le positionnement de l'ion zinc est coordonné par I’histidine (His-180), les deux
aspartates (Asp-178, Asp-267) et deux molécules d'eau. En tant que substrat, le groupe
acétamide carbonyle de la lysine acétylée remplace une molécule d'eau et interagit avec le
groupement hydroxyle du résidu tyrosine via une liaison hydrogene. Le résidu de tyrosine

peut subir une transition conformationnelle d'une conformation "sortante" a une conformation

7
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"entrante" pour s'adapter a la liaison du substrat. Ensuite, l'autre molécule d'eau est
déprotonée par un nucléophile histidine a proximité via le réseau de relais de charge His-Asp,
qui est un systéme typique pour la polarisation et I'activation d'une molécule d'eau. Il a été
suggéré que la premiere histidine agisse comme un catalyseur électrostatique général pour
activer la molécule d'eau, tandis que la seconde histidine fonctionne pour accepter un proton
comme base générale. Aprés que l'oxygene de I'eau déprotonée ait attaqué le groupe lysine
carbonyle, des oxyanions et des intermédiaires tétraédriques sont générés. Enfin, lorsque la
seconde histidine sert de fragment proton-amine de l'intermédiaire, de 1'acétate et de la lysine

sont généres.[24,20]
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Figure 5: Représentation de la surface moléculaire et architecture du site actif de 'HDAC.

Asp 176

Les résidus acides aminés du site actifs sont représentés en mode « Licorice » gris tandis que

I’inhibiteur PTSB-hydroxamate est en mode « Licorice » vert.

En revanche, Les HDAC de classe III ou les sirtuines utilisent un mécanisme catalytique
distinct qui est dépendant du NAD[25]. Leur domaine catalytique est trés conservé. Il est
formé d’environ 275 acides aminés. Ce site est flanqué des séquences N- et C-terminales de

longueur variable.[26]

Le fond du domaine adopte un pli de forme ovale composé de deux sous-domaines
globulaires liés par quatre boucles, qui contribuent a la fente du site actif ou se fixent le NAD™*
et les protéines lysine-acétylées. Le plus grand domaine contient un pli de Rossmann typique
des protéines dépendantes du NAD". Tandis que le petit domaine a un site de fixation du zinc
situé loin de la poche de liaison NAD+, excluant la possibilité de la participation du zinc a la

catalyse et mettent en évidence son rdle structural. Ce domaine est constitué de trois feuillets

8
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B antiparalléles et d'une hélice a. Il contient deux motifs conservés Cys-X-X-Cys séparés par

15-20 résidus.[27,28]

La boucle qui fixe le NAD" est désordonnée en son absence et se structure quand elle le
fixe. Le NAD" adopte une conformation dite "étendue". Il se fixe en sens inverse du sens
habituel des déshydrogénases 8 NAD™: I'adénine se fixe sur la partie C-terminale du feuillet B
dans la région "A" et le groupement nicotinamide se fixe sur la partie N-terminale dans la

région "B". Le NAD" établit des interactions directes ou médiées par des molécules d'eau

avec : Ala33, Gly34, Ser36, Thr37, Ile41, Asp43, Phe40, Phed44, Tyr52, Trp58, GInll5,

Asnll16, Ile117, Aspl18, His135, Gly223, Val228.

Les résidus Ala33, Gly34, Thr37, Phe44 et Asp43 forment une poche dite "C" ou se fixe
le noyau nicotinamide du NAD+. Cette poche joue un role important dans le mécanisme

catalytique.

A

Figure 6: liaison du NAD + avec les résidus des sirtuines (dans le site des sirtuines)

La fixation du substrat protéine lysine-acétylée induit un déplacement significatif du petit
domaine par rapport au domaine Rossmann. Ces deux domaines adoptant alors une
conformation dite en "agraphe B" qui forme le site de fixation de l'acétyl-Lysine. La partie
aliphatique de la chaine latérale de l'acétyl-Lysine établit de multiples contacts de van der
Waals avec les acides aminés conservés His118, Phel65, Leul69 et Vall96. Le groupement

acétyle établit des interactions avec Ile102 et Vall63.[28]
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Figure 7: Liaison du résidu acétyl-lysine au site actif de la sirtuine

3.4. Le Role physiologique de THDAC

Les HDACs possedent une fonction opposée a celle de HATs ou ils catalysent la perte du
groupement acétyle adjoint a la queue N-terminale des résidus lysine des protéines
histones,[29]ce qui entraine la reformation des interactions entre les lysines a charge positive
et les groupements phosphates négativement chargés de I’ADN, entrainant ainsi une

condensation de la structure de la chromatine et la répression génétique.[30]

0
(") HzN—CH_g_OH
H,N—CH_C_OH Hzﬂ_?H—!! —OH
| CH:
(Isz Histone acetyltransferase (HATs) H,
(IJHz "~ Histone deacetylase (HDACs) CH,
CIsz CIHz
NH, N
LySine HL /COAcetyl lysine

Figure 8:Acétylation de I’histone a la lysine N-terminale par I’histone acétyltransférase
(HAT) et la désacétylation par I’histone désacétylase (HDAC)

En plus de son effet sur la transcription, les HDACs possedent la capacité de désacétyler les
substrats protéiques non histones comme : 1’a-tubuline, le récepteur de l'endothéline, le

récepteur d'cestrogeéne, les protéines chaperonnes (HSP90) et les facteurs de transcription

10
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(p53, NF-kB), ce qui les rend donc impliqués dans plusieurs voies de transduction du

signal.[31,32]

Grace a leurs activités variables, les HDAC régulent également une variété de processus
cellulaires, notamment la transcription, le cycle cellulaire, la différenciation cellulaire, le

métabolisme, les réponses aux dommages a 'ADN et I'apoptose.[33,28]

4. Les Inhibiteurs de I’Histone désacétylase

Les activités des HDACs peuvent é&tre supprimées par certaines molécules appelées
inhibiteurs des désacétylases (HDACi). L'utilisation de tels inhibiteurs fait partie des
nouveaux moyens thérapeutiques envisagés pour lutter contre de nombreuses maladies
associées a une dérégulation transcriptionnelle. Ces inhibiteurs provoquent l'arrét de la
prolifération des cellules anormales, l'induction de leur différenciation et/ou leur mise en

apoptose.|[3]

Les HDACi appartiennent a une famille diversifiée de composés naturels et synthétiques
[34] qui peuvent étre classés en quatre groupes en fonction de leur structure : les acides gras a
chaine courte, les dérivés d’acide hydroxamique, les benzamides et les tétrapeptides
cycliques. [4]A ce jour, plusieurs HDACi ont été déja approuvés par la FDA (Food and Drug

Administration) pour le traitement du cancer et d'autres sont en développement clinique.

Le pharmacophore général de ’HDACIi se compose de trois parties distinctes: le groupe
chélatant le zinc dans le site actif, le groupe cap de reconnaissance responsable de la

sélectivité du sous-type HDAC et un lieur hydrophobe qui relie ces 2 groupes [31]

Linker ] N '
1 Zn-binding :
'\ group ’

Cap

Figure 9: Pharmacophore général pour les inhibiteurs de '"HDAC
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4.1. Les inhibiteurs naturels

Un grand nombre de HDACi provient de sources naturelles. Plusieurs ont été isolés de

microbes, d'autres proviennent des champignons, d'organismes marins ou de plantes. [31]

4.1.1. Trichostatin A

La trichostatin A (TSA) a été le premier inhibiteur d'HDAC découvert et 1'un des premiers
composé€s ayant pass€ les essais cliniques. Il a été isolé pour la premicre fois en 1976 a partir
de la bactérie Streptomyces hygroscopicus, comme antibiotique antifongique contre la
Trichophyton.[35]11 inhibe sélectivement les HDACs de classe 1 et II avec des valeurs ICs,
d'environ 20 nM, mais pas les HDACs de classe III (les sirtuines). Cependant, il existe des

rapports récents sur les interactions de cette molécule avec la protéine Sirt 6.[36]

8] 8]

OH

I=

Figure 10:Structure de l'inhibiteur Trichostatin A

4.1.2. La romidepsine

La romidepsine, ¢galement connue sous le nom d'Istodax est un produit naturel obtenu a
partir de la bactérie Chromobacterium violaceum. C’est un agent anticancéreux utilisé dans le
lymphome cutané a cellules T et d'autres lymphomes périphériques a cellules T.[37] Dans
certaines lignées cellulaires cancéreuses humaines, la romidepsine inhibe les HDAC a des

niveaux dix fois supérieurs a ceux du TSA [31] avec un ICs, de 1.5 nM.[38]

12



Chapitre 1 : Histone désacétylase

Figure 11:Structure de I'inhibiteur romidepsine

4.1.3. La Pomiférine

La pomiférine est un isoflavone prénylée, isolée a partir de L'Oranger des Osages
(Maclura Pomifera). 11 a des propriétés antioxydantes qui le différe des autres inhibiteurs
HDAC connus. Il inhibe la croissance des lignées cellulaires cancéreuses humaines pour le
cancer du sein, du colon, des reins, des poumons et de la prostate. Il a également démontré la

capacité d'inhiber les HDAC a de faibles concentrations micromolaires (ICso~ 1uM). [31]

Figure 12:Structure de l'inhibiteur Pomiférine

4.1.4. Le butyrate de sodium

Le butyrate de sodium est un acide gras a chaine courte produit par les bactéries
endosymbiotiques lors de la fermentation des fibres alimentaires. 11 inhibe 'HDAC[31]avec

un ICSO de 365MM [39]
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Figure 13:Structure de I'inhibiteur butyrate de sodium

a

4.1.5. L'apicidine

L'apicidine a été isolée a partir du champignon Fusarium pallido roseum comme agent

antiprotozoaire. Il inhibe ’'HDAC avec un ICso d’environ 1 nM.[31]

R,—N
1 — . o R3
o
oy\njﬁu \/\/ﬁ)\
HN,, NH o
R2 (@]

Figure 14:Structure de l'inhibiteur apicidine

4.2. Les inhibiteurs synthétiques

4.2.1. Le Vorinostat (SAHA)

Le vorinostat (SAHA) commercialisé sous le nom de Zolinza est un inhibiteur d'histone
désacétylase utilisé dans le traitement des lymphomes cutanés a cellules T. C’est le premier
inhibiteur d'histone désacétylase approuvé aux Etats-Unis par la FDA. Il inhibe les HDAC de

classe I et II pour une concentration d'environ 50 nM. [40]
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Figure 15:Structure de l'inhibiteur vorinostat

4.2.2. Mocetinostat

Le mocétinostat (MGCDO0103) est un benzamide qui inhibe I’histone désacétylase. Il est
soumis a des essais cliniques pour le traitement de divers cancers, notamment le lymphome
folliculaire, le lymphome de Hodgkin et la leucémie myéloide aigué. Il inhibe 1’histone

désacétylases[41] avec un ICsq d’environ 0.15 uM. [42]

Z N
l
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| H H
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Figure 16:Structure de l'inhibiteur Mocetinostat

4.2.3. Panobinostat

Le panobinostat est un médicament de Novartis pour le traitement de divers cancers. 11
s'agit d'un acide hydroxamique agissant comme un inhibiteur non sélectif des histones
désacétylases. En 2015, il a regu l'approbation de la FDA et de 1'Agence européenne des
médicaments pour une utilisation chez les patients atteints de myélome multiple.[43] Il inhibe

les HDACs de classe I, IT et IV avec un ICso d’environ 13,2 nM.[44]
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Figure 17:Structure de I'inhibiteur Panobinostat

4.2.4. Belinostat

Belinostat (PXD101) est un dérivé d'acide hydroxamique [45] inhibant I'histone
désacétylase avec un ICsqo d’environ 0,02uM.[46]11 a été développé par TopoTarget pour le
traitement des tumeurs malignes hématologiques et des tumeurs solides. Il a ét€ approuvé en

juillet 2014 par la FDA américaine pour traiter le lymphome périphérique a cellules T. [47]

\ O
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Figure 18:Structure de l'inhibiteur Belinostat

4.2.5. Entinostat

L'Entinostat, également connu sous le nom de SNDX-275 et MS-275, est un benzamide
qui inhibe les HDAC1 et HDAC3 de classe I avec un ICso de 0,51 uM et 1,7 puM,

respectivement. Il est en cours d'essais cliniques pour le traitement de divers cancers. [48]
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Figure 19:Structure de I'inhibiteur Entinostat

Tableau 2: Les inhibiteurs ’HDAC approuvés par la FDA des Etats-Unis et en chine pour le

traitement des différents cancers.

Composé
Vorinostat
(SAHA)
Belinostat
(PXD 101)
Panobinostat
(LBH 589)
Romidepsin
(FK288)
Chidamide
(HBI-8000)

Approuvé
FDA
(2006)
FDA
(2014)
FDA
(2015)
FDA
(2009)
Chine
(2015)

Traitement
Lymphome cutané a cellules
T (CTCL)
Lymphome T périphérique
(PTCL)
Lymphome cutané a cellules
T (CTCL)
Lymphome cutané a cellules
T (CTCL)
Lymphome T périphérique
(PTCL)
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Chapitre 2 : Docking moléculaire

1. Introduction

L'interaction entre une protéine et son substrat est la premiere étape de la plupart des
réactions biologiques.[49]Elle permet la régulation de certains processus, la transmission des
signaux ou encore la catalyse de diverses réactions biochimiques.[S0]Etudier les détails de ces
interactions, a I'échelle moléculaire grace au docking moléculaire, s'aveére donc d'un trés grand

intérét.[S1]

Initi¢ au début années 1980, [S2]le docking moléculaire ou amarrage moléculaire in silico,
vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir des molécules isolées. Il consiste
a trouver les modes de liaison les plus favorables d'un ligand a la cible d'intérét, ce qui est
considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher et plus rapide que l'utilisation
d'une des méthodes expérimentales in vitro. Le docking a émergé au cours des trois derniéres
décennies, poussé par les besoins de la biologie moléculaire structurale et la découverte de
médicaments structurels. Il a été grandement facilité par la croissance spectaculaire et la
disponibilité des outils informatiques, et la facilit¢ d'acces aux bases de données

biomoléculaires.[53,2]

2. Les types du docking moléculaire

I1 existe trois types de docking moléculaire : le premier est le Docking rigide qui est basé
sur le modéle « clé-serrure ». Proposé en 1894 par Emile Fischer, ce docking considére la
protéine et le ligand comme corps rigides. Cette procédure est la plus simple et la plus rapide
a réaliser, car la taille de l'espace de recherche est beaucoup plus petite, mais si la
conformation du ligand n'est pas correcte, la probabilité de trouver un ajustement
complémentaire sera plus faible. Elle demeure toutefois encore souvent employée pour

I’amarrage protéine-protéine.

Le deuxiéme type est le docking semi-flexible qui est souvent utilis¢é pour I’amarrage
protéine-ligand. Le ligand étant considéré comme flexible et la protéine gardée rigide.
Cependant, certaines protéines présentent naturellement des régions de grande flexibilité,
subissant des réarrangements considérables en présence d’un ligand. Dans ce cas, négliger la
flexibilité de la protéine peut mettre en péril la fiabilité des résultats du docking, et rend
nécessaire 1’utilisation d’approches capables de tenir compte de la flexibilit¢ du systeme

entier.
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En revanche, la troisieme classe qui est le docking flexible traite la flexibilit¢ des deux

molécules, mais la flexibilité permise reste limitée. [54, 55,51]

3. Principes théoriques du docking moléculaire

Le docking peut étre réalisé en deux étapes complémentaires: la premicre consiste a placer
le ligand dans le site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et
orientations possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les
plus favorables. La deuxieme étape est celle du classement (scoring). Elle consiste a évaluer
I’affinité entre le ligand et la protéine, et de donner un score aux poses obtenues lors de la
phase de docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles

proposé.[54]

Idéalement, les algorithmes de docking devraient étre capables de reproduire le mode de
liaison expérimental et la fonction de scoring devrait également le classer le plus haut parmi

toutes les conformations générées.[51]

1- Représentation 4- Regroupement,

Classement et selection:
- re-scoring
- donnée expérimentale

2- Recherche
- conformationnelle:

-rigide (rotation et
translation)

-flexible: résidus,
chaine carbonée,
domaine

3- Minimiseur
évaluation du score

5- Affinement
-minimiseur
- dynamique moléculaire

Figure 20:Schéma du protocole général de docking
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Les fonctions de notation (scoring) prédisent des facteurs tels que : la force de van der
Waals, I'énergie de liaison, les effets de solvatation, les effets d’entropie, le nombre des
liaisons hydrogénes formées entre la protéine cible et le ligand, et d'autres types d'interactions

intermoléculaires (interactions hydrophobes et électrostatiques).[56,54]

Le score est globalement une approximation de I’énergie libre résultant du passage de la
forme libre de la protéine et du ligand a 1’association sous forme de complexe. Le principe

thermodynamique est le suivant[57]:

AG=AGcomplexe-AGligand-AGprotéine
Théoriquement, le complexe est favorable si la variation d’énergie libre globale de

complexation est négative (AG complexation <0)[54]

Les fonctions de scoring peuvent étre divisées en quatre classes principales: la premicre
détient les fonctions basées sur le champ de force (force field-based) qui décident I'énergie de
liaison en calculant la somme des interactions non-covalentes telles que les interactions

¢lectrostatique et les interactions de van der Waals.

La deuxieme classe englobe les fonctions de scoring empiriques ou les éléments tels que
la liaison hydrogene, l'interaction ionique, I'effet hydrophobe et 1'entropie de liaison sont pris
individuellement et multipliés séparément par un coefficient pour donner un score individuel.

Tous les scores sont ensuite résumés pour obtenir un score final.

La troisiéme classe quant a elle regroupe les fonctions basées sur les connaissances
(knowledge-based). Ces fonctions utilisent une analyse statistique des interactions ligand-
protéine. Elles sont basées sur la théorie selon laquelle s'il existe une interaction €élevée entre

une protéine particuliére et un ligand, la probabilité de les combiner est tres élevée.

La derniere classe est la plus récente, elle regroupe les fonctions de notation basées sur le
consensus. Ces fonctions combinent les scores de tous les programmes de scoring et donnent
un score final afin de minimiser les erreurs et trouver le ligand parfait pour une

macromolécule cible donnée. [58,56]

4. Applications du docking moléculaire

Le docking moléculaire peut démontrer la faisabilité de toute réaction biochimique telle

qu'elle est effectuée avant la partie expérimentale. Dans certains domaines, le docking a
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révolutionné les résultats. En particulier, quand il s'agit des études structure-activité ou il peut
p q g p

prédire l'activation ou l'inhibition de la protéine cible.

En combinaison avec le scoring et grace au criblage virtuel des différentes bases de
données, le docking permet I’identification des molécules potentielles (hits) qui peuvent cibler
la molécule d'intérét, afin de découvrir des candidats médicaments. Il permet aussi
I’optimisation des molécules identifiées pour développer des médicaments plus puissants,
sélectifs et efficaces.[59,53] Il est aussi appliqué pour fournir des hypotheses des différentes
interactions afin de faciliter les prédictions des études de mutagenese, et aider la
cristallographie aux rayons X dans l'adaptation des substrats et des inhibiteurs a la densité
¢lectronique. Le docking peut également étre utilisé dans les études des mécanismes

chimiques et la conception de la bibliothéque combinatoire. [53]

5. Les étapes du docking moléculaire

Les étapes clés communes a tous les protocoles de docking, commencent d’abord par le
choix des structures 3D de la macromolécule cible et le ligand. Puis, chaque structure doit étre
préparée conformément aux exigences de la méthode utilisée. Apres le docking, les résultats

doivent étre analysés.[53]

4)[ Target Selection ] { Ligand Selection ]<_

Y Y
[ Target Preparation ] [ Ligand Preparation ]

Docking

Y

f Evaluating Docking ]
L Results J

Figure 21: Les étapes clés du docking moléculaire
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6. Les outils du docking moléculaire

Comme chaque protocole expérimental, I’application pratique du docking moléculaire

nécessite la disponibilité de plusieurs parameétres qui sont :
a. Protéine

L'application pratique du docking moléculaire nécessite avant tout la disponibilité de la
structure tridimensionnelle (3D) de la cible d’intérét (Enzyme dans notre cas),[59] qui peut
étre facilement acquise depuis les bases de données protéiques notamment la PDB « Protein

Data Bank ».

La PDB est une collection mondiale de données sur la structure 3D de macromolécules
biologiques : protéines essentiellement et acides nucléiques. Ces structures sont
principalement déterminées par cristallographie aux rayons X, microscopie électronique ou
par la résonance magnétique nucléaire (RMN). En plus des structures 3D, on y retrouve
¢galement des informations sur la structure primaire, les hétéroatomes, la structure secondaire
et les coordonnées atomiques X, Y et Z qui déterminent la position exacte de chaque atome

dans une conformation donnée. [60]

Ces données expérimentales appartiennent au domaine public et peuvent étre consulté
gratuitement depuis les sites internet de la banque.[61]Si la cible n’est pas encore déposée au
niveau de la banque, et cette derni¢re contient une protéine avec des séquences similaires, la
modélisation par homologie intervient afin de construire la structure 3D de la cible

souhaitée.[54]
b. Ligand

L’acquisition des structures du (ou des) ligand(s) est une étape importante et indispensable
dans le processus du docking moléculaire. Ces structures peuvent étre obtenues a partir de
diverses bases de données (ZINC, PubChem...etc), ou construits grace aux programmes de
modélisation moléculaire (Chemsketch, Titan...etc) ou les différentes structures sont générées
par optimisation de géométrie. Ces structures sont gouvernées par les lois de la chimie

quantique.[62, 54]
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c. Les programmes du docking

Les logiciels de docking moléculaire sont des outils tres utiles en biologie, pharmacie et
médecine.[49]A I’heure actuelle, plus de 30 programmes de docking moléculaires
(Commerciaux ou non) sont disponibles. Les plus fréquemment cités sont : Surflex, GOLD,
FlexX, DOCK et AutoDock. Ils permettent un criblage rapide de vastes librairies de
composés. Ces programmes reposent le plus souvent sur des algorithmes spécifiques tel que :

I’Algorithme génétique (GA), l'algorithme de Monte Carlo (MC) et I’Algorithme de

construction incrémentale (IC)...etc,[63,64]

Tableau 3: les principaux programmes de docking moléculaire, le nom de leur éditeur
et le site Internet

Prog , : I’Editeur Site Internet
docking moléculaire
AutoDock Scripps http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
Dock UCSF http://dock.compbio.ucst.edu/
FlexX BioSolvelT http://www.biosolveit.de/FlexX/
Fred OpenEyes http://www.evesopen.cor}:l/]];r]oducts/apphcatlons/ fred
Glide Schrodinger http://www.schrodinger.com/Products/glide.html
Gold CCDC http://www.Ccdc.cam.ac;igjproducts/hfe_sc1ences/ g
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html
LigandFit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit. html
Surflex Biopharmics http://www.biopharmics.com/products.html

Dans ce travail, nous avons utilisé le programme AutoDock qui est une suite de logiciels

libres et gratuits utilisés pour le docking moléculaire. [64]
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5. Matériels

Le travail que nous avons réalisé fait appel a plusieurs programmes et outils

informatiques :

5.1. Micro-ordinateur

Dans cette étude, nous avons utilisé un Laptop avec un processeur Intel® 1.60GHz, 2 Go

de RAM et un systéme d’exploitation Windows 8.1 Professionnel (64 bits).

5.2. Programmes

Plusieurs programmes ont aidé a mettre en ceuvre notre travail:
5.2.1. Titan

Titan (1.0.1) est un logiciel de modélisation moléculaire qui nous a permis de faire la

construction des structures des différents inhibiteurs issue de la littérature.

Im Titan - X39:Molecule001 - =
File Edit Model Geometry Build Setup Display

D|S[e||] v| +[x|°[%| [ Al olaln] $[s] e|da] e 5

Options Help

Entty | Expert | Peptide |

Groups | [&lene -
Rings | [Berzene  +|

F] ——— | »|EEEEEEEEEEENNENNEEENNEENNEEN|

|Minimizer is active.

Energy() = [44223 kcalimol -]

S

Figure 22:Interface du programme Titan.
5.2.2. OpenBabel

Le logiciel libre OpenBabel est principalement utilis¢é dans des applications de chimio-
informatique. [65] La version 2.0.2 d’OpenBabel nous a été utile pour la conversion des

différents fichiers d'un format a un autre.
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FY OpenBabelGUI - o HEN
File View Help
==+ THPUT FORMAT -~ «-- OUTPUT FORMAT -~
o — Proten Data Bark format ] [ Fematinfo comverT i — SVRES format v| | Fomatin
(] Use trs format for al irput fes (grare fle extensons)
Deiforrelationis) Output fle.
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| Start import atmoleaule # sedfied
#speciied
) Allngast fies descrbe  single molecue

[inputbeiow Gorcee i)
I

Cl0utput below orly o sutput fie)

[ Delete Hydrogens
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] addHyerogens speropriate for pH

] Convert dative bonds 2.0, H+{10])=0 (=C)=0
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[ Disabie bonding entrey

[ o mokecade name:

] mokecuke name orly

] rodiclslower case eg ethy= Cc

Figure 23:Interface du programme OpenBabelversion 2.0.2
5.2.3. YMD

VMD (Visual Molecular Dynamics) est un programme de graphique moléculaire congu
pour l'affichage et I'analyse des assemblages moléculaires, en particulier les biopolymeres tels

que les protéines et les acides nucléiques.[66]

Dans notre travail, nous avons utilisé la version 1.8.7 de VMD pour la visualisation et la

préparation des différents complexes protéine-ligand.

M VMD 1.8 OpenGL Display i VMD Main - ol

Fle Moecue Graphcs Dispiay Mouse Edtensons heip |

DT A D F Molecuie Atoms __ Frames  vol
0 T ADEF dylpdd 10080 1 0

W s e per——ai]

Figure 24:Interface du programme VMD versionl1.8.7
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5.2.4. AutoDock

Le docking des différents complexes a été réalisé grace au programme AutoDock. Il s’agit
d’une suite de logiciels libres qui se compose de deux sous programmes: AutoDock et
AutoGrid. [53] Dans le présent travail, la version 4.2.6 d’AutoDock a été utilisée avec son

interface graphique AutoDock Tools version 1.5.6.

Fé AutoDockToals = (=

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds ~ Grid3D  Help

FEY £ ¢SS e e

ADT4.2 | Ligand  Flexible Residues Crid Docking Run  Analyze

T
<y
DashEanrd] AmMDII TUU|SI
Sel | v|lcvp ¥|
=
R A2z Erhgdsaa
= All Molecules BB BB VY
Current Selection %% %%V
56 O800oOVY
B % aiytprot O®ooooVY
|Mnn,:|Nnne Time:[16.064  Selected: [ IS Jone 100% spin off_— |FR:[ 8.0 [@ @

Figure 25:Interface grapohique AutoDock Tools 1.5.6

5.2.5. Excel

Microsoft Excel est un logiciel tableur de la suite bureautique Microsoft Office développé
et distribu¢ par 1'éditeur Microsoft. Il intégre des fonctions de calcul numérique,
de représentation graphique, d'analyse de données et de programmation.[67] Nous avons

utilis¢ Excel pour dessiner la courbe de corrélation linéaire et calculer le coefficient de

corrélation « r ».

5.2.6. PYMOL

PyMOL est un systétme de visualisation moléculaire maintenu et distribué par

Schrodinger.[68] La version 0.99rc6 de PyMol a été utilisée pour la visualisation des résultats

obtenus.
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5 | PyMOL Viewer

Figure 26:Interface du programme PyMol version 0.99rc6

5.2.7. Discovery studio visualizer

Biovia Discovery Studio Visualizer est une suite de produits fournissant des

fonctionnalités pour visualiser, analyser et partager des données biologiques et chimiques. [69]

La version 20.1.0 de DS visualizer a été utilisée pour la visualisation des résultats obtenus

et la génération des diagrammes 2D des interactions ligand-Cible.

[=[E] = ]

Discovery Studio Visualizer -
| Macromolecules | Simulation [EETTIST ENRR TS| Pharmacophores | Small Molecules My Tools

Ghen -BRE 9 ” XEXH B & 8Osy Sty - Nen-bond Interactons...
[Ebesam | Ewra@ | [leae

5 - 0 [ [Sleatrugend 10 | [Elmer_tigend 1@ ‘ o_-o

| Felsssrd | [efseetn)

# [ [+ ]os wekcome

ptor and ligand.

Display receptor-igand interactions.

Ligand Interactions.
Interaction Options.

Interactions
[ conventional HydrogenBond [ Fi-Fi Stacked

[ carbon rydrogen Band [ PriTshaped

[ sufurx [ A
B Fisoma [ Pkt
[ prsuifur

Figure 27:Interface du programme Biovia Discovery studio visualizer version 20.1.0
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5.3. Banques de données

5.3.1. PDB

La PDB est une collection mondiale de données des structures tridimensionnelles des
macromolécules biologiques [70]. En 2020, la PDB répertorie plus de 165 000 structures

macromoléculaires issues de différents organismes.

Cette banque nous a permis d’obtenir la structure 3D de notre molécule cible ainsi que les

structures des différentes complexes protéine-ligand utilisés pour le test de fiabilit¢ par
RMSD.

RCSBPDB Depost ~ Search - \Visualize -~ Analyze -~ Download -~ Leam~ More ~

A Structural View of Biclogy

This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about the
30 shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblics that nelps
students and researchers understand all aspects of biomedicine and agriculture,

~ ’
#™ Deposit from protein synihesis to health and disease

/S a member of the vawPDB, the RCS3 PDS curales and annotates PDB dala.
Q Search )
The RCSB PDB builds upon the data by creating toots and reseurces for

research and education in molecular bialogy, structural biology, computational
Eal Visualize biology, and beyond,

i Analyze

£» Download

_ CORONAVIRUS

W Leam

Figure 28:1.a page d'accueil de la banque PDB
5.3.2. PubChem

PubChem est une banque de données américaine de molécules chimiques gérée par
le National Center for Biotechnology Information (NCBI). Elle répertorie plusieurs millions
de composés avec une grande quantité de données de divers ordres : chimique, biochimique,
pharmacologique, production, toxicologie, environnemental, etc.[71]Elle a été utilisée pour le

téléchargement des similaires de I’inhibiteur de la protéine cible.
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Figure 29:La page d'accueil de la banque PubChem

5.4. Outils web
5.4.1. SwissADME

SwissADME est un outil Web qui donne acces gratuitement a un ensemble de modeles
prédictifs rapides mais robustes pour les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques
d’un composé.[72] Nous avons utilis¢ ce serveur pour la prédiction des propriétés

physicochimiques et pharmacocinétiques des inhibiteurs développés.

About us

Click2Drug | SwissDock  SwissParam  SwissSidechain  SwissBioisostere  SwissTargotPrediction  SwissADME  SwissSimilarity

E SwissADME

Swiss Institute of
Bioinformatics

Home FAQ Help Disclaimer

This website allows you to comgute physicochemical descripters as well as to predict ADME parameters, pharmacokinetic properties,
druglike nature and medicinal chemistry friendliness of one or multiple small molecules to support drug discovery.

The main article describing the web service and its underlying methodologies is SwissADME: a free web fool to evaluate
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules. Sci. Rep. (2017) 7:42717.

For details about development and validation of ILOG, please refer to this article: iLOGP: a simple, robust, and efficient description of n-
octanolfwater partition coefficient for drug design using the GB/SA approach. J. Chem. Inf. Model. (2014) 54(12):3284-3301.

For details about development and validation of the BOILED-Egg, please refer to this article: A BOILED-Egg to predict gastrointestinal
absorption and brain penetration of small molecules. ChemlliedChem (2016) 11(11):1117-1121.

Developed and maintained by the Molecular Modeling Group of the SIB | Swiss Institute of Bioinformatics.
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R
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Figure 30: La page d'accueil du serveur SwissADME
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5.4.2. PreADMET

Pre ADMET est une application web qui permet une prédiction rapide des propriétés
physico-chimiques et des propriétés médicamenteuses. Elle fournit des informations
numériques utiles concernant l'absorption, la distribution, le métabolisme, l'excrétion et la
toxicité (ADMET) d’un composé chimique.[73] Dans le présent travail, ce serveur nous a été

utile pour la prédiction de la toxicité potentielle de nos inhibiteurs d’intérét.

MOLmoland sd fle  Molecular descriptors  Druglikeness  ADME Prediction  Toxicky prediction  Logln  Register Q& Login f w g in
Yz ADMET e —
e {7 B138A, YONSE| ENGINEERING RESEARCH COMPLEX, YONSEI UNIVERSITY, SEGUL. REPUBLIC OF KDREA,
Home  About @ Druglkeness {4 ADME  # Toxicity ~ Community  Commercial
Welcome to the PreADMET Lastest News
s,  G-SFED and Human Nephratoxicity
W@ models will be added in Aug 2017

PreADMET is a web.-based application for predicting ADME data and building drug-like library using in silico method,
SreADMET ver 2.0 | ommercially avallable I th

B Drug-Likeness Prediction £
LipinskiT rule ke rule, Drug DB like rul
ADME Prediction
Cheminfarm,
aco-2. MDCK. BAB, HIA, plasima protein binding and skin permeability data

TD)(\City Prediction - [2008/10]) New release of PreADMET

PreADMET Ver 2.1 is coming seon in
this month.

i ¥2,0 windows version

Figure 31:La page d'accueil du serveur Pre ADMET

6. Méthodes
6.1. Le choix de la cible

La structure 3D de notre cible ’Histone désacétylase (’'HDAC) est disponible via la
banque de données PDB. Cette derniére nous a proposé 183 complexes de structures
cristallographiques de I’HDAC humaine dont les 11 meilleurs sont représentés dans le
tableau N°4.

Tableau N° 4 :Code PDB des complexes " ’HDAC/inhibiteur " avec leur résolution.

Code PDB Code ligand Résolution (A)

4lyl 20Y 1.57
5BWZ XCH 1.59
5IWG IWX 1.66
51X0 6EZ 1.72
3EWS8 B3N 1.8
2vaM HA3 1.8
41Xz SHH 1.85
1T64 TSN 1.9
2vaQ TFG 1.9
5DC5 B3N 1.94
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5FCW 5YA 1.979

La résolution de la protéine est une des données reflétant la qualité des structures ayant
permis de construire le modele cristallographique. Une résolution proche de 1A permet de

distinguer tous les atomes y compris les hydrogénes. [74]

C’est en se basent sur ce critere qu’on a choisi de mener notre étude sur le complexe
4L.Y1 de ’HDAC 2 humaine, Co-cristallisé avec 1’inhibiteur 2-Thiophenyl biaryl (20Y) ayant
la plus petite résolution (1.57 A) parmi toutes celles proposé par la PDB. La protéine a été

ensuite téléchargée sous format pdb et préparé grace au programme VMD.

Figure 32: Structures 3D du complexe 4L.Y1 issues de la PDB.

6.2. Préparation de la cible

Un fichier de structure PDB typique n’est pas adapté pour une utilisation immédiate. Une
préparation précoce de la structure protéique a 1’aide de VMD est indispensable avant de
passer au docking moléculaire. La préparation de la cible consiste a éliminer les molécules
d’eau, le ligand de la Co-cristallisation ainsi que les autres chaines de 1’enzyme pour ne
laisser qu’une seule chaine (chaine A) avec un site actif libre. La cible est ensuite enregistrée

dans un fichier au format pdb.
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(A)

Figure 33:(A) Chaine A de la protéine 4L.Y1sans I’inhibiteur (B) Chaine A de la protéine
4L.Y1 avec I’inhibiteur 20Y

(A) (B) ()
Figure 34:(A) Chaine A de la protéine 4L.Y1 avec I’inhibiteur 20Y (B) Chaine A de la

protéine 4LY1 avec le site actif (C) L’inhibiteur 20Y dans le site actif de la protéine 4LY1

6.3. Construction des lisands

Les ligands utilisés dans ce travail ont été construits grace au programme Titan. Ce dernier
nous a permis de faire la construction de 42 inhibiteurs de I’HDAC issus de la littérature.
Chaque inhibiteur a subit par la suite une optimisation de sa géométrie grace a la fonction de

minimisation d’énergie avant de I’enregistrer sous format pdb.
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6.4. Protocole de docking par AutoDock

Plusieurs étapes de préparation sont nécessaires avant de pouvoir effectuer un docking
moléculaire avec AutoDock. Ces étapes consistent en la préparation de la protéine et du

ligand a l'aide d'AutoDockTools, la préparation du site actif et le docking proprement dit.

L’étape de la préparation de la cible commence par 1’addition des hydrogenes polaires liés
aux atomes ¢€lectronégatifs (comme 1’oxygéne et le nitrogene). Puis, les charges de Kollman

sont attribuées a tous les atomes de la protéine avant que celle-ci ne soit exportée dans un

fichier sous format pdbgqt.

T AutoDockTools = =

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Grid3D Help

BAEY P EmeEw
W Ligand Flexible Residues  Grid Docking Run  Analyze
~

{_=|

—
DashBoard | AniMol | Tools
Sel.:| »|[cvp v
g
A7z | SEEEEWLY
¥ All Molecules 2B %% BB VY
Current Selection B%%%% VY
B Fdiytprot O0eCOOOVY
|Mod.: Nane Time:[3391  Selected: [ I NENEEIIN )one 1007 Spin of — |FR:[15.9 @

Figure 35: La préparation de la protéine avec I’interface graphique AutoDock Tools

La deuxieéme étape consiste a préparer les ligands préalablement construits avec Titan en

ajoutant les hydrogenes polaires. Les ligands seront ensuite exportés a leurs tours dans des

fichiers sous format pdbqt.
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Figure 36:La préparation du ligand avec I'interface graphique AutoDock Tools

La troisieme étape quant a elle implique la préparation du site actif de ’enzyme par la
définition d’une zone de recherche appelée “la grille”. Cette grille est déterminée grace a une
boite tridimensionnelle dénommée « Grid box » qui doit étre centrée sur le ligand de référence
au sein du site actif suivant les cordonnées x= 23.182, y= -17.953, et z= 1.758 avec les
dimensions 40x40x40.Elle doit également étre suffisamment grande pour inclure enticrement

n’importe quel autre ligand.
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Figure 37: Positionnement de la boite dans le site actif de I’enzyme 4LY1

Les données extraites de cette étape seront ensuite enregistré dans un fichier sous format
gpf (grid parameter file) exécutable par le sous—programme AutoGrid4 afin de calculer des

énergies d'interaction potentielles entre les différents types d'atomes de la macromolécule

34



Chapitre 3 : Matériels et méthodes

envers le ligand en générant un fichier output sous format glg (Grid LoG file) indispensable

pour le docking moléculaire.

La derniére étape consiste a préparer un fichier de paramétrage sous le format dpf
(docking parameter file) indispensable pour le docking avec AutoDock. Ce fichier de
paramétrage contient le nom des fichiers du ligand et de la cible, les coordonnées du site actif
de la cible, l'algorithme a utiliser et le nombre d'exécutions a effectuer. Dans notre travail,
nous avons choisi d’utiliser 1’ Algorithme Génétique de Lamarkian (AGL) avec ses paramétres

par défaut.

Les résultats de docking effectués par le programme AutoDock sont générés dans un
fichier dlg (Docking LoG file). Ce fichier fournit les conformations spatiales des 10 meilleures
positions du ligand dans le site actif de I’enzyme, leur énergie d’interaction ainsi que les

valeurs de leur I’écart quadratique moyen (Root Mean Square Deviation ou le RMSD).

6.5. Tests de fiabilit¢ du programme de docking

Avant d’aborder 1’étude de docking moléculaire, il ¢était indispensable de
vérifier la fiabilité du programme AutoDock au moyen de 3 tests : le test par RMSD, I’analyse

visuelle et le test de corrélation linéaire.

6.5.1.Test de corrélation linéaire

Le coefficient de corrélation linéaire « r»est un coefficient statistique permettant de
mettre en évidence, une liaison entre deux types de séries de données. [75]Plus le coefficient
est proche de 1, plus la relation linéaire positive entre les variables est forte et évolue dans le

méme sens.[76]

Dans ce travail, ce test a ¢été utilisé pour mesurer l'intensité et le sens de la relation
linéaire entre le score de 42 inhibiteurs de ’HDAC calculé par le logiciel AutoDock et leur

ICso (la concentration inhibitrice 50) déterminée expérimentalement.

6.5.2. Test RMSD

Le RMSD (Root Mean Square Deviation) est la mesure de la distance moyenne entre les
atomes des molécules superposées. Il est souvent utilisé pour valider le protocole du docking

en comparant la conformation d’un complexe protéine-ligand congu par le logiciel du docking
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vis-a-vis de la conformation cristallographique de référence (observée expérimentalement).Si
le protocole utilisé est capable de produire une pose similaire & la configuration

expérimentale, cela signifie que le docking est validé.

Il est considéré que les meilleurs protocoles du docking générent des valeurs RMSD
inférieure a 2 A. Cette valeur est un seuil au-dessus duquel la précision du positionnement est

jugée mauvaise, entrainant l'invalidation du protocole.[77, 78]

Pour cette étude, le calcul de la valeur RMSD a été effectué sur 100 complexes protéine-

ligand tirés arbitrairement de la PDB.

6.5.3. Analyse visuelle

Une inspection visuelle des structures co-cristallisées et prédites est une étape
indispensable pour la confirmation des résultats obtenus avec AutoDock, le calcul du RMSD,

ainsi que la précision du positionnement.

Le docking de la pose prédite est jugé fiable si la conformation et son orientation ainsi que
toutes les interactions clés sont similaires a celles de la structure originale du ligand de

référence. Dans le cas contraire, le positionnement est déclaré incorrect. [78]

6.6. Le criblage virtuel des similaires

Le test de corrélation linéaire nous a permis de faire ressortir le meilleur inhibiteur de
I’HDAC parmi les 42 étudiés. Ce composé a ¢été pris comme structure de départ pour la
recherche d’une collection de similaires chimiques via la banque de données PubChem. Ces
similaires chimiques ont été par la suite téléchargés sous format sdf puis convertis en pdb

avant de faire le docking.

6.7. Modification par substitution

La structure du meilleur composé similaire ayant présenté le meilleur score a subi par la
suite des modifications structurales par mono-substitution en ajoutant un seul groupement

fonctionnel au niveau d'une seule position par rapport a la structure de départ.

Le meilleur composé issu de la mono-substitution a fait I’objet d’une bi-substitution afin

d’améliorer davantage son score.
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Figure 38:Les 15 groupements ajoutés pendant la mono-substitution et la bi-substitution

6.8. Prédiction ADMET

Outre une affinité qui lui confére une activité biologique, un candidat médicament doit
étre facile a administrer et doit atteindre sa cible en concentration suffisante pour étre efficace.
C’est pourquot la prédiction des propriétés ADMET joue un réle crucial dans le processus de

la conception des médicaments.[79]

ADME est une abréviation pour « Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion», elle
décrit la disposition d'un composé pharmaceutique au sein d'un organisme.[80]Alors que le

« T » représente la toxicité potentielle de ce composé.

Dans ce travail, nous avons calculé¢ et simulé les propriétés physico-chimiques et
pharmacocinétiques des composés issus de la substitution en utilisant le serveur SwissADME,

alors que la toxicité potentielle a été prédite en utilisent le serveur PreADMET.

6.8.1. Propriétés physico-chimiques

6.8.1.1. Reégle de Lipinski

Christopher A. Lipinski a défini un ensemble de critéres permettant de déterminer si un
composé¢ chimique possede des propriétés physico-chimiques qui en feraient de lui un
médicament oralement actif chez I'homme. Il observe que les molécules ayant le plus de
chances d’étre absorbées par voie orale doivent satisfaire au moins trois des caractéristiques

suivantes[81] :
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1) Le poids moléculaire doit étre inférieur a 500 Dalton.

2) Le coefficient de partage octanol-eau (LogP) doit étre inférieur a 5.

3) Le nombre d’accepteurs de liaison hydrogene doit étre inférieur ou égal a 10
4) Le nombre de donneurs de liaison hydrogéne doit étre inférieur ou égal a 5.

5) Le nombre de liaisons flexibles doit étre inférieur a 15.

6.8.1.2. Regle de Veber

Avec un objectif similaire, Veber et al. étendent la reégle de Lipinski en ajoutant deux
contraintes sur la surface polaire (TPSA) qui doit étre inférieure a 140 A2 et le nombre de

liaisons de rotation qui doit €tre inférieur ou égal a 10.[82]

6.8.1.3. Solubilité dans I’eau

La solubilité, le phénomene de dissolution du soluté dans un solvant pour donner un
systeme homogene, est I'un des parametres les plus importants pour atteindre la concentration
souhaitée d’un médicament dans la circulation systémique pour avoir la réponse
pharmacologique anticipée.[83] La possession d'une molécule soluble facilite grandement de
nombreuses activités de développement de médicaments, surtout pour les projets de

découverte ciblant 'administration orale. [72]

6.8.1.4. Accessibilité a la synthése

L'évaluation de I’accessibilité¢ synthétique (SA) d'un candidat médicament est un
processus permettant de déterminer la facilité de synthése des composés chimiques. Cette
tache joue un role important dans la découverte et le développement des molécules
thérapeutiques, quelle que soit la méthode avec laquelle elles étaient identifiées.[84]Dans
notre cas, l'accessibilité synthétique des molécules a été évaluée avec un score entre 1 (facile a

synthétiser) et 10 (tres difficile a synthétiser).

6.8.2. Propriétés pharmacocinétiques

6.8.2.1. Absorption gastro-intestinal (GI)

La voie d’administration orale impose au médicament un passage a travers de la barriére
digestive. Ce passage peut se faire par simple diffusion passive ou fait intervenir des
phénomenes plus complexes avec la mise en jeu d’un systéme de transporteurs favorisant ou

au contraire limitant I’absorption. [85]
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6.8.2.2. BBB perméabilité

La capacité de nos meilleurs inhibiteurs a traverser la barriere hémato-encéphalique a été
simulé a I’aide su serveur SuissADME. Ce critére est important tant pour les médicaments
psychotropes, qui doivent exercer leur action dans le systéme nerveux central, que pour les

médicaments destinés aux organes périphériques, et qui ne doivent surtout pas y pénétrer. [86]

6.8.2.3. Inhibition des cytochromes P450

Les cytochromes P450 (CYP) sont des enzymes hépatiques intervenant dans le
métabolisme des substrats endogénes ou exogeénes, notamment médicamenteux. Les
principaux CYP impliquées dans le métabolisme des médicaments sont: CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4.Toutefois, en fonction de leur degré d'affinit¢ pour ces
enzymes, certains médicaments peuvent inhiber le métabolisme. C’est pourquoi 11 vaut mieux

choisir ceux qui ne sont pas inhibiteurs des cytochromes P450.[87]

6.8.3. Toxicité potentielle

Pendant le développement d’un candidat-médicament, la sécurité est toujours le probléme

le plus important, y compris une variété de toxicités et d'effets indésirables. [88]

L’évaluation de la toxicité d’un composé s’appuie sur des études qualitatives ou
quantitatives adéquates. Dans cette étude, le serveur PreADMET a été utilis€é pour simuler

certains critéres de toxicité selon les tests suivants :

6.8.3.1. Test d’Ames

Le test d'Ames permet de déterminer le potentiel mutagéne d'un composé chimique.
[89]Les souches de Salmonella typhimurium utilisées dans ce test sont des souches porteuses
d'une mutation dans un des génes gouvernant la syntheése de 1'acide aminé histidine, ce qui
rend ces souches incapables de pousser. Avec une fréquence trés faible, ces mutations His-
reversent spontanément vers His+ et donc les cellules retrouvent leur capacité a pousser sur
un milieu dépourvu d'histidine. Cette fréquence de réversion peut augmenter en exposant les
bactéries His- a des agents mutagenes. Ainsi, le test d'Ames permet de quantifier I'induction

de ces mutations réverses His+.[90]
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Figure 39:Principes du test d’Ames

6.8.3.2. Cancérogénicité

Les ¢études de cancérogénicité chez les souris et les rats ont joué¢ un rdle essentiel dans
l'identification de produits chimiques potentiellement dangereux pour I'hnomme. En fait, bon
nombre des agents cancérogénes connus chez 'homme sont également cancérogeénes chez ces

deux especes.

6.8.3.3. Inhibitionde ’hERG

L’hERG (human Ether-a-go-go-Related Gene) est un géne qui code pour un canal
potassique a tension variable, un ¢lément clé¢ dans la formation du potentiel d'action
cardiaque.[91]Le blocage pharmacologique de ce canal entraine des fibrillations en
cardiologie, c'est-a-dire une modification de l'onde QT sur 1'¢lectrocardiogramme ce qui peut

entrainer un arrét cardiaque.[92]

6.8.3.4. Tests de toxicité aigiie

La toxicité aigué€ résulte d’une exposition de courte durée suite a une absorption rapide du
toxique, par dose unique ou multiple, ne dépassant pas 24 heures. Les manifestations
cliniques se développent rapidement, en général, la mort ou la guérison surviennent sans

retard.[93]

Dans notre travail, la simulation de la toxicité aigué s’est faite sur quatre especes marines

qui sont : les algues (algae), les daphnies (Daphnia), les Medaka et les Minnow.
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Chapitre 4 : Résultats et discussion

Le travail qu’on a réalisé¢ peut étre réparti en quatre parties. La premicre, traite la
performance d’AutoDock afin de valider le protocole du docking qu’on cherche a employer.
La deuxiéme est consacrée a I’étude des interactions intervenant dans I’inhibition de ’'HDAC.
La troisieme quant a elle est destinée a la proposition de nouveaux inhibiteurs plus puissants,

Alors que la derniére partie consiste a prédire les proprié¢tés ADMET des inhibiteurs proposés

1. Tests de fiabilité du programme de docking
1.1. Le test RMSD

Dans notre cas, le test de fiabilit¢ RMSD a été réalisé sur 100 complexes protéine-ligand
arbitrairement tirés de la PDB. Les codes PDB des complexes utilisés et de leurs ligands ainsi
que les valeurs de leurs RMSD obtenues avec AutoDock sont démontrés dans I’ Annexe N°1.

Les résultats de ce test sont représentés dans la figure N°40.

m>2A
E2A

Figure 40: Résultat en pourcentage du test RMSD

La figure N°40 montre que 70% des valeurs RMSD obtenues avec le logiciel sont
inférieures 4 2A alors que seulement 30% sont supérieures a cette valeur seuil.
Conformément a la littérature [94], un programme de docking moléculaire n’est considéré
fiable que si la valeur RMSD du mode¢le congu par le programme vis-a-vis de la structure
cristallographique ne dépasse pas 2A. Dans notre cas, le programme AutoDock peut étre
utilisé sans trop risque d’erreurs pour prédire le positionnement correct d’un ligand au sein du

son site actif,
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1.2. Analyse visuelle

Toutefois, les résultats obtenus a partir du test RMSD restent insuffisants pour assurer la

fiabilité du programme de docking moléculaire. C’est pour quoi, une analyse visuelle reste

indispensable pour confirmer ces résultats. Elle, consiste & comparer le positionnement d’un

ligand généré par le programme du docking vis-a-vis de celui de référence obtenu a partir de

I’expérimentation. Dans notre travail, cette analyse a été réalisée sur 6 complexes présentant

une valeur de RMSD inferieure a 2A. Les codes PDB des complexes choisis, les codes de leur

ligand ainsi que les valeurs de leurs RMSD respectifs sont représentés dans le tableau N° 5.

Tableau N°5 : Les valeurs RMSD des complexes protéine/ligand choisis.

Code PDB

1YKR
20NZ
2R4B
5IX0
SPZQ

6MDA

Code ligand
628
™J
GW7
6EZ
93V
JED

RMSD (A)

0.40
0.24
0.44
0.13
0.45
0.35

Figure 41: Superposition de la pose de référence (Vert) du ligand 628 et celle calculée par

AutoDock (Bleu) du complexe 1'YKR
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Figure 42 : Superposition de la pose de référence (Vert) du ligand TMJ et celle calculée par
AutoDock (Bleu) du complexe 20NZ

Figure 43 : Superposition de la pose de référence (Vert) du ligand GW7 et celle calculée par
AutoDock (Bleu) du complexe 2R4B
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Figure 44: Superposition de la pose de référence (Vert) du ligand 6EZ et celle calculée par
AutoDock (Bleu) du complexe SIX0

Figure 45: Superposition de la pose de référence (Vert) du ligand 93V et celle calculée par
AutoDock (Bleu) du complexe SPZQ
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Figure 46: Superposition de la pose de référence (Vert) du ligand JED et celle calculée par
AutoDock (Bleu) du complexe 6 MDA

L’analyse visuelle des six composés choisis révele a chaque fois une superposition des
modeles de ligands simulés par Autodock vis-a-vis de ceux de référence. Ce qui renforce la

conclusion tirée du test RMSD et confirme davantage la performance d’ AutoDock.

1.3. Test du coefficient de corrélation linéaire

Afin d’évaluer le degré de corrélation existant entre les scores des inhibiteurs calculés par
le logiciel AutoDock et leur concentration inhibitrice 50 (ICso) obtenues expérimentalement,
le test de corrélation linéaire a été réalisé sur 42 inhibiteurs d’HDAC issus de la littérature. Le
score (AG) de ces inhibiteurs, leur structure, leur ICso ainsi que leur Log ICso sont représentés
dans I’Annexe N°2. Excel nous a été utile pour le tragage de la courbe de régression linéaire
(Figure N°47) ainsi que pour le calcule du coefficient de corrélation linéaire. I1 est a noter que

les valeurs Log ICso ont été utilisées afin de réduire la dispersion de I'ensemble de données.
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Figure 47 :La courbe de corrélation linéaire entre les Log ICso des inhibiteurs et leurs scores.

Avec un coefficient de corrélation égal a 0.647, il existe une certaine relation linéaire
positive entre I’énergie d’interaction des inhibiteurs obtenus par AutoDock et leur activité

biologique et qu’ils évaluent dans le méme sens.

Selon les travaux de Bensegueni A., (2007) [95] et Mokrani. E.H., (2012)[96] qui
démontrent qu’un programme de docking moléculaire est performant quand la valeur du

coefficient de corrélation linaire dépasse 0.5 on peut affirmer davantage la performance
d’Autodock .

2. Conclusion

Les résultats obtenus avec les tests de fiabilité : RMSD, I’analyse visuelle et la corrélation
linéaire nous ont permis de prouver la performance du programme AutoDock qui peut étre

utilisé par la suite pour I’étude in silico des interactions HDAC-inhibiteur.
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3. Etude des interactions enzyme-inhibiteur

Le test de corrélation linéaire fait ressortir le composé X35 (ACY-957) comme le meilleur
inhibiteur de ’'HDAC parmi les 42 étudiés et ce avec un score de -12.08 kcal/mol et un ICso
de 0,007uM [97].

—

Figure 48:1e positionnement de I’inhibiteur X35 dans le site actif de L’HDAC

L’analyse visuelle montre que le composé X35 est bien placé dans la cavit¢ de 'THDAC
ou il est stabilisé par cinq liaisons hydrogeénes. La premiére est formée entre le carbone du
cycle pipérazine de I’inhibiteur et le résidu Asp-104 du site actif avec une distance de 3 A. La
deuxiéme et la troisiéme sont formées entre I’oxygeéne du groupement amide de I’inhibiteur
X35 et les résidus His-183 et His-146 avec une distance de 2.27 A et 2.08A respectivement.
La quatriéme est formée entre I’azote du groupement amine de I’inhibiteur et le résidu Asp-
181 avec une distance de 2.20 A. La derniére liaison quant 4 elle est formée entre le sulfure du
thiophéne de I’inhibiteur et le résidu Arg-39 avec une distance de 3.01 A. Le composé X35
¢tablie également plusieurs interactions hydrophobiques avec les résidus : Met-35, Leu-144,

Phe-155, Phe-210 et Cys-156 de I’enzyme participant ainsi a sa stabilité au sein de la cavité.
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Figure 49 :Diagramme 2D des interactions du complexe : composé X35/HDAC

4. Proposition de nouveaux inhibiteurs de ’HDAC

4.1. Criblage virtuel des similaires

Afin d’améliorer I’activité inhibitrice de I’ACY-957 et de proposer de nouveaux
inhibiteurs plus puissants et sélectifs de 'THDAC, le compos¢é X35 a été pris comme structure
de départ pour le criblage d’une collection de similaires chimiques via la banque de données
PubChem. Avec un taux de similarité¢ de 85%, cette derniére nous a proposé¢ 250 composés
similaires. Le numéro d’accession de ces composés similaires et leur score sont illustrés dans

I’ Annexe 3.

Le docking moléculaire des composés similaires avec le site actif de la cible révele le
composé¢ S86 comme meilleur inhibiteur parmi les 250 criblés avec un score égal a -12.13

Kcal/mol.
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Figure 50:Le positionnement du similaire S86 dans le site actif de L’HDAC

La légere amélioration du score observé dans le cas du composé S86 (-12.13 Kcal/mol)
par rapport au composé de départ X35 (-12.08Kcal/mol) peut étre expliquée par la mise en
place de six liaisons hydrogénes dans le cas du composé S86 au lieu de cinq dans le cas du
compos¢ X35. La premicre est formée entre le résidu Asp-181 et I’azote du groupement
amine du composé S86 avec une distance de 1.97 A. La deuxiéme liaison est formée entre
I’azote de la fonction amide du composé similaire et le résidu Tyr-308 avec une distance égal
a 2.16 A. La troisiéme est formée entre I’oxygéne de la fonction amide du composé et
I’hydrogéne du résidu His-146. La quatriéme quant a elle distante de 3.06A, est formée entre
le carbone du cycle pipérazine et le résidu Asp-104. La cinquieme est formée entre 1’azote du
cycle pyridine du composé S86 et le résidu Pro-34 avec une distance de 3.08A. La derniére
est formée entre le résidu Cys-156et le cycle thiophéne du composé S86 avec une distance de
4.10A. De nombreuses interactions hydrophobiques participent également a la stabilité du
composé¢ S86 au sein du site actif de ’enzyme faisant intervenir les résidus His-33, Pro-34,

Leu-276, Phe-210, Phe-155, Cys-156, Met-35 et Leu-144.
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Figure S1:Diagramme 2D des interactions du complexe composé S§6/HDAC

4.2. Mono-substitution

En tenant en compte la marge d’erreur du logiciel de 2Kcal/mol, I’amélioration du score
obtenu dans le cas du composé S86 est insuffisante. De ce fait, la structure chimique de ce
dernier a subi une série de mono-substitution qui consiste a ajouter un seul groupement
fonctionnel sur les radicaux R1 (pyridine), R2 (amine) et R3 (I’hydrogéne du cycle
Thiophéne) de la structure initial (Figure N°52).

La mono-substitution du similaire S86 a généré 45 composés qui ont par la suite fait
I’objet d’un docking moléculaire avec AutoDock. Les structures de ces composés ainsi que

leur score sont représentés dans le tableau N°6.
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)

Figure N°52 :Représentation des Radicaux R1, R2 et R3 de la Structure de base du composé

similaire S86

Tableau N°6 :Les structures et le score des composés issus de la mono-substitution de S86

Compos? . R1 R2 R3 Score
monosubstitué
M1 OH -12.62
M2 OH -13.30
M3 OH -13.41
M4 COOH -11.60
M5 COOH -9.53
M6 COOH -12.37
M7 CH3 -11.60
M8 CH3 -13.08
M9 CH3 -13.74
M10 NH2 -12.86
M11 NH2 -12.75
M12 NH2 -12.74
M13 NO -12.64
M14 NO -12.25
M15 NO -11.40
M16 SH -12.33
M17 SH -13.09
M18 SH -11.84
M19 PH2 -12.52
M20 PH2 -12.93
M21 PH2 -12.58
M22 I -12.71
M23 I -10.10
M24 | -13.51
M25 Cl -12.40
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M26 Cl -12.56
M27 Cl -13.95
M28 Benzeéne -13.17
M29 Benzene -12.47
M30 Benzene -11.40
M31 Cyclopentane -13.67
M32 Cyclopentane -12.40
M33 Cyclopentane -11.57
M34 Pyridine -12.51
M35 Pyridine -12.00
M36 Pyridine -11.39
M37 Pyrimidine -12.73
M38 Pyrimidine -11.88
M39 Pyrimidine -10.55
M40 1,3 thiazole -12.83
M41 1,3 thiazole -11.70
M42 1,3 thiazole -10.89
M43 Imidazole -12.48
M44 Imidazole -11.68
M45 Imidazole -9.89

Le tableau N°6 révele le composé M27 qui présente un groupement chlore (Cl) au niveau

de R3 comme meilleur inhibiteur avec un score de -13.95Kcal/mol.

Figure 53:Le positionnement du composé¢ M27 dans le site actif de L’HDAC

L’analyse visuelle montre la présence de six liaisons hydrogene. La premiére est formée

entre le cycle pyridine du composé¢ M27 et le résidu Asp-104 du site actif avec une distance
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de 1.95A. La deuxiéme est formée entre le cycle pipérazine de M27et le résidu Asp-104 avec

une distance de 3.15A, alors que la troisi¢éme est formée entre le résidu Gly-154 et ’azote de

la fonction amide du composé M27 avec une distance de 1.97A. La quatri¢éme et la cinquiéme

liaison sont formées entre I’azote du groupement amine de M27 et les résidus His-146 etAsp-

181 avec des distances de 1.94A et 2.23 A respectivement. La sixiéme quant a elle est formée

entre I’oxygene du groupement amide de M27 et ’His-183 du site actif avec une distance de

3.01A. Il existe également plusieurs liaisons hydrophobiques formées avec les résidus : Cys-
156, Leu-144, Phe-114, Met-35, His-183, Phe-155 et Phe-210 qui participent dans la stabilité
de I'inhibiteur au site actif de ’THDAC.
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45F
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Figure 54:Diagramme 2D des interactions composé M27/HDAC
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4.3. Bi-substitution

Le meilleur composé issu de la mono-substitution (M27) a, par la suite, subit une série de
bi-substitution consistant a ajouter un seul groupement fonctionnel au niveau des radicaux R1

(pyridine) et R2 (amine) (Figure N°55) afin d’améliorer davantage son score.

La bi-substitution a généré 30 composés qui ont fait I’objet d’une étude de docking
moléculaire par AutoDock. Les structures de ces composés et leur énergie d’interaction sont

représentés dans le tableau N°7.

(]

Figure N°55:Représentation des Radicaux R1, R2 du composé¢ M27 issu de la mono-

substitution

Tableau N°7:Les structures et les scores des composés issus de la bi-substitution de M27

Composé
@ . K2 S

B1 OH -13.08
B2 OH -13.51
B3 COOH -12.32
B4 COOH -10.08
BS CH3 -13.81
B6 CH3 -11.30
B7 NH2 -12.48
B8 NH2 -13.95
B9 NO -12.63
B10 NO -11.26
B11 SH -12.66
B12 SH -10.83
B13 PH2 -12.67
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B14 PH2 -10.93
B15 I -13.26
B16 I -11.69
B17 Cl -13.06
B18 Cl -13.02
B19 Benzene -13.87
B20 Benzene -12.40
B21 Cyclopentane -15.03
B22 Cyclopentane -12.76
B23 Pyridine -13.67
B24 Pyridine -12.08
B25 Pyrimidine -13.30
B26 Pyrimidine -11.65
B27 1,3 thiazole -13.60
B28 1,3 thiazole -12.14
B29 Imidazole -13.38
B30 Imidazole -12.28

Les résultats du tableau N°7 montrent que parmi les 30 composés bi-substitués, le
compos¢ B21 qui se caractérise par un cyclopentane au niveau de R2, a présenté le meilleur

score soit -15.03 Kcal/mol.

Figure 56:Le positionnement du composé B21 dans le site actif de L’HDAC

L’inspection visuelle montre que le score attribué au composé B21 résulte de la mise en
place de quatre liaisons hydrogéne dont la premicre est formée entre le carbone du composé et

le résidu Asp-104 du site actif avec une distance de 3.09A. La deuxiéme est formée entre
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’azote de la fonction amine de B21 et le résidu Asp-18lavec une distance de 1.93A. Alors
que la troisiéme et la quatriéme liaison sont formées entre I’azote et ’oxygene de la fonction
amide du composé B21 et les résidus Gly-154 et His-183 du site actif avec des distances

respectives de 1.84 A et 2.87 A.

De plus, plusieurs interactions hydrophobiques participent a la stabilité du composé B21
au sein du site actif de ’enzyme. Ces interactions font intervenir les résidus : Leu-276, His-

146, Asp-269, His-145, Gly-306, GIn-265, Gly-143, Gly-305, Arg-39, Ala-141 et le Tyr-29.
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Figure 57:Diagramme 2D des interactions composé B21/HDAC
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5. Prédiction des propriétés ADMET

Il est estimé que prés de 90% des candidats-médicaments échouent en raison d'une
efficacité inacceptable ou en raison de leur toxicité. Il est donc devenu évident que les études
ADMET jouent un réle crucial dans le succeés d'un candidat-médicament. C’est pourquoi,
nous avons jugé utile de prédire les propriétés ADMET du composé B21 issu de la bi-

substitution.

Les résultats obtenus ont été¢ comparé a ceux d’une molécule de référence en I’occurrence
la Chidamide ; un meédicament inhibant I'histone désacétylase pour le traitement du

Lymphome T périphérique (PTCL).

5.1.
Tableau N°8 : Propriétés physicochimiques du composé B21 et du Chidamide

Propriétés physico-chimiques

s s . . Composé
Propriétés Chidamide B21
Formule C2oHi9FN4O2 | Cy7H31CIN4OS
Poids moléculaire
PM (g/mol) 390.41 495.08
nombre de liaisons flexibles 2 7
(nLF)
nombre d’accepteur 4 3
d’hydrogene (nON)
nombre de donneurs 3 P
d’hydrogene (nOHNH)
coefficient de partage
Eau/octanol (Log P) 276 4.69
La surface polaire
topologique (TPSA A?) o711 89.84
Régle de Lipinski Parfaitement Parfaitement
conforme conforme
Régle de Veber Parfaitement Parfaitement
conforme conforme

Solubilité dans I’eau

Accessibilité a la synthese

Peu soluble

2.87

Peu soluble

4.10

Le tableau N°8 montre que le composé B21 et la chidamide répondent parfaitement aux
régles de Lipinski et de Veber, ce qui indique qu’ils peuvent étre administrés par voie orale

sans soucis de biodisponibilité. Cependant, ces composés ont présenté une faible solubilité
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dans I’eau ce qui peut influencer leur solubilité et circulation dans le sang avec une
concentration suffisante. Toutefois, il sera possible de contourner ce probléme lors de
I’optimisation de ce composé en tenant en compte la valeur moyenne de 1’accessibilité a la
synthése chimique de 4.10 obtenue avec le composé B21. Rappelons que ce critére a été

simulé en chiffre allant de 1 (facile a synthétiser) jusqu’a 10 (tres difficile a synthétiser).

5.2. Propriétés pharmacocinétiques

Tableau N°9: Propriétés pharmacocinétiques du composé B21 et la chidamide.

Propriétés Chidamide Composé B21
¢l (G:;:Z(;l)iz:)e;ﬁnal) Elevée Elevée
CYP1A2 inhibition Positive Négative
CYP2C19 inhibition Positive Positive
CYP2C9 inhibition Positive Positive
CYP2D6 inhibition Positive Positive
CYP3A4 inhibition Positive Positive

Le composé B21 ainsi que le médicament de référence ont présenté une absorption gastro-
intestinale élevée, ce qui indique qu’ils peuvent facilement passer dans les liquides circulants
(circulation générale) a partir de leurs sites d'administration. Cependant, ces composés
présentent une faible perméabilité pour la barriére hémato-encéphalique ce qui peut étre un
handicap pour les médicaments destinés a agir au niveau du systéme nerveux central. Il
s’avere aussi que contrairement au médicament de référence qui inhibe les cinq isoformes de

Cytochrome P450, le composé B21 n’inhibe pas I’isoforme CYP1A2.
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5.3. Les tests de toxicité

Tableau N°10:Toxicité potentielle du composé B3, M13 et le chidamide.

Paramétre Chidamide Composé B21
Test d’Ames Mutagéne Mutagéne
Cancerogemcn.te pour les Négative Positive
souris
Cancérogénicité pour les Négative Négative
rats
hERG_inhibition Risque moyen Risque
- moyen
algae_at 0.0449224 0.00282664
daphnia_at 0.117781 0.00251245
medaka_at 0.0287392 2.12609e-005
minnow_at 0.040852 0.000229383

La prédiction du test d’Ames a marqué la chidamide ainsi que le composé¢ B21 comme
étant inducteurs de mutation génétique. Il s’est avéré également que le composé¢ B21 posséde
un potentiel pouvoir cancérigene envers les souris et un risque moyen pour I’inhibition du
gene hERG qui, rappelons-le, peut causer des problémes cardiaques. Il est également a
souligner que les faibles valeurs obtenues de la simulation de la toxicité aigué sur les quatre
especes marines suggerent que le compos¢ B21 possede une plus faible toxicité aigiie

relativement a la molécule de référence.
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Conclusion et perspectives

Dans le but de développer in silico de nouveaux inhibiteurs potentiels de I’Histone
déacétylase « ’HDAC » pour le traitement des maladies associées a une dérégulation
transcriptionnelle, nous avons dans un premier temps testé la fiabilit¢é du programme
Autodock utilisé dans cette étude. Pour cela, nous avons fait appel a trois tests différents. Le
premier test, RMSD (rootmean square derivation) consistant a comparer la déviation de la
géométrie du ligand simulée par Autodock vis-a-vis de celle déterminée expérimentalement, a
¢té réalisé sur 100 complexes arbitrairement tirés de la PDB. La valeur de la déviation
quadratique moyenne ou RMSD du modele congu par le logiciel vis-a-vis de la structure du

cristal ne dépasse pas 2 A dans les 70% des complexes étudiés.

Par la suite, 6 complexes présentant une valeur RMSD inférieur a 2A ont fait 1’objet d’une
analyse visuelle afin de confirmer davantage les résultats tirés du test précédent. L’inspection
visuelle de ces résultats montre une bonne superposition de la conformation optimale du
ligand simulé par Autodock et la géométrie du méme ligand résolue expérimentalement.
Finalement, nous avons mesur¢ l'intensité et le sens de la relation linéaire entre le score (AG)
des 42 inhibiteurs de ’'HDAC calculé par le logiciel AutoDock et leur ICso déterminée
expérimentalement. Avec un coefficient de corrélation « r » égal a 0.647, ce test ainsi que les
deux précédents nous ont permis de conclure que le programme Autodock est suffisamment

performant pour simuler les interactions HDAC-Inhibiteurs.

Dans un deuxieme temps, le docking moléculaire de 42 inhibiteurs nous a permis
d’identifier le composé X35 comme meilleur inhibiteur de notre cible avec un score égal a -
12.08Kcal/Mol. Ce composé a été pris par la suite comme structure de départ pour le criblage
d’une collection de similaires chimiques. Parmi les 250 similaires propos¢ par PubChem, le
composé S86 a généré le meilleur score soit -12.13 Kcal/Mol. Dans la perspective d’améliorer
ce score, ce composé a subi des modifications structurales par mono-substitution et bi-
substitution. Le docking moléculaire de ces composés substitués a I’égard de la cible fait
ressortir le composé B21 comme meilleur inhibiteur obtenu dans notre travail avec un score
de -15.03 Kcal/mol. La prédiction des propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques
ainsi que la toxicité potentielle de ce composé nous renseigne de manire positive sur ses

propriétés ADMET.

Bien qu’ils s’averent intéressants, les résultats obtenus dans cette étude restent des
prédictions théoriques réalisées in silico. 1l serait toutefois souhaitable de réaliser une

application expérimentale in vitro ou in vivo pour vérifier davantage leur fiabilité et efficacité.
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Il reste a savoir aussi que I’amélioration des scores obtenus par d’autres modifications
additionnelles telles qu’une tri-substitution, ou I’utilisation d’autres outils informatiques plus

performants pour I’optimisation et la vérification de la crédibilité de ces résultats est une piste

assez intéressante.
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Annexe 1 :Les valeurs de RMSD des 100 complexes protéine/ligand étudiés.

N° Code PDB Code ligand RMSD (A)
1 1AIM ZYA 1.43
2 1DIF A85 2.93
3 1DM2 HMD 4.17
4 1EB2 BPO 0.67
5 1G36 R11 1.17
6 1H35 RO1 1.00
7 1HPX KNI 2.92
8 1IDA 0PO 6.82
9 11IDB 0DO 6.89
10 1JS3 142 5.08
11 1K11 FDI1 1.19
12 1K1J FD2 0.80
13 1K1L FD3 0.71
14 1KIM FD4 0.86
15 1KIN CCR 2.21
16 1K10 IGN 0.98
17 1K1P MEL 0.74
18 IN7I LY1 0.79
19 IN7J IDI 0.89

20 106Q R17 1.25

21 1019 N20 1.22

22 IRTH U05 0.94

23 IRTI HEF 1.36

24 1VRT NVP 0.61

25 1YKR 628 0.40

26 1YZ3 SKA 0.77

27 1ZVX FIN 0.72

28 2ANS TTL 1.29

29 2FR6 CTN 0.53

30 2FS9 C4A 1.93

31 2G5P ADF 3.41

32 2G70 HNT 0.96

33 2G71 FTS 0.71

34 2HBU UN9 0.41

35 2178 KIQ 1.29

36 20BF F83 0.51

37 20NZ T™J 0.24

38 20PB F21 0.80

39 20PH 277 0.62

40 2QDH M2P 1.61

41 2QJR PZF 3.31

42 2R4B GW7 0.44
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43 2RJP 886 0.98
44 2RJIQ BAT 2.18
45 2V35 154 2.14
46 2XBU 5GP 0.61
47 2XEY YVQ 1.54
48 2XF0 4UB 2.14
49 2Y9X 0TR 2.15
50 2YPU 141 3.08
51 27JF BSU 1.14
52 3C56 PH4 1.19
53 3DGQ EAA 3.17
54 3EWS B3N 3.43
55 4JBS P52 2.92
56 4LXZ SHH 4.40
57 ALY 20Y 1.01
58 4QA0 SHH 2.77
59 4RNV HBA 2.95
60 SBWZ XCH 1.36
61 5DC5 B3N 1.69
62 SFCW 5YA 2.22
63 SIWG WX 0.13
64 51X0 6EZ 0.13
65 5PZQ 93V 0.45
66 5Q00 95D 0.81
67 SWH5 R91 1.06
68 6BQO E3A 5.09
69 6CMR 50D 0.51
70 6DJF GNV 2.62
71 6DIG GNJ 2.00
72 6DJH GNM 2.73
73 6DJI GOG 0.65
74 6HSK GOK 1.38
75 6IMB AH9 1.61
76 6IMD AH9 1.45
77 6IMI AH6 1.65
78 6IMO AL 1.68
79 6IMT AKO 0.94
80 6IND AKO 1.12
81 6INK AKU 1.07
82 6INM AKU 0.97
83 6MD7 JE1 0.62
84 6MD9 JEJ 0.61
85 6MDA JED 0.35
86 6MDB JE4 0.81
87 6MDC JEA 0.66
88 6MDD JE7 0.84
89 609X MOS 2.47
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90 609Y MOV 3.41
91 60A0 MI1D 2.45
92 60Al MOP 1.87
93 60A3 MOM 2.15
94 60HP MJV 0.99
95 60HQ MKA 0.96
96 60HR MKG 1.10
97 60HS MJY 0.50
98 6PZ0 P6Y 3.15
99 6PZR P7D 1.98
100 6Q0Z P7V 0.89

Annexe 2 :Les structures des 42 inhibiteurs de 'HDAC, les valeurs de leurs

ICsp, leurs LogICs et leurs scores.
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Annexe 3 : Numéro d’accession et le score des 250 Similaires
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N° CID Score
S1 648602 -6.91
S2 5186884 -8.54
S3 15997068 -0.67
S4 22421750 -0.29
S5 24747069 -8.25
S6 44407934 -10.46
S7 72374405 -10.81
S8 77846923 -8.91
S9 90116219 -9.12
S10 90116306 -10.38
S11 2576377 -8.21
S12 15994172 -8.94
S13 134535347 -11.14
S14 134535516 -7.55
S15 135243170 -10.30
S16 136035063 -11.10
S17 136139441 -7.21
S18 136139446 -8.96
S19 136491047 -8.05
S20 136653330 -8.85
S21 90115717 -10.57
S22 90129632 -10.43
S23 90129690 +1.03
S24 90130199 -7.46
S25 90130214 +36.88
S26 90903534 -11.25
S27 91047420 -10.82
S28 134214912 -10.26
S29 134214913 -10.05
S30 134218272 -9.74
S31 69604361 -9.24
S32 69887239 -10.98
S33 70872186 +96.52
S34 70968950 -9.66
S35 71416123 -9.36
S36 71416124 -9.43
S37 71471233 -11.60
S38 72380774 -8.48
S39 76284594 -10.61
S40 89275107 -4.60
S41 69465734 -9.46
S42 69466844 -9.36
S43 69603739 -9.87
S44 69603982 -9.56
S45 69604022 -9.33
S46 69604024 -9.45
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S47 69604064 -9.88
S48 69604127 -9.65
S49 69604129 -9.79
S50 69604161 -9.48
SS1 59727253 -5.35
SS2 59727381 -8.95
SS3 59727524 -9.46
S54 67035243 +102.10
SS5 67035480 -3.62
S56 67036047 -3.74
SS§7 68161063 -9.51
SS8 68399069 -6.04
SS9 68399852 -9.00
S60 68946809 -5.88
S61 58189564 -8.50
S62 58485232 -9.41
S63 58644258 -10.74
S64 58646155 -10.05
S65 58646183 -9.80
S66 58809404 -7.65
S67 58829612 -9.71
S68 58829730 -9.51
S69 59496732 -8.19
S70 59496736 -7.15
S71 57500690 -7.89
S72 57613091 -9.07
S73 57613106 -8.40
S74 57715898 -10.87
S75 57716188 -10.37
S76 57876731 -8.49
S77 57876807 -8.05
S78 57876810 -7.67
S79 57876941 -7.74
S80 57877102 -8.06
S81 15990854 -8.00
S82 15990878 -7.38
S83 15990929 -8.67
S84 23155701 -11.13
S85 23155728 -9.70
S86 25069716 -12.13
S87 25073933 -10.68
S88 44207253 -11.03
S89 44207951 -11.22
S90 45489176 -9.57
S91 3206671 -10.09
S92 3221675 -8.62

S93 3473207 -8.67
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S94 143638388 -7.87
S95 143638395 -9.08
S96 143638455 -8.51
S97 143638482 -8.88
S98 144525514 -7.72
S99 144995736 -10.72
S100 145476373 -10.64
S101 87505052 -9.60
S102 87506409 -8.51
S103 89329412 -7.52
S104 122174576 -8.86
S105 123580769 -10.86
S106 123845208 -11.98
S107 139230975 -8.20
S108 141619408 -6.86
S109 142361802 -11.98
S110 143638336 -8.65
S111 20854584 -7.94
S112 22422404 -8.69
S113 22585805 -8.76
S114 46090801 -7.50
S115 46505215 -9.45
S116 69845696 -8.69
S117 69923762 -8.47
S118 69924794 -8.18
S119 71123789 -8.38
S120 72307890 -8.17
S121 1454308 -5.94
S122 1454328 +0.60
S123 3611476 -9.23
S124 4984445 -11.28
S125 5015428 -4.68
S126 5836497 -9.18
S127 6622051 -8.75
S128 11258496 -9.29
S129 16001893 -8.31
S130 20854565 -8.16
S131 2353132 -6.14
S132 3213284 -9.57
S133 3221081 -8.25
S134 3473206 -8.66
S135 3473214 -9.18
S136 3473215 -9.15
S137 3513321 -7.98
S138 3696472 -9.71
S139 3736559 -6.64

S140 3938447 -8.62
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S141 4588937 -6.94
S142 6986269 -8.35
S143 7275552 -8.22
S144 7275553 -8.04
S145 7275554 -6.97
S146 7275555 -6.74
S147 7402585 -8.82
S148 16381882 -8.77
S149 16623344 -5.33
S150 22422084 -3.05
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Résumé

Résumé

Les modifications épigénétiques telles que la désacétylation des histones jouent un role
important dans la régulation de nombreux processus biologiques comme I’expression génique
afin de définir et maintenir les différentes fonctions cellulaires. Dans ce contexte, I’altération
de I’activité des histones désacétylases (les HDACs) joue un role crucial dans 1’acquisition et
la progression d’une variété de maladies. Ainsi, moduler I’activité de ces enzymes via divers
inhibiteurs pourrait permettre une re-programmation génétique, en faveur, entre autres, d’un

programme anti-prolifératif et pro-apoptotique des cellules anormales.

Dans ce travail, nous avons fait appel aux approches par docking moléculaire avec le
programme AutoDock afin de développer in silico de nouveaux inhibiteurs potentiels de
I'histone désacétylase. Dans un premier temps, nous avons testé la fiabilit¢ du programme de
docking utilisé par le biais de trois tests différents. Puis, un criblage virtuel d’une collection
de 250 similaires chimiques du composé X35 nous a permis de révéler le composé S86, qui a
subi par la suite une série de modifications structurales révélant le composé B21 comme

nouveau inhibiteur avec des propriétés ADMET acceptables.

Mots clés : Docking moléculaire, AutoDock, Affinité, Inhibiteur, Histone désacétylase.



Résumé

Abstract

Epigenetic modifications such as histone deacetylation play an important role inthe
regulation of many biological processes such as gene expression, in order to define and
maintain the different cellular functions. That is why the alteration of the activity of histone
deacetylases (HDACs) plays a crucial role in the acquisition and progression of various
diseases. Thus, modulating the activity of these enzymes via various inhibitors could allow
genetic re-programming, in favor, among other things, of an anti-proliferative and pro-

apoptotic program for abnormal cells.

In this work, we have used molecular docking approaches with the AutoDock program in
order topropose and develop in silico new potential inhibitors of histone deacetylase. First, we
tested the reliability of the docking program used by three different tests. Then, a virtual
screening of a collection of 250 Similar chemicals of the compound X35 allowed us to
identify the compound S86, which subsequently underwent a series of structural
modifications revealing the compound B21 as a new inhibitor with acceptable ADMET

properties.

Key Words : Molecular Docking, AutoDock, Affinity, Inhibitor , Histone deacetylase.
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Résumé

Les modifications épigénétiques telles que la désacétylation des histones jouent un role
important dans la régulation de nombreux processus biologiques comme 1I’expression génique
afin de définir et maintenir les différentes fonctions cellulaires. Dans ce contexte, I’altération
de I’activité des histones désacétylases (les HDACs) joue un role crucial dans I’acquisition et
la progression d’une variété de maladies. Ainsi, moduler I’activité de ces enzymes via divers
inhibiteurs pourrait permettre une re-programmation génétique, en faveur, entre autres, d’un

programme anti-prolifératif et pro-apoptotique des cellules anormales.

Dans ce travail, nous avons fait appel aux approches par docking moléculaire avec le
programme AutoDock afin de développer in silico de nouveaux inhibiteurs potentiels de
I'histone désacétylase. Dans un premier temps, nous avons testé la fiabilité du programme de
docking utilisé par le biais de trois tests différents. Puis, un criblage virtuel d’une collection
de 250 similaires chimiques du composé X35 nous a permis de révéler le composé S86, qui a

subi par la suite une série de modifications structurales révélant le composé B21 comme

nouveau inhibiteur avec des propriétés ADMET acceptables.
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