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OMS : Organisation Mondiale de la santé.

P50,P300 : potentiel évoqué mesuré en électroencéphalographie.

PDB : Banque des données des protéines (Protein Data Bank).

pLG72 : Geéne codant la protéine activatrice de la D-aminoacide oxydase.

PM : Poids moléculaire.



PME : Post-exertional malaise.

PPI : Interaction protéine-protéine.

RAS : Relations structure-activité.

RMN : Résonance magnétique nucléaire.

RMSD : Déviation quadratique moyenne (Root Mean Square Deviation).
SBD : Domaine de liaison au substrat.

Sdf : MDL-MOL Format.

SLA : Sclérose latérale amyotrophique.

SNC : Systéeme nerveux centrale.

SZ : Schizophrénie.

Tyr : Tyrosine

VMD : Dynamique moléculaire visuelle (Visual Molecular Dynamics).
VP : Pallidum ventral.
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La plupart des maladies mentales surviennent & I'adolescence ou au début de I'dge
adulte ; elles affectent la réussite scolaire, les opportunités et les succes professionnels, les
relations et peuvent avoir des effets tout au long de la vie [1]. Parmi ces maladies, la
schizophrénie. Elle était pergue comme une maladie chronique, d’évolution défavorable, avec
un mauvais pronostic et trés peu d’améliorations possibles, se caractérise par une alternance
entre des épisodes aigus associant des hallucinations, des délires et des troubles du
comportement et des phases de rémission avec une persistance de symptdémes chroniques

constituant un handicap au quotidien pour les patients [2].

Le traitement pharmacologique de la schizophrenie comprend [’utilisation de
médicaments qui réduisent I’expression de ses principaux symptomes. Ainsi de nouvelles
cibles médicamenteuses donnant lieu a des médicaments dotés de nouveaux mecanismes

d’action ont été proposées, dont les inhibiteurs de la D-aminoacide oxydase.

Le développement de medicaments est I'un des processus les plus importants de
I'industrie pharmaceutique [3], et la conception de médicaments basée sur la structure devient
un outil essentiel pour une découverte de pistes plus rapide et plus rentable par rapport a la
méthode traditionnelle [4]. Pour cette raison, en faisant appel a L'amarrage moléculaire qui est
une méthode établie basée sur la structure in silico, et qui permet d'identifier de nouveaux
composes d'intérét thérapeutique [5], nous avons etudié I’inhibition de la D-aminoacide

oxydase comme une cible thérapeutique pour le traitement de la schizophrénie.

D’abord nous avons calculé les affinités des interactions entre la D-aminoacide
oxydase et certaines médicaments antipsychotiques en se basant sur des travaux
experimentaux. Puis nous avons pris le médicament « Aripiprazole » comme une molécule de
départ et avec un degré de 94% de similarité nous avons téléchargés via la chimiothéque
PubChem 251 molécules qui ont subi un criblage virtuel dans le but de proposer des meilleurs
inhibiteurs dont leurs propriétés ADMET ont été étudiés a D’aide des serveurs
« SWisSADME » et « PreADMET ».

Globalement notre étude est divisée en deux grandes parties distinctes
> Une partie bibliographique qui contient trois chapitres.
e Le premier chapitre : une étude bibliographique sur la schizophreénie.

e Le deuxiéme chapitre : un apercu sur la cible « DAAO » et ses inhibiteurs.
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e Le troisiéme chapitre : une description sur le docking moléculaire, ses

algorithmes et ses logiciels.
> Une partie pratique qui contient deux chapitres.

e Le quatrieme chapitre : regroupe le materiel et les méthodes utilisés dans ce

travail.

e Le cinquiéme chapitre : présente I’essentiel des résultats obtenus et leurs

discussions.

Enfin ce travail sera terminé par une conclusion générale.
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1 Généralités sur le systeme nerveux centrale (SNC)

Chapitre 01 :

La schizophrénie

Le systéeme nerveux est I'un des systéemes les plus complexes du corps humain et il

communique avec les autres systemes du corps pour maintenir I'noméostasie physiologique. I

se subdivise en systeme nerveux central et systeme nerveux périphérique.

Le systeme nerveux central est constitué du cerveau et de la moelle épiniére, tandis

que le systéme nerveux périphérique est constitué de tout le reste. Les responsabilités du

systeme nerveux central comprennent la réception, le traitement et la réponse aux

informations sensorielles [6-7].

e La moelle épiniére : est une structure tubulaire composée de tissu nerveux qui s'étend

a partir du tronc cérébral et se poursuit dans le sens de la longueur avant de se rétrécir

au niveau de la région thoracique inférieure/supérieure des lombaires sous la forme du

cbne médullaire [8].

Les trois principaux réles de la moelle épiniére sont d'envoyer des commandes

motrices du cerveau au corps, d'envoyer des informations sensorielles du corps au cerveau

et de coordonner les réflexes[9].
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Figure 01 : Anatomie de la moelle épiniére [10]
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e L’encéphale : Les parties du névraxe sont situées dans la boite cranienne, a savoir :
- Les deux hémispheres cérébraux
- Le diencéphale qui est la zone médiane, profonde et impaire communiquant avec
les deux hémispheres cérébraux.
- Le tronc cérébral qui relie le cerveau et la moelle épiniére.

- Le cervelet en arriere du tronc cérébral [11].

L’encéphale est responsable des réactions, des sensations, des mouvements, des

émotions, de la communication, du traitement des pensées et de la mémoire [6].

ANATOMIE DE LENCEPHALE
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Figure 02 : L’anatomie de I’encéphale [12]
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2 Schizophrénie

Les troubles psychotiques sont des maladies mentales caractérisées par une
perturbation de la relation a la realité, généralement accompagneée de changements
comportementaux. Il existe plusieurs troubles psychotiques différents, et chacun d'entre eux
possede des criteres de diagnostic décrits dans la cinquieme édition du "Manuel diagnostique
et statistique des troubles mentaux" (DSM-5) [13-14]. Actuellement, ils sont classées parmi
une multitude de catégories, dont la schizophrénie [15].

Contrairement a ce qui participe aux idées recues sur cette maladie, la schizophrénie
n’est pas un dédoublement de personnalité¢, méme si elle altere de facon profonde 1’identité
méme du sujet qui en souffre. La schizophrénie (SZ) est une maladie mentale sévére
appartenant a la catégorie des psychoses. Elle se caractérise par une distorsion des pensées
et/ou de la perception conduisant a une perte de contact avec la réalité [2]. Elle s'exprime par
une combinaison de symptomes psychotiques - tels que des hallucinations, des délires et une
désorganisation - et de dysfonctionnements motivationnels et cognitifs [16] avec une

déficience psychosociale [17].

Emil Kraepelin a été le premier a identifier « la dementia praecox » (c'est-a-dire la

schizophrénie) comme une maladie distincte en 1896 [18].

En 1900, le psychiatre suisse Paul Eugen Bleuler a inventé le terme "schizophrénie™.
Dérivé de racines grecques, le mot contient "schizo"”, qui signifie "scission”, et "phréne”, qui

signifie "esprit” [19].

Figure 03 : Emil Kraepelin.[20]
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3 Epidémiologie
La schizophrénie est un trouble psychiatrique sévere qui touche environ 0,7 % de la
population mondiale, et en premier lieu les jeunes adultes ou les adolescents[21]. Elle est une

pathologie qui se déclare principalement entre 15 et 35 ans [22].

En Algérie, on compte plus de 400 000 personnes atteintes de schizophrénie avec une
prévalence de 1,83 % de la population générale [23].

Les personnes atteintes de schizophrénie ont, en moyenne, une vie plus courte que le
reste de la population. Une revue systématique des études de mortalité a rapporté que le ratio
standardise de mortalité était de 2,6 [16].

La schizophrénie est un véritable probleme de santé publique représentant 1,6 a 2,6 %
des depenses totales de santé (OMS, Schizophrenia and public health, 1998) soit le 7éme

poste le plus important des dépenses de santé [22-24].

No data 0% 0.1% 0.2% 0.3% 0.4% 0.5% 0.6%
I ! I [

Source: IHME, Global Burden of Disease (2019) OurWorldInData.org/mental-health « CC BY

Figure 04 : Répartition de la population atteinte de schizophrénie, 2019 [25]
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e Facteurs de risque
Certains groupes sont particulierement exposés a la maladie, et divers facteurs de
risque modifiables et non modifiables influencent le développement de la schizophrénie :

v' Evénements prénataux et périnataux

<

Age paternel

v Le sexe : La schizophrénie est généralement signalée comme étant légérement plus
fréquente chez les hommes que chez les femmes, avec un rapport de risque de 1,4/1.

v' Environnement urbain : La schizophrénie est plus fréquente dans les zones
défavorisées des centres-villes.

v/ Statut migratoire : Une incidence accrue de la schizophrénie a été démontrée dans de

nombreux groupes de migrants par rapport a ceux comprenant des individus qui n'ont

pas d'antécédents personnels ou familiaux de migration.

v’ L'adversité sociale. [16]

4 Physiopathologie

I'étiologie et la pathogénie sous-jacentes de la schizophrénie n'ont pas été entierement
élucidees, mais les spécialistes s'accordent a dire qu'il s'agit d'une encéphalopathie invalidante
causée par un groupe de facteurs génétiques, ainsi que par des facteurs de risque

neurodéveloppementaux hétérogenes et des stimuli environnementaux défavorables [26].

Des altérations cérébrales telles que des altérations des neurotransmetteurs et des
modifications de la plasticité hippocampique ont été associées a la schizophrénie [27]. Des
études post-mortem portant sur la pathologie macroscopique et histologique du tissu cérébral
des schizophrenes ont révélé une diminution du poids du cerveau, une augmentation
ventriculaire, et une répartition anormale des neurones dans le cortex préfrontal et
I'nippocampe du tissu cérébral schizophréne. Des études neuropharmacologiques ont confirmé
I'implication de I'activité dopaminergique, glutamatergique et GABAergique dans la

schizophrénie [17].

Comme Weinberger l'a déclaré, le défi de définir des changements cérébraux
vérifiables dans la schizophrénie n'existe plus étant donné l'avénement de techniques
sophistiquées de neuro-imagerie, d'électrophysiologie et de neuropathologie au cours des trois

7
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dernieres décennies qui ont conduit & une compréhension améliorée, bien qu'incomplete, de la

physiopathologie de cette maladie [28] (voir Tableau 1).

Tableau 01 : Faits essentiels de la physiopathologie de la schizophrénie [28].

- Elargissement ventriculaire

- Réductions subtiles du volume total de la
Résultats structurels du cerveau matiere grise

- Réductions du volume de matiére grise de

I'nippocampe et d'autres régions temporales

médianes et limbiques.

- Diminution de l'activation du cortex

Résultats fonctionnels du cerveau préfrontal (hypofrontalité).

- Augmentation de l'activation des régions

temporales pendant les hallucinations.

- Diminution de I'inhibition
Résultats électrophysiologiques préimpulsionnelle de la réponse de sursaut

(IPP) et diminution de la suppression P50.

- Diminution des amplitudes de la réponse

P300 et de la negativité du mismatch.

- Anomalies dans les oscillations gamma

- Marqueurs élevés du stress oxydatif,

variant selon I'état clinique.

- Dysfonctionnement de lI'axe hypothalamo-
Neuroendocrinien, oxydatif et hypophyso-surrénalien (suppression

immunologique anormale de la dexaméthasone)

- Taux anormaux de  cytokines

inflammatoires.

- Réduction des épines dendritiques et de la

taille des neurones pyramidaux.

- Préservation relative du nombre total de

Neuropathologie neurones
- L'absence de (gliose et dautres

caractéristiques neurodégénératives.
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- Expression réduite du GAD-67 dans le

cortex préfrontal dorsolatéral

-Réduction du N -acétyle aspartate dans les

régions frontale et temporale.
Neurochimique - Réduction de la PME (marqueur de la

synthése des phospholipides membranaires)

dans les régions prefrontales

- Fonction dopamine présynaptique élevée

5 Etiologie

La schizophrénie est une maladie mentale chronique et complexe. Son étiologie
biologique est multifactorielle et est encore a I'étude [29]. On suppose que la schizophrénie
est le résultat d'une interaction complexe entre des facteurs de risque génétiques et
environnementaux qui influencent le développement précoce du cerveau et la trajectoire de

I'adaptation biologique aux expériences de la vie [16].

5.1 Hypothese genétique
Des études familiales, de jumeaux et d'adoption ont montré que les facteurs
génetiques jouent un rble majeur dans le développement de la schizophrenie, dont
I'néritabilité est estimee entre 60 et 85 %. [30]. De nombreux génes jouent un réle dans la

schizophrénie, chacun ayant un effet faible a modéré [17].

Dans la meéta-analyse révolutionnaire de I'étude d'association pangénomique

(GWAS) de la schizophrénie, 108 loci associés a la schizophrénie ont été identifiés.

Les loci impliqués comprennent des génes impliqués dans la synthese de la
dopamine, la régulation des canaux calciques, I'immunité et les neurorécepteurs du
glutamate[31]. L'une des délétions les plus étudiées et présentant un taux élevé de
schizophrénie est le syndrome de délétion 22g11.2 (syndrome d'anomalie multiple associé

a des délétions interstitielles sur le bras long (g) du chromosome 22q11) [32].

5.2 Hypothese environnementale
Les facteurs de risque environnementaux jouent un role important dans le

développement de la schizophrénie :
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e Complications liées a la grossesse et a I'accouchement : naissance prématurée,
faible poids de naissance, prééclampsie, incompatibilité rhésus, et les carences
nutritionnelles prénatales

e Infections virales: grippe, rubéole, virus de I'herpés simplex (HSV),
cytomégalovirus, poliovirus et toxoplasma gondii [17].

e Age parental avancé

e Traumatisme

e Adversités ou désavantages sociaux

e |solement
e Migration
e Urbanité

e Consommation de cannabis ou d'autres substances [31].

5.3 Hypothese dopaminergique

La dopamine est produite dans la substance grise et l'aire tegmentale ventrale du
cerveau, et les altérations de la dopamine sont liées a la schizophrénie[33]. Une version
actuelle de I'nypothese dopaminergique postule que I'hyperdopaminergie striatale contribue
aux symptoémes positifs et que [I'hypodopaminergie corticale frontale contribue aux

symptdmes négatifs et aux déficits cognitifs[34].

6 Symptdmes
Les symptomes de la schizophrénie apparaissent entre la fin de I'adolescence et le
milieu de la trentaine. Tous les symptdmes de la schizophrénie sont divisés en trois catégories

distinctes : Les symptémes positifs, négatifs et cognitifs.

6.1 Symptémes positifs
Sont ceux qui ne sont pas reconnus normalement chez les individus mais qui sont
présents chez les patients atteints de schizophrénie. L'échelle d'évaluation des symptdmes

positifs décrit cing groupes de symptémes positifs :

e Délires : délires de persécution, délires de culpabilité ou de péché, et délires
religieux[35].

e Hallucinations : notamment auditives, visuelles, olfactives, gustatives et tactiles. Les
hallucinations auditives étant les plus fréquentes[36].

e Trouble de la pensée (incohérence, illogisme et pression du discours).

10
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e Comportement bizarre (vétements et apparence, comportement agressif et agité,
comportement répétitif et stéréotypé).

o Affect inapproprié [35].

6.2 Symptbmes négatifs
Peuvent apparaitre chez les patients atteints d'autres troubles neurodégénératifs : la
maladie de Parkinson, la maladie d'Alzheimer ou une dépression sévére. Ces symptdémes

comprennent :

e Un effet émoussé (réduction des mouvements spontanés, rareté des expressions
faciales, faible contact visuel et absence de modulation de la voix).

e Logie (pauvreté de la parole)

e Anhédonie (incapacite a ressentir du plaisir et de la proximité)

e Avolution (mauvaise hygiéne et motivation réduite)

e Asocialité (absence d'amis, mauvaise relation avec les autres et interaction sociale
réduite) [35].

6.3 Symptémes cognitifs
Les dysfonctionnements cognitifs apparaissent largement chez les patients atteints de

schizophrénie. Ces troubles cognitifs comprennent :

e Différents types de mémoire (mémoire de travail, mémoire a long terme, mémoire
déclarative verbale et mémoire épisodique),

e [L’attention et l'apprentissage [35].

Ces troubles sont les caractéristiques les plus invalidantes et les plus persistantes de la

maladie et constituent le meilleur indicateur de I'issue a long terme chez les patients [36].

7 Types de schizophrénie
Suivant le manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux (DSM-IV-TR), la

schizophrénie est divisée en cing grandes familles [2].

7.1 Schizophrénie paranoide

Lorsque les symptdmes positifs sont au premier plan, la schizophrénie est considérée
comme paranoiaque [37]. Le tableau clinique est caractérisé principalement par les
hallucinations auditives et les délires. Le sujet répond le plus souvent aux traitements

antipsychotiques [22].

11
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7.2 Schizophrénie désorganisée

La schizophrénie est considérée désorganisée lorsque la désorganisation est évidente
[37]. Elle se caractérise par des discours et des comportements désorganisés et un affect
inapproprié. lls ne doivent pas répondre aux criteres du type catatonique[22].

7.3 Schizophrénie catatonique

Elle se caractérise par la présence de troubles moteurs spécifiques [37]. Le patient
présente une immobilité motrice associée a une posture rigide de type poupée de cire (le
patient conserve la posture qu’on lui a donné). En revanche, il peut présenter des phases
d’activité motrice excessive alors qu’il n’est pas sollicité. Il est par ailleurs enfermé dans un
mutisme ou répete toujours les mémes phrases. Cette forme est traitable et est donc rarement
définitive [22].

7.4 Schizophrénie résiduelle

La schizophrénie résiduelle est une forme progressive de la maladie, qui se developpe
aprés une phase paranoide, catatonique ou indifférenciée et se caractérise par une
symptomatologie peu intense [37]. Le patient présente une absence d’idées délirantes,
d’hallucinations et de discours ou de comportements désorganisés ou catatoniques.

Cependant, il persiste des éléments de la maladie comme les symptomes négatifs[22].

7.5 Schizophrénie indifférenciée

La schizophrénie est dite indifférenciée lorsque le tableau clinique n’est pas
caractérise par une prédominance des symptdmes positifs, des symptdmes catatoniques ou de
la desorganisation. Lorsque ces symptoémes apparaissent, ils ne sont pas intenses. Ils sont
souvent associés a des symptomes négatifs [37]. Dans cette catégorie, on trouve les patients

atteints de la pathologie mais n’appartenant a une aucune des classes précédentes [22].

8 Diagnostique

Il n'existe pas de tests cliniques ou de laboratoire pour le diagnostic de la
schizophrénie[36]. Le diagnostic de la schizophrénie est basé sur le Manuel diagnostique et
statistique des troubles mentaux[17].1l nécessite la confirmation que les patients répondent

aux critéres établis pour le trouble[38] (voir le Tableau 2).
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Tableau 02 : Critéres diagnostiques de la schizophrénie DSM-V [39] .

Criteres

Critere A Deux (ou plus) des éléments suivants (au moins l'un d'entre eux doit
comprendre 1-3) :

1. Délires

2. Hallucinations

3. Discours désorganisé

4. Comportement grossierement désorganisé ou catatonique

5. Symptdmes négatifs (c'est-a-dire expression émotionnelle diminuée
ou avolition).

Critere B Un ou plusieurs domaines majeurs de fonctionnement, tels que le travail,
les relations interpersonnelles, sont nettement inférieurs au niveau atteint
avant I'apparition du trouble.

Critere C Les signes continus de la perturbation persistent pendant au moins 6
mois.

Critere D Le trouble schizo-affectif et le trouble dépressif et bipolaire avec
caractéristiques psychotiques ont été exclus.

Critere E Exclusion d’une substance / de 1'état médical géneral.

Critere F En cas dantécédents de troubles du spectre autistique ou d'autres

troubles de la communication apparus dans l'enfance, le diagnostic
supplémentaire de schizophrénie n'est posé que si des délires ou des
hallucinations importants sont également présents depuis au moins un

mois (ou moins en cas de traitement réussi).

9  Traitement
Le traitement efficace de la schizophrénie passe par une approche complexe et
systématique comprenant un traitement pharmacologique, psychologique et social, ainsi qu'un

soutien.
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Le traitement pharmacologique comprend I'utilisation de médicaments qui réduisent

I'expression des principaux symptémes de la schizophrénie [35].

> Les symptbmes positifs peuvent étre gérés en utilisant les antipsychotiques
typiques (premiére génération) tels que la chlorpromazine, I'nalopéridol et la
perphénazine. Les antipsychotiques typiques ont peu d'impact sur les
symptomes négatifs ou les troubles cognitifs des patients schizophrénes.

> Les antipsychotiques atypiques (médicaments de deuxiéme génération) comme
la clozapine ou l'olanzapine ont un antagonisme sérotonine-dopamine qui
améliore les symptdmes psychotiques de la schizophrénie en bloquant
partiellement les récepteurs de la dopamine (en particulier les récepteurs D2)

pour empécher une suractivité de la dopamine dans le striatum[17].

Ainsi, de nouvelles cibles médicamenteuses donnant lieu & des medicaments dotés de
nouveaux mécanismes d'action ont été proposees. En particulier, les cibles glutamate et
nicotinique semblent prometteuses. Les ligands sélectifs du récepteur metabotropique du
glutamate, de la phosphodiestérase, du transporteur de glycine de sous-type 1 et du récepteur

nicotinique alpha7 de I'acétylcholine méritent d'étre étudies plus avant[40].

En plus du traitement pharmacologique de la schizophrénie, d'autres modalités, telles
que la thérapie par l'exercice, ont été proposées comme options thérapeutiques adjuvantes ou
primaires. Ces améliorations comprennent une diminution des symptémes positifs et négatifs
et une amélioration de la qualité de vie. La recherche a montré que I'exercice entraine une
augmentation de la plasticité hippocampique dans le cerveau des patients atteints de
schizophrénie et des témoins, suggérant que I'exercice peut étre utiliseé dans le cadre d'un plan

de traitement bénéfique pour les patients atteints de schizophrénie [27].

e Inhibiteurs de la D amino-acide oxydase
La d-sérine est un coagoniste important du récepteur NMDA du glutamate, et des

preuves croissantes suggeérent que les niveaux et/ou l'activité de la d-sérine peuvent étre
dysfonctionnels dans la schizophrénie et que la facilitation de la transmission de la d-sérine
pourrait constituer une avancée thérapeutique significative, en particulier la ou les traitements

conventionnels ont échoué [41].
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L’augmentation de la fonction des récepteurs NMDA, peut-étre en inhibant la
dégradation de la D-sérine induite par la D-aminoacide oxydase (DAAO), pourrait soulager
les symptbmes des patients schizophrenes. En outre, il a été suggéré que la co-administration
de D-sérine avec un inhibiteur humain de la DAAO pourrait étre un moyen plus efficace
d'augmenter les niveaux de D-sérine dans le cerveau [42] . Ce titre sera détaillé dans le
Chapitre02.
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1 Généralités
Les acides aminés sont un groupe de composés organiques contenant deux groupes
fonctionnels (amine et carboxyle) sur les mémes molécules. Le groupe amine (—NH2) est

basique tandis que le groupe carboxyle (—COOH) est de nature acide [43].

Les acides amineés, éléments constitutifs des peptides et des protéines, se trouvent
naturellement sous deux formes (énantioméres L et D), a I'exception de la glycine qui ne
possede pas de centre chiral [44]. La structure des (L- et D-acides aminés) s'écrit en fonction
de la direction du groupe fonctionnel (—NH2) dans la configuration de I'acide aminé [43].

(IZGGH COOH
HN=—C=H H—C—NH,

| I

R R
L-amino acxd D-amino acid

Figure 05 : Structure chimique de L/D-aminoacide[43]

La premiére preuve que les acides aminés naturels sont oxydés a été présentée en
1910 dans un modele de perfusion [45]. Au sens large, les aminoacides oxydases (AAO)
peuvent étre décrites comme des enzymes qui oxydent les acides aminés en libérant de
I'ammonium et du peroxyde d'hydrogene. On reconnait deux grands groupes de ces enzymes
en fonction de la chiralité de I'acide aminé utilise comme substrat [46]: L-aminoacide

oxydase et D-aminoacide oxydase .

1.1 L-aminoacide oxydase

Les L-aminoacides oxydases (EC 1.4.3.2) catalysent la réaction de désamination
oxydative des L-aminoacides suivie de la formation de peroxyde d'hydrogéne et de 1'a-
iminoacide correspondant. L'iminoacide résultant subit une hydrolyse non enzymatique en o-
cétoacide et en ion ammonium [47]. LAAOs sont le plus souvent des enzymes dépendant de
la flavine adénine dinucléotide (FAD) et, dans certains cas, du cofacteur apparenté, la flavine

mononucléotide (FMN) [45]. Les LAAO purifiés a partir de venins de serpent sont les
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membres les mieux étudiés de cette famille d'enzymes, bien qu'un certain nombre de LAAO

provenant de sources bactériennes et fongiques aient également été signalés [48].

1.2 D-aminoacide oxydase
La D-aminoacide oxydase (DAAO, EC 1.4.3.3) est une flavoprotéine qui catalyse la

désamination oxydative des D-aminoacides neutres en iminoacides correspondants, qui sont

spontanément hydrolysés en a-cétoacides et ammoniac, tandis que le cofacteur FAD réduit est

réoxydé par I'oxygene moléculaire pour produire du peroxyde d'hydrogéne [49-50].

D-Ammo acid

h0,

Imino acid o-Keto acid

~ FAD FADH % %' %

'LA/O \.\'H'

{

Figure 06 : Réaction catalysée par D-aminoacide oxydase [50]

La DAAO a été decrite pour la premiere fois par Krebs en 1935 [50]-[52] comme la

premiére flavoenzyme de mammifere et la premiére enzyme flavine adénine dinuculéotide

(FAD) [52] et au fil des ans, elle a été étudiée en tant que prototype des oxydases dépendantes

du FAD et a fait I'objet d'une multitude d'études [50].

La reaction catalysée par la DAAO est d'intérét biotechnologique puisqu'elle peut étre

utilisée :

e En biocatalyse (pour produire des acides o-céto a partir d'acides aminés D ou de

I'acide 7-aminocéphalosporanique a partir de la céphalosporine C, pour résoudre des

mélanges racémiques d'acides aminés naturels et synthétiques, etc).

e Dans les biocapteurs.
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e Dans la thérapie du cancer.

Pour une telle utilisation, le DAAO a été isolé a partir de microorganismes : ceux
de « Trigonopsis variabilis » et « Rhodotorula gracilis » ont été étudiés en profondeur
[50].

2 D-aminoacide oxydase (DAAO)
2.1 Fonction et répartition des DAAOs

Les acides D-aminés jouent un réle clé dans la régulation de nombreux processus dans
les cellules vivantes. La D-aminoacide oxydase (DAAO) dépendante de la FAD est I'une des
enzymes les plus importantes responsables du maintien d'un niveau approprié d'acides D-
aminés [51].

La DAAO joue divers roles dans différents organismes : chez les micro-organismes, il
catalyse le catabolisme des D-acides aminés pour le métabolisme cellulaire, et des fonctions
spécifiques ont été proposées chez les nématodes, les insectes et les vertébrés inférieurs [53].
Chez les eucaryotes supérieurs - les vertébrés et surtout chez les mammiféres, le role principal
de la DAAO est de maintenir un certain niveau d'acides aminés D, qui sont des régulateurs de

nombreux processus importants, principalement I'activité nerveuse [54] .

Chez les mammiferes, le DAAO est principalement présent dans les reins, le foie et le
cerveau [53-55], notamment le tronc cerébral inférieur, le cortex, I'hippocampe et
abondamment distribué dans la moelle [56]. Elle est principalement localisée dans les
peroxysomes, cependant dans les cellules neuronales, I'enzyme ne présente pas une
localisation peroxysomale exclusive. Elle peut étre trouvée a la fois dans les neurones et les

cellules gliales [57].

2.2 Structure de DAAO
La DAAO humaine (hDAAO) se présente toujours sous la forme d'un homodimere
formé de 347 résidus par monomere [49] , lie une molécule de FAD de maniére non

covalente, donnant un complexe de 40,3 kDa [58] .

Elle est composée de 11 a-hélices et de 14 B-brins. La hDAAO est constituée de deux

régions interconnectées [49-50] :
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v" Un domaine de liaison au FAD (FBD) contenant le motif de liaison au
dinucléotide (pli de Rossman) [50], formé par les résidus 1-87, 140-195 et 286-
347 [49].

v" Un domaine de liaison au substrat (SBD) dans lequel un grand feuillet B
antiparallele et torsadé forme le toit du site actif et une partie de l'interface
d’oligomérisation [50], formé par les résidus 88-139 et 196-285 [49].

La hDAAO est un homodimeére stable : les deux monomeéres interagissent via une

géomeétrie téte-a-téte [50].

Figure 07 : Structure tridimensionnelle de la hDAAO (code pdb 2e49). (A) Le protomeére
hDAAO est constitué de deux domaines : le domaine de liaison au substrat et le domaine de
liaison au FAD (en bleu et rouge, respectivement). L'entrée du site actif est indiquée par une
grande fleche. La fleche fine indique le site supplémentaire putatif de liaison au ligand [50].
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2.3 Site actif

Le site actif de la hDAAO est formé par une cavité de ~220 A3 dans le SBD de la
protéine. Le carbone a de 1'acide aminé substrat et ses substituants carboxyliques et aminés se
fixent au-dessus du c6té opposeé de la fraction isoalloxazine, qui forme le plancher du site actif
[58].

Le résidu qui contribue principalement a I'énergie de liaison du substrat est Arg283,
qui forme une interaction électrostatique bidentée avec le groupe a-COOH de l'acide aminé,
chargé négativement. L'a-COOH du substrat est également relié par une liaison H a
I'nydroxyle de Tyr228 (Donneur de liaison hydrogene) [49-58].

L'a-NH2 du substrat forme deux liaisons H : une avec l'oxygéne de la chaine
principale de Gly313 I’accepteur de liaison hydrogéne (qui, dans les protéines homologues,
peut étre remplacé par un petit résidu tel que I'alanine ou la sérine) et une avec l'oxygene du
groupe C (4) = O de FAD [58]. La chaine latérale du substrat est située dans une cavité
principalement apolaire vers I'entrée du site actif, qui est bordee par les résidus Leu51, GIn53,
Leu215, et 11e230 ; cette région est appelée "poche de spécificité du substrat™ [50-58]. Cette
région du site actif est principalement hydrophobe et entraine une préférence pour les acides

aminés D ayant une chaine latérale non polaire, par exemple la D-alanine et la D-proline [59].

Le DAAO humain est capable d'oxyder efficacement les acides aminés contenant de

grandes chaines latérales, par exemple la D-Dopa [59] , voir Figure 08.

A His217 & o]
i Leu21s & Q{y
' >\ Gins3 "

- @ 0;

s

OH

oo
ﬁ&@p e230

Figure 08 : DAAO humain en complexe avec I'imino-DOPA, (code PDB 2E82). A gauche :
détail du site actif [58].
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Le " toit " du site actif est formé par la chaine latérale du Tyr224, un résidu
appartenant a une boucle mobile (216-228) : I'échange produit/substrat pendant la catalyse est
facilité par le passage de ce résidu d'une conformation fermée a une conformation ouverte. Ce
changement de conformation influence significativement les propriétés de I'enzyme : il limite
le turnover, augmente I'hydrophobie du site actif et permet a la hDAAO de fixer des substrats
de grande taille [50].

Tyr224, qui appartient a la boucle flexible du site actif, est capable de former des
interactions d'empilement ©-n avec des ligands aromatiques (par exemple, le benzoate) [58],

voir Figure 09.

Leu215

Figure 09 : DAAO humain en complexe avec aminobenzoate, (code PDB : 2E4A). A gauche
. detail du site actif [58].

2.4 Meécanisme d’action

Les données les plus intéressantes et les plus importantes pour la régulation du
systéme nerveux, la sécrétion d’hormones et d'autres processus par les acides aminés D ainsi
que le développement de différentes maladies sous une activitt DAAO modifiée sont
présentées. Le mécanisme de régulation est complexe et multiparamétrique car une méme
enzyme influence simultanément le niveau de différents acides aminés D, ce qui peut

entrainer des effets opposés [51].
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La DAAO est impliquée dans les maladies neurodégénératives et les troubles
neuropsychiatriques tels que la sclérose latérale amyotrophique (SLA), la maladie
d'Alzheimer et la schizophrénie [60]. Il joue un role crucial dans I'oxydation de la d-sérine, un
co-agoniste du récepteur NMDA [61], en H202 et les a-cétoacides correspondants [62]. Chez
les rongeurs et les humains, I'expression de la DAAO refléte la distribution de la D-sérine
[50].

H

”O/\f_\\\coo- co0
NH; “O/T

D-Serine  Imino pyruvic acid H0, B-hydroxypyruvate + NH:

D

(oA0>-FAD ((DAO D~FADH;

H:0: 0:

Figure 10 : la désamination oxydative de la D-sérine catalysée par la DAAO [63].

Le NMDAR est un récepteur du glutamate dans le cerveau connu pour jouer un réle
central dans les processus du systéme nerveux tels que la plasticité synaptique, I'apprentissage

et la mémoire et la sensation de douleur [64].

Etant donné que I'hypofonctionnement des récepteurs NMDA joue un réle important
dans la physiopathologie de la schizophrénie , serait impliquée dans les symptémes positifs,
négatifs et cognitifs [61], des efforts considérables ont été deployés pour développer des
inhibiteurs de la DAAO comme approche pharmacologique pour augmenter la D-sérine et
faciliter la neurotransmission médiée par les récepteurs NMDA [65]. En effet, il a été
démontré a partir d'échantillons de tissus cérébraux post mortem de patients souffrant de
schizophrénie que I'expression et l'activité enzymatique de DAAO étaient élevées par rapport

aux témoins sains [61].
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En outre, la néphrotoxicité induite par la d-sérine est trés probablement due a la
production de peroxyde d'hydrogene en tant que sous-produit de I'oxydation médiée par la
DAAO. Ces résultats suggeérent collectivement que l'inhibition de la DAAO exercerait deux

effets bénéfiques sur le traitement par la d-sérine :

v Amélioration de la biodisponibilité de la d-sérine.
v Atténuation de la néphrotoxicité induite par la d-sérine [66].

2.5 Inhibiteurs de la D-aminoacide oxydase

Gréace a la modulation de D-niveaux de sérine [67], Une attention accrue a été portée a
la DAAO en tant que cible thérapeutique, et on s'attend maintenant a ce qu'un ou des
inhibiteurs de la DAO qui augmentent les niveaux de D-Ser et/ou de D-Ala dans le cerveau

soient un ou des médicaments antipsychotiques dans le traitement de la schizophrénie [68].

Les inhibiteurs sont présentés en trois classes qui évoluent depuis les petits analogues
polaires du substrat, en passant par les composés mimétiques de I'acide, jusqu'aux composés

plus importants de type plomb [49].

2.5.1 Inhibiteurs de premiére génération

La plupart sont de petites molécules polaires en accord avec les proprietés du site actif
de I'enzyme [61]. Ce sont des acides carboxyliques, le groupe carboxylique de ces composés
interagit avec Arg283 dans le site catalytique [49] , tandis que le cycle aromatique forme des

interactions n-w staking avec la chaine latérale de Tyr224 [58].

2.5.1.1 Acide 5-méthylpyrazole-3-carboxylique

L'affinité considérable de la DAAO humaine pour ce composé (Ki=0,39 uM) est due a
un meilleur réseau de liaisons H formé au niveau du site actif. Des études in vivo et ex vivo
ont démontré que ce composé était capable de traverser la barriere hémato-encéphalique
(BHE) chez le rat, augmentant le niveau de D-Ser dans des régions selectionnées du cerveau

[50], [58]. Il a été constaté que ce composé était un puissant inhibiteur de la DAAO in vitro

(1C50=0.91 uM) ainsi qu'ex vivo (ED50= 2.2-395 uM) [59].
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Figure 11 : Structure chimique de AS057278 (Acide 5-méthylpyrazole-3-carboxylique) [69]

2.5.1.2 Benzoate de sodium

Un conservateur alimentaire largement utilisé avec un profil de sécurité bénéfique, a
montré son efficacité contre la schizophrénie lors d'un essai clinique et un autre essai est en
cours de planification [57]. Le traitement complémentaire avec le benzoate a amélioré de
maniere significative divers domaines de symptdémes et la neurocognition chez les patients
atteints de schizophrénie chronique. Les résultats préliminaires sont prometteurs pour
I'inhibition de la d-aminoacide oxydase en tant que nouvelle approche pour le développement

de nouveaux medicaments contre la schizophrénie.[70]

/ ONa

AN

Figure 12 : Structure chimique de benzoate de sodium [71]
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2.5.2 Inhibiteurs de deuxieme génération

Composés plus grands que les inhibiteurs classiques [50], la deuxiéme génération
d'inhibiteurs de la DAAO humaine comprend des composés formés par deux noyaux
hétérocycliques condensés et substitués [58]. le groupe carboxylique est remplacé par un
groupement bioisostérique, tout en conservant la structure a double cycle fusionné [57].

2.5.2.1 6-chlorobenzo[d]isoxazol-3-ol (CBIO)

Le 6-chlorobenzo[d]isoxazol-3-ol (CBIO) inhibe puissamment la DAAO avec un IC50
de 188 nM [72] . La biodisponibilité du CBIO est proche de 30 % chez le rat et la souris, avec
une pénétration modeste dans le cerveau (rapport cerveau/plasma de 0,04 et 0,03 chez le rat et
la souris, respectivement) [57].

OH

b
N
’

cl ()
CEID (IC;, =122 nlM)

Figure 13 : Structure chimique de CBIO [73]

2.5.2.2 Dérivés de 3-Hydroxyquinolin-2(1H) -one

La 3-Hydroxyquinolin-2(1H) -one [composé 2] a été découverte par un criblage a haut
débit dans un essai fonctionnel pour étre un inhibiteur puissant de la DAAO humaine.
[Composé 2] s'est revélé étre un inhibiteur puissant de la h-DAAO (IC50 =4 nM) [74].

Une évaluation paralléle de la stabilité de [composé 2] dans les microsomes humains a
suggeré une faible clairance métabolique [74]. La substitution de groupes plus importants sur
le cycle aryle du composé 2 aurait empéché I'occupation du site actif, et donc des groupes
plus petits ont été utilisés pour améliorer la biodisponibilité orale et réduire la clairance, tout

en conservant la puissance et le faible poids moléculaire [59].
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Figure 14 : Structure chimique du composé 2 (3-Hydroxyquinoline -2(1H)-one) [74]

2.5.2.3 Dérivés des coumarines

La littérature rapporte que la 3-hydroxycoumarine est un puissant inhibiteur de la
DAAO et représente une piste idéale pour le développement de nouveaux inhibiteurs de la
DAAO [59]. Les inhibiteurs les plus puissants sont la 3,7-dihydroxycoumarine et la 6,7-
dihydroxycoumarine, avec des valeurs de 1C50 de 0,167 et 0,224 UM, respectivement [67].

\OH

O O

Figure 15 : Structure chimique de 3-Hydroxycoumarine [59].

2.5.3 Inhibiteurs de troisieme génération :

Composés volumineux et flexibles dont la chaine latérale se lie a une « sous-poche »
supplémentaire a I'entrée du site actif générée par un changement conformationnel de Tyr224
induit par la liaison de ligand [50] , Les inhibiteurs de troisieme génération sont basés sur des
bioisosters d'acides carboxyliques cycliques reliés a des groupements non polaires lourds par
un lieur flexible [57]. Le premier exemple de composés qui exploitent ce mode différent
d'interaction avec 'NnDAAO sont les dérivés de I'acide kojique. Cette classe de composeés, dans
laguelle un dérivé O-phényle substitué était relié a I'acide kojique par un lieur a 2 atomes, a

montré une IC50 de I'ordre de centaines de nM [58].
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2.5.4 Inhibiteurs de nouvelle génération

Une classe tres récente d'inhibiteurs de hDAAO a été identifiée par un criblage
innovant a haut débit et les travaux réalisés par le laboratoire de Pollegioni sur pLG72 [58],
I'un des principaux partenaires de liaison de la hDAAO potentiellement pertinent pour la
schizophrénie [75].

Des molécules pouvant interagir avec le complexe hDAAO-pLG72 car elles
contiennent la sous-structure « ebsoufre » (2-phényl-2,3-dihydro-1,2-benzothiazol-3-one) qui
forme des liaisons S-S thiol avec les cystéines de hDAAO, lorsque la protéine est
partiellement dépliée en raison de la liaison de pLG72 [50].

Le Composé [2-(2,5-diméthylphényl)-6-fluorobenzo[d]isothiazol-3(2H)-one inhibe
hDAADO, agissant a la fois comme inhibiteur compétitif de la FAD et de la D-sérine [50].
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Chapitre 03 :  Docking moléculaire

1 Introduction

La découverte de médicaments est un processus & multiples dimensions, qui implique
I'identification d'une substance chimique médicamenteuse utile sur le plan thérapeutique pour
le traitement et la gestion d'une maladie [76]. La recherche et le développement d'un nouveau
médicament est un processus colteux et complexe, qui prend en moyenne 10 a 15 ans et colte
environ 1,8 milliard de dollars [77]. Avec le développement des outils informatiques dans les
20 dernieres années, la modélisation moléculaire et plus précisément le docking
moléculaire s’est trés vite introduit dans le domaine de la recherche en biologie [78].
Cette méthode est largement utilisée pour l'identification de nouveaux inhibiteurs et de
médicaments déja connus (reproposition de médicaments) pour la cible d'intérét. Ce processus
est considéré comme avantageux par rapport a la découverte traditionnelle de médicaments
de-novo, car il réduit les risques de développement et permet de gagner du temps et de
I'argent [79].

Identiflcation

de la cible

Des
heats (Optimisation
sy des leads

leads

-

10 000 molécules criblées 100 mobécules testées 10 candidats médicaments

1 médicament

Figure 16 : Etapes de recherche et développement de nouveaux médicaments [80].

2 Docking moléculaire

Le docking moléculaire est une méthode permettant d'identifier l'architecture des
composés générés par deux ou plusieurs molécules distinctes par le biais de calculs [81].
Depuis son développement dans les années 1980 [82], Les études de docking moléculaire sont
essentiellement utilisées pour prédire I'affinité de liaison, la pose de liaison préférée et
I'interaction du complexe ligand-récepteur avec une énergie libre minimale. Les interactions

protéine-ligand, protéine-nucléotide et protéine-protéine (PPI) sont toutes possibles dans les
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études de docking [79]. Actuellement, ce processus est possible en utilisant le logiciel

disponible gratuitement pour un usage académique et peut étre effectué via des interfaces

utilisateur graphiques sans nécessiter de commandes dactylographiées ni d'expérience avec les

langages de programmation informatique. Le processus utilise des algorithmes pour

rechercher le site de liaison et « adapter » le ligand dans I'espace 3D défini [83].

Le docking est réalise par deux étapes interdépendantes [79] :

4+ La premiére (Docking) permet aux petites molécules testées d’explorer 1’espace

conformationnel autour de la protéine. La molécule adopte plusieurs conformations et

plusieurs positions au niveau de son récepteur [84-85].

4+ La deuxiéme (Scoring) est I’étape de classement, permet d’évaluer les poses obtenues

lors de la premiere étape pour ne retenir que les meilleures. Cette étape donne lieu a un

score. Une fonction de score doit étre efficace et sélective, elle doit diriger la

recherche en fournissant un gradient d’énergie, et identifier le mode d’interaction

correct parmi un ensemble de leurres [85].

Molecular docking

Ligana W/

Receptor U

Docking

Scoring

Favorate

COMmMpIex

&d

Figure 17 : Principe du docking moléculaire [86]

3  Types de docking

Il existe différents types de procédures de docking moléculaire impliquant un

ligand/cible flexible ou rigide, en fonction des objectifs des simulations de docking [87].

Docking rigide : Le ligand et la protéine sont tous deux considérés comme des entités

rigides [88] et I'algorithme de recherche essaie d'orienter un ligand rigide dans une poche

de liaison rigide [89]. Cette approximation est analogue au modeéle de liaison "lock-key"
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ou ni le ligand ni le récepteur ne subissent de réarrangements conformationnels suite a

leur interaction [90] (voir Figure 18), et est principalement utilisée pour le docking

protéine-protéine [88].

Docking semi-flexible : la flexibilité du ligand est prise en compte et le récepteur est

considéré comme une structure rigide [91]. Il donne des résultats plus précis que le

docking rigide [92].

Docking flexible : il est basé sur le concept qu'une protéine n'est pas une entité rigide

passive pendant la liaison et considére a la fois le ligand et la protéine comme des

¢léments flexibles [88]. Les récepteurs et les ligands doivent changer leur conformation

pour bien s'adapter les uns aux autres. Ainsi, nous développons le "induced fit model "[93]

(voir Figure 18) . Il s'agit d'une méthode avantageuse en raison de son efficacité de calcul

et de sa facilité d'application [92].

Rigid

Receptor Ligand

Flexible
—
‘_

Receptor

Ligand

Figure 18 : Deux modeéles de docking moléculaire . (A) A lock-and-key model. (B) Induced

fit model [93].

La quasi-totalité des programmes de docking utilisés actuellement proposent une

approche qui prend en compte la flexibilité du ligand, et un récepteur rigide. L’utilisation de

tels programmes ménent a de bons résultats, principalement quand la protéine a une flexibilité

limitée [84].
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4  Choix de I’algorithme de recherches

Un algorithme de docking doit étre capable de générer les modes de liaison attendus
pour des ligands. Pour cela, il est nécessaire que 1’algorithme d’une recherche
conformationnelle puisse explorer 1’espace conformationnel possible, de fagon efficace et
exhaustive [85]. Il existe une panoplie d’algorithmes de docking qu’on peut répartir en deux
grandes catégories selon la méthode utilisée [84] :

4.1 Ajustement de fragments (Matching)

Les algorithmes de fragmentation / reconstruction (methodes de construction
incrémentale) divisent généralement le ligand en petits noyaux rigides et des jonctions
flexibles. Les fragments du noyau rigides sont amarrés d'abord dans le site de liaison et les
parties flexibles sont ajoutées progressivement pour reconstruire le ligand complet [94]. Des
programmes comme FlexX, Surflex et Dock utilisent cette approche qui permet notamment
un criblage rapide de vastes chimio théques de molecules [84].

4.2 Simulation par trajectoire

La seconde approche, par trajectoire, est plus précise : a partir d’une position initiale
aléatoire, a I’extérieur du site actif, le ligand considéré dans son entier explore le site étudié
par la répétition successive de mouvements et d’évaluations de I’interaction ligand-récepteur.
Les mouvements sont effectués par des opérations de translation, de rotation et de
changement de conformation et bien entendu, 1’algorithme s’arréte lorsqu’il trouve la position
idéale du ligand dans le récepteur. Ces techniques sont plus lentes que celles par matching
mais prennent mieux en compte la flexibilité du ligand et permettent 1I’exploration de régions

plus vastes. Dans cette catégorie nous pouvons citer GLIDE, GOLD et AutoDock [84].

5 Interactions moléculaires

Outre la complémentarité structurale, I’importance de 1’affinité des liaisons chimiques
est mise en avant dés 1940 par Pauling et Delbriick [95]. Le docking moléculaire s’intéresse
particulierement a I'étude des interactions intervenant lors de la formation de complexes
moléculaires [96]. Les différentes interactions étudiées entre le ligand et la protéine sont [97],
[98] :
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5.1 Interactions électrostatiques

Une liaison ionique se forme entre deux atomes d’électronégativités trés différentes.
On obtient deux ions (positif et négatif) liés essentiellement par force électrostatique. La
distance entre les centres chargés doit étre inférieure a 4.0-4.5 A. Les liaisons ioniques ont

une force variant entre 5 et 10 kcal/mol dans un environnement aqueux [99].

0
O @ —vi %

Figure 19 : Liaison ionique [96].

5.2 Interactions de Van Der Waals

Elles reposent sur les interactions entre les dipdles constitués par les molécules non
permanentes de faible rayon d’action. Pour des atomes distants de 3-4 A, 1’énergie de liaison
est seulement comprise entre 0.4 et 4 kJ/mol. Elles sont nombreuses et contribuent

essentiellement dans la recherche de la concordance stérique entre le ligand et la protéine
réceptrice [100].

Figure 20 : Interaction de Van Der Waals [96].
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5.3 Liaison hydrogéne

la liaison hydrogéne est une interaction attractive entre un atome d’hydrogéne
¢lectropositif provenant d’un fragment moléculaire X—H (appelé le donneur), et un atome ou
groupe d’atomes ¢électronégatifs Y (appelé I’accepteur), ou il y a preuve de la formation d’une
liaison [101], et avec une force de I'ordre de 2 a 4 Kcal/mol agit dans les systémes
biologiques[102]. Les valeurs des angles et des distances varient respectivement de 90 a 180
degrés (et plus la valeur observée approche cette valeur théorique, plus I’interaction est forte
et de 1.2 & 4.0 A [94], [101]. On peut distinguer deux types de liaisons hydrogéne suivant
qu’elles se développent entre deux molécules distinctes (liaisons hydrogéne intermoléculaires)
ou entre deux groupes d’atomes au sein d’une méme molécule (liaisons hydrogéne

intramoléculaires) [103].

C ) sessss H N

Accepteur Lbes fumue

Figure 21 : La liaison hydrogéne [96].

5.4 Interactions hydrophobes

Les molécules ou groupes d’atomes non polaires ne sont pas capables de former des
liaisons hydrogene et ne peuvent donc pas s’hydrater. L’effet hydrophobe est la tendance que
posséde ces groupes a se rassembler par coalescence de fagon a minimiser les contacts avec

I’eau. Les liaisons hydrophobes possédent une énergie de 1’ordre de 7 kcal/mol [96], [104].

Figure 22 : Interaction hydrophobe [96].
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6 Outils du docking moléculaire
6.1 Reécepteur

le récepteur est une protéine spécialisée capable de se lier specifiquement et
réversiblement a une autre molécule appelée ligand [105]. Les récepteurs sont des
macromolécules impliquées dans la signalisation chimique des signaux inter- et

intracellulaires [106].

La plupart des structures sont extraites de la banque de données des protéines (PDB).

La PDB (https://www.rcsb.org/) est I'archive mondiale unique de données sur les structures
macromoléculaires déterminées expérimentalement en utilisant la cristallographie
macromoléculaire, la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) et la
microscopie électronique [107], [108] , a €té créée en 1971 en devenant la premiere ressource
numérique en libre accés dans le domaine des sciences biologiques [108], [109]. En 2022,
16 344 structures determinées expérimentalement ont été déposées dans les archives [110].
Les différentes conformations tridimensionnelles sont teléchargeables sous extension pdb
lisibles par les logiciels de docking et contenant diverses informations sur la protéine en

question.

6.2 Ligand
un ligand est une molécule qui se lie de maniere réversible a une macromolécule
ciblée, jouant en général un role fonctionnel [111]. Les ligands sont des composés organiques

divers pouvant jouer le role d’inhibiteur de I’enzyme [104] .

En docking moléculaire, le choix du ligand est une étape trés importante. Ce choix
doit étre pertinent en raison de la spécificité du site actif de la cible évitant de tester
inutilement des molécules [111]. Les ligands peuvent étre extraits de plusieurs bases de
données telles que ZINC, PubChem, Available Chemical Directory (ACD), MDL Drug Data
Report (MDDR) ou National Cancer Institute Database (NCI), ou peuvent étre dessinés a
I'aide de I'outil ChemSketch, ChemDraw , Titan [98-112].

6.3 Programme

De nombreux programmes d'amarrage (plus de 50) et outils sont désormais utilisés
dans le domaine de la recherche pharmaceutique et universitaire. car la plupart des principes
actifs sont de petites molécules (ligand) qui interagissent avec une cible biologique d'intérét

thérapeutique, généralement protéique (récepteur), afin d'influencer le mécanisme dans lequel
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cette protéine est impliquée [113].Les programmes d'amarrage tels que AutoDock, Auto Dock
Vina, Flex X, Dock, Surflex, Gold, Glide, ICM, Cdocker, LigandFit sont utilises [114].

Docking Software

® Glide
u Autodock (v. 3or 4)
= GOLD
Flexi
m Surflex Dock
® Autadock VINA
m DOCK
u LibDock
= FRIGATE
® Other

Figure 23 : Les logiciels de docking les plus utilisés [115].

e Programme utilisé : Surflex
Surflex est un logiciel de docking moléculaire flexible et entierement automatique qui
combine la fonction de scoring du systeme de docking « Hammerhead » avec un moteur de
recherche qui s'appuie sur une méthode de similarité moléculaire basée sur la surface afin de
générer rapidement des poses putatives appropriées pour les fragments moléculaires [116].

Dans ce programme le docking se base sur la construction d’une pseudo-molécule
comme cible sur laquelle doit l'aligner le ligand. Il s’agit de fragments de molécules placés
dans le site actif de maniere a occuper idéalement et de maniere redondante celui-ci, a partir
de criteres morphologiques. Il est important de préciser que cette pseudo molécule peut étre
construite a partir du ligand dans le site a condition de bénéficier d’une structure, ou bien a
partir du récepteur sans aucun ligand : il utilise dans ce cas 3 types de fragments CH4, C=0 et

N-H mais il est nécessaire de connaitre I’emplacement du site actif [117].
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1 Matériel

L’objectif essentiel de notre travail de master est une initiation aux approches de
modélisation par docking moléculaire afin de proposer de nouveaux inhibiteurs de la D-
aminoacide oxydase. Pour ce faire, nous avons utilisé le matériel suivant :

1.1 Micro-ordinateurs
Deux micro-ordinateurs ont €té utilisés dans notre travail, les caractéristiques de ces

machines sont mentionnées dans le tableau 03.

Tableau 03 : Les micro-ordinateurs utilisés et leurs caractéristiques.

Micro-ordinateur 1 Micro-ordinateur 2
‘Mémoire (RAM)  200Go 400 Go
Type du systeme Systéme d’exploitation 64 bits ~ Systéme d’exploitation 64 bits
Processeur Intel(R) Celeron(R) CPU Intel(R) Celeron(R) CPU N3060

N3060 @ 1.60GHz 1.60GHz @ 1.60GHz 1.60 GHz

Systéme Windows 10 Professionnel Windows 10 Professionnel

d’exploitation

1.2 Logiciels
1.2.1 Surflex

Comme il est déja mentionné dans le chapitre précédant, le logiciel utilisé dans notre
travail est Surflex. C'est I'un des systemes d'amarrage les plus populaires. Il est largement
utilisé et capable d'arrimer des ligands avec une grande précision dans un environnement

d'acides aminés, voir Figure 24.
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& Invite de commandes _ 4
Ligand: ato

347]Protomol has 188 1i

1 NT 16
shing frag

nf 1.82]
32] [ret_co

2.46] [ret_con
[ret_conf ¢

Figure 24 : L’interface graphique du Surflex.

1.2.2 Titan

Ce logiciel a été utilisé pour la construction moléculaire 3D. Cette construction se fait
par les différents groupements chimiques disponibles a la droite de 1’interface. Il est possible
d’optimiser la géométrie du modele construit grace a la minimisation d’énergie inclue dans

Titan, voir Figure 25.
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O[a|s|@] V| +1:]%)%] [T af vl 2o wlele] ~[o] W

Erty | Eome | Pregec |

Minimisation d'énergie -

: o N 3P |-H

Model kit \.\ |
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SN 'S+ B

G| [Asere ~|

Fege|[bwcers 2]
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-
J
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Figure 25 : L’interface graphique du Titan.
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1.2.3 VMD (Visual Molecular Dynamics)

Un logiciel libre (gratuit) téléchargeable en ligne, le logiciel VMD est utilisé pour la
visualisation et le positionnement des ligands au sein du site actif cible. Il peut afficher
simultanément un nombre quelconque de structures en utilisant une grande variété de styles

de rendu et de méthodes de coloration [118], voir Figure 26.

] :
File Molecule Graphics Display Mouse Extensions Help

ID T A D F Molecule Atoms Frames Vol
0 TADF enzpdb 5587 1 0

.. Af »
4|4 zoom ™ [Loop ] step T} speed 1 »

Load files for: [New Molecule 4|

Filename: l Browse...

Determine file 3
Automatically bl Load

Frames. Volumetric Datasets

Figure 26 : L’interface graphique du VMD

1.2.4 Biovia Discovery viewer
Un logiciel libre pour la visualisation moléculaire qui est un aspect clé de I'analyse et

de la communication des études de modélisation.

Dans notre travail Biovia Discovery viewer a été utilisé pour 1I’é¢tude des mécanismes

d’interaction moléculaire entre le ligand et les résidus du site actif cible en déterminant les

types de ces interactions, voir Figure 27.
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Figure 27 : L’interface graphique de Biovia Discovery viewer.

1.2.5 Open Babel

Open Babel est un projet visant a faciliter I'interconversion des données chimiques

d'un format a un autre - y compris les formats de fichiers de différents types [119]. Ce logiciel
a eté consulté via le lien suivant :(https://oppenbabel.arg/wiki/Main_Page).

& OpenBabelGUI

File View Plugins Help
~-- INPUT FORMAT --
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C:\Users\NI SAV2\Dowriosds\
kpdd
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$9999999¢4¢

EEEEEE RS

331

[
ATOM 42 C

[Juse this format for al nput fles (gnore fle extensions)

<<« OUTPUT FORMAT -
moi2 - Sybyl Mol2 format

Format Info

Output fie
min warning level dsplayed A

C:\Users NI SAV2\Downloads .mol2
Start mport at moleade # spechied

End import at molecule # speofied

(] Delete hydrogens (make mpbat)
(] Add hydrogens (make expict)
Add hydrogens appropriate for this pH
[ Convert dative bonds e..IN+]([0-))
[[] Remove o but the largest contiguous fragment
[T Center Coordnates
(7] Combine mols in first fle with others having same name
Convert coly if match SMARTS or mos in fle:

Z1xXTananC0nz

Filter: convert oly when tests are true:

A66a00%n

x

Add properties from descriptors
Delete propertes
Append propertes or descriptors in kst

[ 30m 8l nput molecuies nto & sngle cutput molecue
(] Output dsconmected fragments separately

00n2T00n2Z

[ 8dd e replace & property (SOF)
Add or replace moleaule Ste
Append text to tée
(] Output multiple conformers separately
[ Append output index to tte
Addtionsl e outout

x

nONA=

c[ (] Append input index to e
H (] Adds hydrogen to polar atoms orly
4 (] Canceicaize the atom order
‘C Fil the unit cel (strict or keepconnect)

v | [] Generate 20 coordnates

Format Info

[CJOutput below only (o cutput fie) [ Dsplay in firefox

Figure 28 : L’interface graphique de Open Babell
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Excel
Un des logiciels de la suite bureautique Microsoft Office qui a été utilisé pour

ter, organiser et tracer les tableaux ainsi que le cercle relatif du teste de fiabilité RMSD.

Test RMSD - Excel Connexion 53]
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- conditionnelle ~  detableau - cellules + | £ Format ¢ & filtrer - sélectionner ~
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Figure 29 : Interface d’Excel.

1.3 Banques de données

1.3.1

Protein Data Bank (PDB)

La PDB est la principale banque du stockage des structures 3D des macromolécules

biologiques obtenues par différentes méthodes (cristallographie aux rayons X, RMN, ME),

elle nous a permis d’extraire le modele 3D de notre enzyme sur lequel on a réalisé cette

pratique. Elle est disponible via le lien suivant : (https://www.rcsb.org), voir Figure 30.
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1.3.2 PubChem

PubChem « https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov » est une ressource d'information

chimique populaire qui sert la communauté scientifique ainsi que le grand public, avec des

millions d'utilisateurs uniques par mois [120]. Cette chimiothéque gratuite qui répertorie des

millions de composés chimiques a été utilisée pour extraire et télécharger les ligands

souhaites, voir Figure 31.
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Figure 31 : L’interface graphique de PubChem.
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2 Méthodes
2.1 Choix et préparation de la protéine

La cible D amino-acide oxydase (DAAO) faisant I’objet de notre étude, est disponible
sous format pdb via la banque de donnée PDB. Cette banque nous a proposé seulement 2

complexes cristallographiques avec une résolution inférieure a 2 A, voir Tableau 04.

Tableau 04 : Les complexes DAAO humaine/Inhibiteur avec leurs résolutions.

Code du complexe PDB  Code d’inhibiteur Résolution (A)
7U9U M89 1.66
3ZNN 4WL 1.9

Parmi ces deux derniers, notre choix a été tombé sur la structure 3D portant le
code « 3ZNN » qui nécessite une préparation préalable avant d’étre utilisée en docking

moléculaire.

Aprés le télechargement du complexe sous format pdb, I’enzyme DAAO qui existe
sous forme homodimériques (chaines A et B), seulement sa chaine A qui a été conservee pour
faciliter son utilisation lors du docking moléculaire. Afin d’obtenir un récepteur avec un site
actif libre il faut séparer la protéine de son ligand co-cristallisé. De plus, les molécules d’eau
doivent étre éliminées et a la fin la structure de notre enzyme d’intérét a été enregistrée sous

format pdb connu par le logiciel Surflex.

2.2 Choix et préparation du ligand

Le bon choix du ligand est une étape trés importante, dans notre travail nous avons
basé sur une étude expérimentale réalisée par Shishikura et al (2014) [121] qui ont prouveé
I’inhibition de notre enzyme cible DAAO par certains médicaments antipsychotiques utilisés
couramment pour le traitement de la schizophrénie grace a un mécanisme d’action additionnel

a ce qui est primaire (le blocage des récepteurs de dopamine D2 et sérotonine).

Notre but est de compléter ces résultats par une étude in silico, et d’étudier les

mécanismes d’interactions de ces médicaments (Aripiprazole, Halopéridol et Sulpiride)
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envers la DAAO. Ces ligands ont été téléchargés via la chimiothéeque PubChem sous format

sdf et convertis au format pdb a I’aide du logiciel Open Babel.
» Aripiprazole

L'Aripiprazole est un antipsychotique atypique approuvé par la FDA et principalement
utilisé pour le traitement symptomatique de la psychose chez les patients atteints de
schizophrénie et en monothérapie ou en traitement d'appoint des épisodes maniaques aigus
associés aux troubles bipolaires. Il stabilise la dopamine et la sérotonine dans le noyau
accumbens, la zone tegmentale ventrale et le cortex frontal, ce qui permet de gérer les
symptomes positifs, négatifs et cognitifs de la schizophrénie, il existe une formulation
d'Aripiprazole a action prolongée, qui est utilisée principalement pour le traitement d'entretien
de la schizophrénie chronique ainsi que pour le traitement aigu et d'entretien du trouble
bipolaire 1 chez les patients qui peuvent manquer de tolérance orale ou d'adhésion au
traitement [122].

> Sulpiride

Le Sulpiride, antagoniste des récepteurs D2 de la dopamine (DA), est un médicament
antipsychotique important dans le traitement de la schizophrénie. Récemment, nous avons
montré que l'activation des D2R dans le pallidum ventral (VP) module I'activité des neurones
DAergiques de l'aire tegmentale ventrale (ATV). Le sulpiride intra-VP peut influencer les

processus de motivation et d'apprentissage, en modifiant le comportement [123].
» Halopéridol

L'Halopéridol est un médicament antipsychotique de premiére génération (typique)
largement utilisé dans le monde. Il s'agit d'un antipsychotique typique car il agit sur les
symptdmes positifs de la schizophrénie, tels que les hallucinations et les délires. Il exerce son
action antipsychotique en bloguant les récepteurs dopaminergiques D2 dans le cerveau.
Lorsque 72% des récepteurs de la dopamine sont bloqués, ce médicament atteint son effet

maximal [124].

2.3 Docking moléculaire
Le docking moléculaire a été effectué par le programme Surflex en suivant 2 étapes

successives :
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2.3.1 Génération du protomol
Premiérement nous avons identifié le site actif par la construction d’une pseudo-

molécule appelée * protomol °’ selon la commande suivante :

Surflex-dock proto ligand.pdb enzyme.pdb pl

2.3.2 Docking moléculaire

Le docking a été réalisée grace a un algorithme suivant deux étapes, la premiere est la
fragmentation du ligand et la deuxiéme c’était I’assemblage de ces fragments pour permettre
la recherche de dix meilleures conformations du ligand au sein du site actif de ’enzyme

chacune avec un score, selon la commande suivante :

Surflex-dock dock ligand.pdb pl-protomol.mol2 enzyme.pdb

2.3.3 Evaluation du logiciel Surflex
Afin d’évaluer la fiabilité du logiciel de docking utilisé dans notre travail et d’assurer

ses résultats, nous avons réalisé 2 tests :

2.3.3.1 RMSD (Root Mean Square Deviation)

La performance des programmes d'amarrage est souvent évaluée par leur capacité a
reproduire la pose cristallographique du ligand lié. Une métrique courante pour évaluer la
différence entre la pose de liaison predite et la pose cristallographique est le déplacement
quadratique moyen des atomes lourds (RMSD), bien que d'autres métriques aient été
suggerées. Les calculs RMSD sont également utilisés dans d'autres contextes, par exemple
pour I'évaluation de la diversité des conformeres générés [125], la valeur seille admise est une

différence maximale de 2 A [96].

Ce test a été réalise sur 120 complexes protéine-ligand tirés aléatoirement de la PDB,

y a compris notre complexe d’intérét portant le code « 3ZNN », en utilisant deux commandes.
La premiére commande pour avoir la valeur de RMSD :

Surflex-dock rms ligand.pdb final-0.mol2
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La deuxiéme commande a été au choix, afin d’optimiser les valeurs RMSD de certains
complexes :

Surflex-dock optrms ligand.pdb final-0.mol2

2.3.3.2 Analyse visuelle

C’est un test complémentaire au test de RMSD, dans le but de vérifier les positions
entre le modéle du ligand simulé par le docking par rapport a celui de référence, nous avons
utilisé le logiciel VMD qui nous a aidé pour bien visualiser la superposition des ligands.

3 Proposition des nouveaux inhibiteurs de la DAAO

Notre objectif principal est de générer des nouveaux inhibiteurs plus puissants de notre
enzyme cible la DAAO. Pour cette raison, I’ Aripiprazole un médicament antipsychotique et
un inhibiteur de la DAAO a été pris comme structure de départ afin d'obtenir une collection
de composés similaires via la base de données PubChem. Nous avons téléchargé 251
molécules similaires a 1’Aripiprazole a partir de cette base de données (avec 94% de
similarite), bien enregistrées au format sdf, puis converties au format pdb grace au programme

Open Babel pour les tester sur I'enzyme DAAO par docking moléculaire.

3.1 Etude des propriétées ADMET

La pharmacocinétique et la toxicité indésirables des composés candidats étant les
principales raisons de I'échec du développement des médicaments, il est largement reconnu
que l'absorption, la distribution, le métabolisme, I'excrétion et la toxicité (ADMET) doivent
étre évalués le plus tot possible [126]. Dans ce contexte nous avons complété notre travail
avec la prédiction in silico des propriétés ADMET des meilleurs inhibiteurs obtenus ce qui est
une étape indispensable dans toute étude. Nous avons utilisé le serveur SwissADME

(http://www.swissadme.ch/index.php ) pour prédire les propriétés physicochimiques et

pharmacocinétiques des composés candidats, il s’agit de la régle de Lipinski, I’inhibition des
cytochromes P450, 1’absorption gastro-intestinale, le passage a la barriere hémato-

encéphalique, 1’accessibilité a la synthése chimique...etc.
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En deuxieme temps, avons fait recours au serveur web PreADMET

(https://preadmet.webservice.bmdrc.org/toxicity/) afin de prédire la toxicité potentielle. Ce

serveur nous a permet de simuler a partir des structures des meilleurs inhibiteurs leur toxicité
potentielle selon plusieurs tests a savoir : le test d’AMES, les tests de toxicité aigiie sur des

espéces aquatiques et les tests de cancérogénicité sur les souris et les rats.
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Figure 32 : Les interfaces graphiques des serveurs « SWisSADME » et « PreADMET »
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3.1.1 Propriétés physico-chimiques
3.1.1.1 Régle de Lipinski (régle de 5)

En 1997, Lipinski a défini un ensemble de regles permettant d’estimer la
biodisponibilité d’un composé par voie orale a partir de sa structure bidimensionnelle. Ces
regles concernant les propriétés physico-chimiques ont été définies aprés 1’analyse de 2245
médicaments commercialisés ou en phase finale de développement [127].

Selon cette regle, les composés qui ne respectent pas au moins trois des cing critéres

suivants sont susceptibles de poser des problemes d’administration par voie orale :
1. Posséde une masse moléculaire inférieure a 500 daltons.
2. Un coefficient de partition (logP) ou une lipophilie entre -2 et 5.
3. Ne possede pas plus de 5 donneurs de ponts hydrogene (OH et NH).
4. Ne posséde pas plus de 10 accepteurs de ponts hydrogene (O et N).

5. Le nombre de fonctions rotables (flexibles et lineaires) inférieur a 15 [128].

3.1.1.2 Solubilité dans I’eau
La solubilité est l'un des parametres importants pour atteindre la concentration
souhaitée de médicament dans la circulation systémique pour obtenir la réponse

pharmacologique requise.

Un "bon composé"” doit pouvoir atteindre sa cible a des concentrations efficaces. Par
conséquent, la plus faible solubilité acceptable d'un composé est liee a sa puissance

pharmacologique et a sa perméabilité [129].

3.1.1.3 Accessibilité a la synthese
Des modifications structurales doivent étre menées sur les composés actifs lors de leur
optimisation. De ce fait, les composés dont la synthése chimique est difficile a réaliser sont

généralement éliminés [96].
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3.1.2 Propriétés pharmacocinétiques

3.1.2.1 Absorption
Une fois le médicament ingéré, son voyage dans I’organisme débute par la phase

d’absorption. L’absorption correspond a la pénétration du médicament dans I’organisme.

3.1.2.2 Absorption gastro-intestinale
La phase d’absorption regroupe les phénomeénes impliqués dans le transfert d’un
xénobiotique du tractus gastro-intestinal (GI), et plus particuliérement de 1’intestin gréle, vers

la circulation sanguine [130].

3.1.2.3 Perméabilité hémato-encéphalique (Blood Brain Barrier : BBB)

La pénétration de la barriere hémato-encéphalique (BBB) est cruciale dans le domaine
pharmaceutique car les composés actifs sur le systtme nerveux centrale doivent la traverser
[131]. Uniguement 2% des médicaments ayant une application sur le SNC étaient capables de
traverser cette barriére entre le sang et le cerveau [130].

3.1.2.4 Inhibition des Cytochromes P450
Le métabolisme est I'une des voies de clairance les plus importantes, représentant la

principale voie de clairance de 75 % des médicaments [132].

I est a souligner qu’entre 50 a 90% des molécules thérapeutiques sont le substrat de
cing isoformes majeures (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4) [96].Lorsque
l'activité d'un CYP est modifiée in vivo chez I'homme, ces effets constituent une
préoccupation majeure pour les cliniciens et les patients en raison de la possibilité que ces
altérations modifient considérablement le métabolisme des médicaments (des substrats) de

cette enzyme ce qui peut entrainer des effets nocifs pour la santé [133].

3.1.3 Tests de toxicité
3.1.3.1 Test d’Ames

Le test d'/Ames a été normalisé dans les années 1970 pour évaluer le potentiel
mutageéne des produits chimiques. Ce test utilise des souches de Salmonella typhimurium
auxotrophes pour I'histidine afin de détecter les mutations génétiques, en particulier les
substitutions de paires de bases et les mutations par décalage de trame [134]. Ces souches
indicatrices sont porteuses de mutations génétiques sur ’opéron histidine. Elles sont
incapables de synthétiser 1’histidine (souches auxotrophes << His- >>) et ne poussent donc

pas sur un milieu dépourvu de cet aminoacide. En présence d’un agent génotoxique, ces
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souches récupérent, par mutation reverse, leur capacité a synthétiser I’histidine (souches
prototrophes <<His+ >>) [135].Dans le processus de développement d'un nouveau
médicament, trois criteres essentiels sont évalués, a savoir I'efficacité, la qualité et la sécurité

pharmacologique [134].

3.1.3.2 Test de hERG (human Ether-a-go-go Related Gene) inhibition

hERG code pour un canal potassique qui est un composant clé de l'information du
potentiel d'action cardiaque [136]. L'inhibition de ce canal par des médicaments est
imprévisible et entraine des arythmies fatales. Il est important d'identifier rapidement le
potentiel d'inhibition du canal hERG d'un composé afin d'éviter la progression des composés
qui échouent plus tard en raison de leur cardiotoxicité [137].

3.1.3.3 Test de la toxicité aiglie de Daphnia

Daphnia magna est un petit crustacé planctonique. C'est I'un des organismes modéles
les plus couramment utilisés pour evaluer la toxicité d'une large gamme de produits
pharmaceutiques. Elle présente de nombreux avantages tels que la taille du corps, un cycle de
vie court, une fécondite élevée et une reproduction parthénogenétique [138].

3.1.3.4 Test de la toxicité aigue sur les algues
Ce test permet d’évaluer la toxicité aigle liée a I'utilisation du composé d’intérét. Il
consiste a déterminer le taux d’inhibition de la croissance des différentes espéces d’algues a

savoir : (Chlorella vulgaris,Selenastrum caprinrtum et Scenedesmus subspicatus) [96].

3.1.3.5 Test de toxicité aigte sur le Medaka

Le médaka japonais (Oryzias latipes), un petit poisson d'eau douce, est utilisé depuis
plus de 50 ans pour les tests de toxicité. Ils sont tres robustes, hébergent peu de maladies,
tolerent de grandes latitudes en termes de salinité et de température et sont faciles a élever
dans un environnement de laboratoire [139]. Elle est approprié pour évaluer 1’oestrogénécité

des composés perturbateurs du systeme endocrinien [96].

3.1.3.6 Test de toxicité aiglie de Minnow

Pimephales promelas est une espéce de poisson largement utilisée pour une grande
variété d’applications de recherche portant sur des sujets tels que 1’évaluation de toxicité
aiglie. Ces poissons sont petits et faciles a élever en laboratoire. Ils ont un cycle de vie
relativement court, pondant des centaines d'ceufs avec des taux de fécondation et d'éclosion

élevés.[140]
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3.1.3.7 Test de cancérogénicité pour les souris et les rats

Les études de cancérogeénicité se font sur des rongeurs (rats et souris), ces derniers ont
joué un role essentiel dans 1’identification de produits chimiques potentiellement dangereux
pour I’homme. En fait, presque tous les agents cancérogénes connus chez 1’homme sont

également cancérogenes chez ces deux espéces [141].
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Chapitre 05 Résultats et discussion

1 Tests de fiabilité du programme de docking
Afin de vérifier la fiabilité des simulations générées par Surflex, nous nous sommes

servis de deux tests de fiabilité qui sont :

e L’écart quadratique moyen ou le RMSD.

e L’analyse visuelle.

1.1 RMSD (Root Mean Square Deviation)

Le premier test de fiabilité de Surflex consiste & calculer le RMSD entre la position
d’un ligand simulée et celle de référence existante dans la PDB. Dans le présent travail, ce test
a été réalisé sur 120 complexes protéine-ligand pris de maniére arbitraire de la PDB.

Les résultats sont présentés dans Annexe 01.

Ce test nous a permis de constater que le programme Surflex montre des performances
pour reproduire les poses expérimentales, en effet 76% des valeurs RMSD sont inférieures ou
égales a 2 A, et que seuls 24% des résultats sont supérieurs a 2 A, voir figure 33.

Les résultats obtenus sont conformes aux travaux de Chikhi A. et Bensegueni A.
(2008) [142] révélant un taux de RMSD de 63% inférieur a 2A. De ces résultats on peut

conclure que Surflex simule correctement les interactions Protéine-Ligand.

m RMSD<2A RMSD>2A

Figure 33 : Résultat en pourcentage du test RMSD.
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1.2 Analyse visuelle

L’analyse visuelle qui suit le test RMSD est une étape importante et complémentaire
dans 1’évaluation de la performance du programme Surflex. Dans ce contexte, nous avons
visualisé spécifiquement quatre complexes issus de la PDB, il s’agit bien des complexes
1UQU, 3ZNN, 4BDT, 4GCA, voir Tableau 05.

Tableau 05 : Complexes PDB choisies pour 1’analyse visuelle.

| Code Code du RMSD (A)
ligand
1UOU CMU 0.06
3ZNN 4WL 1.157
4BDT HUW 3.733
4GCA 2X9 4.816

Comme le montre les figures 34 et 35, les valeurs faibles des RMSD obtenus chez les
deux complexes 1UOU et 3ZNN se traduisent par une superposition entre les modeles des
ligands simulés par Surflex (en gris) vis-a-vis des poses de références issues de la PDB
(en mauve). Cependant les ligands des deux complexes 4BDT et 4GCA présentent des scores

RMSD supérieures a 2 A ne montrent aucune superposition notable, voir figures 36 et 37.

Figure 34 : Superposition de la pose de référence du ligand CMU (mauve) et celle calculé par
Surflex (gris) du complexe 1UOU.
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A .

Figure 35 : Superposition de la pose de référence du ligand 4WL (mauve) et celle calculé par
Surflex (gris) du complexe 3ZNN.

Figure 36 : Superposition de la pose de référence du ligand HUW (mauve) et celle calculé
par Surflex (gris) du complexe 4BDT.

Figure 37 : Superposition de la pose de référence du ligand 2X9 (mauve) et celle calculé par
Surflex (gris) du complexe 4GCA.
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1.3 Conclusion

A partir des résultats obtenus on peut conclure que le test RMSD et 1’analyse visuelle
apportent la preuve de la haute performance du programme Surflex. Il s’agit d’un outil
suffisamment fiable qui peut étre utilisé sans trop risque d’erreurs pour étudier les

mécanismes d’inhibition de la D-aminoacide oxydase.

2  Etude des interactions DAAO-inhibiteur

Le but principal de ce travail est la mise en évidence d’un éventuelle action inhibitrice
exercée par des médicaments antipsychotiques sur la D-aminoacide oxydase en utilisant les
approches d’identification et de modélisation par docking moléculaires, afin de compléter les
travaux in vitro de Shishikura et al (2014) [121]. Les résultats de docking des médicaments
dans le site actif de I’enzyme sont présentés dans le tableau 06. Dans le but d'établir une
relation entre les résultats du docking moléculaire et les données expérimentales, nous avons

reporté dans le méme tableau les valeurs théoriques des affinités et les 1C50 obtenus in vitro.

Tableau 06 : Scores de trois medicaments obtenus par docking moléculaire par Surflex et
leurs relations avec les données expérimentales (IC50).

Composé Structure IC50 (uUM) Affinité(M-1)

Aripiprazole @Omm 12.4 +1.38 4.16

. 5 134+187 284
Halopéridol S

N > 143+081 2.83
Sulpiride

Le tableau montre que le score d'affinité de 1’ Aripiprazole (4.16 M) est meilleur que

celui d’Halopéridol (2.84 M) et Sulpiride (2.83 M™?). Ce résultat révéle que les scores
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d'affinité des trois médicaments s’accordent parfaitement avec les résultats experimentaux des
IC50 obtenus dans des tests in vitro par Shishikura et al (2014).

Nos résultats sont complétés par une analyse visuelle des interactions de chaque

molécule avec la D-aminoacide oxydase.

» Aripiprazole

Avec la plus faible 1C50 (12.4 uM), le medicament Aripiprazole présente la meilleure
affinité d’interaction (4.16 M™). L’analyse visuelle 3D des résultats du docking montre que ce

composé est placé correctement dans la cavité catalytique de 1’enzyme, voir figure 38.

Le diagramme 2D indique la formation de 5 liaisons carbone hydrogéne ; deux
liaisons entre le carbone de I’inhibiteur et le résidu GLY313 du site actif séparées par des
distances de 2.93 A et 2.87 A respectivement, les trois autres liaisons sont formées cette fois
avec le résidu LEU51 avec des distances de 3.03 A, 2.71 A et 3.09 A respectivement.
Le complexe est également stable en raison de nombreuses interactions hydrophobes ainsi que
des liaisons de type Pi, ces interactions sont formées entre I’inhibiteur et les résidus : ALA48,
ALA49, ILE202, et TYR 228, voir figure 39.

H-Bonds
Donor

Acceptor

Figure 38 : Représentations du positionnement de 1’ Aripiprazole dans le site actif de la
DAAO.

55



Chapitre 05 :  Résultats et discussion

B ILE GLY TYR
202 AS0D A3l ARG
TYR ILE A2
A22E e A223 HIs
ALA ASlz LEU AZ1T
A39 5 THR ; AS1 V2 Gl
237 29887303 LEU TYR 4 A21B
ALA o 2. 78215 pooa
AdE b 3.09
a.41 oW, T
. — A222
- - SER
VAL / ) A:225
ASN
3 THR
4.923.20 A225 a216
ARG ILE EL5I§ GLY
AZE3 A:230 - A:240
GLY
AZ00
Interactions
E wan der Waals E Alkoyl
D Carbon Hydrogen Bond D Pi-aAlkyl
I:l Halogen (Cl, Br, I}

Figure 39 : Mode d’interaction de 1’ Aripiprazole dans le site actif de la DAAO, A : analyse
3D, B : analyse 2D.

» Halopéridol

La simulation effectuée par Surflex, de 1’Halopéridol est caractérisée par I’affinité
de la valeur 2.84 M. Cette affinité s’exprime par la formation de plusieurs interactions de
type hydrophobe entre ce composé et les résidus LEU56, ILE223, TYR224, ARG283
et ALA48. On observe aussi la formation d’une liaison hydrogene entre le groupement Fluore
(F) de inhibiteur et le résidu GLY315 du site actif avec une distance de 2.72 A, voir figures
40 et 41.
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H-Bonds
Donor

Acceptor L

Figure 40 : Représentations du positionnement de 1’Halopéridol dans le site actif de la
DAAO.

LE223

Interactions
I:I wan der Waals I:I Alkyl
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-aAllkoyl

E Halogen (Fluorine]

Figure 41 : Mode d’interaction de 1’Halopéridol dans le site actif de la DAAO. A : analyse
3D, B : analyse 2D.

57



Chapitre 05 :  Résultats et discussion

» Sulpiride

Ce médicament avec I’affinité égale a 2.83 M, se positionne correctement dans la
poche du site actif de I’enzyme (voir figure 42), ou il est stabilisé, par des liaisons
hydrophobes et de type Pi avec les résidus : TYR224, ILE223 et HIS217. Deux liaisons
hydrogenes sont observées, la premiére est établie entre 1’azote (N) de la fonction amine de
I’inhibiteur et le résidu LEU51 avec une distance de 2.03 A, la deuxiéme s’effectue entre
I’oxygene de I’inhibiteur et le résidu GLY313 du site actif séparé avec une distance de 3.04
A. Aussi le complexe présente deux liaisons de type carbone hydrogéne, la premiére entre
I’hydrogene de la fonction hydroxyle (OH) de I’inhibiteur et le résidu TYR228 avec une
distance de 2.24 A, et la deuxiéme entre ’oxygéne et le résidu TYR314 du site actif avec une
distance de 3.56 A, voir figure 43.

H-Bonds
Donor

Acceptor

Figure 42 : Représentations du positionnement du Sulpiride dans le site actif de la DAAO.
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Figure 43 : Mode d’interaction du Sulpiride dans le site actif de la DAAO, A : analyse 3D,

2.1 Conclusion

B : analyse 2D..

L’étude par docking moléculaire avec Surflex nous a permis de vérifier et de

compléter les données expérimentales présentées par Shishikura et al (2014). Les trois

médicaments étudiés présentent une activité inhibitrice in silico et in vitro vis-a-vis la D-

aminoacide oxydase, additionnellement aux leurs actions pharmacologiques primaires telles

que le blocage des récepteurs de la dopamine D2 et de la sérotonine. Cet effet doit étre pris en

considération lors leur prescription, parce qu’il peut contribuer a leur efficacité

pharmacothérapeutique.

Parmi les trois médicaments étudiés, 1’ Aripiprazole se présente comme le meilleur

inhibiteur avec une IC50 (12.4 pUM) et une affinité d’interaction (4.16 M™). Une étude
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in silico de ce résultat pourrait mener a la conception et la proposition théorique de nouveaux
inhibiteurs encore plus puissants de la DAAO.

3 Proposition des nouveaux inhibiteurs de la D-aminoacide oxydase

L’ Aripiprazole un dérivé des quinoléines ayant montré le meilleur résultat, a été pris
comme structure de départ afin de chercher des composés similaires dans la Pubchem.
En effet, cette banque de données nous a proposé une collection de 251 composés similaires
avec un taux de similarité allant jusqu’a 94%. Dans le but d’améliorer 1’activité inhibitrice
de ce composé et proposer des nouveaux inhibiteurs de la DAAO, nous avons réalisé
un criblage virtuel de ces 251 composés a 1’aide du programme Surflex. Basé sur les résultats
de docking, 12 composés ont présenté un score supérieur a celui de la structure de départ soit
(4.16 M), Les résultats de ces similaires sont présentés dans le tableau 07, et leurs structures

chimiques dans annexe 03.

Tableau 07 : Numéro d’accession et score des meilleurs inhibiteurs obtenus suite au docking
moléculaire de la collection de similaires de I’ Aripiprazole.

Composé Numéro d’accession Score (M?)
| s23 | 11856254 7,32
S90 91539186 5,45
S62 134240425 5,37
S48 143200400 4,9
S25 10623334 4,79
S57 135138137 4,68
S251 66810238 4,62
S125 68168457 4,5
S189 10718303 4,4
S127 67992236 4,26
S185 11669779 4,25
S186 11576259 4,24
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4 Prédiction des propriétés ADMET

Les composes ayant présenté les trois meilleurs scores d’inhibition envers la DAAO
simulés par docking moléculaire ont fait I’objet d’une étude concernant leurs propriétes
physicochimiques et pharmacocinétiques a ’aide du serveur SwissADME et le serveur
PreADMET pour I’étude de toxicité. Les propriétés de I’ Aripiprazole un antipsychotique mise
sur le marché pour le traitement de la schizophrénie qui a été utilisé comme référence, ont été
également étudié pour la comparaison. Les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux
08, 09 et 10.

4.1  Propriétés physicochimiques

Comme le montre le tableau 08, a I’exception de leurs poids moléculaire un peu plus
élevé les composés répondent parfaitement a la regle de Lipinski, qui indique que les
composes qui ne répondent pas a au moins trois des cing criteres sont susceptibles d'entrainer
des difficultés d'administration par voie orale. Ceci nous permet de conclure que ces
composes peuvent étre utiliser sans poser des problémes de biodisponibilité par voie orale.
Nous constatons également une faible solubilit¢ de ces composés dans 1’eau comparable a
celle de la molécule de référence, ce qui laisse suggérer qu’ils peuvent se dissoudre dans les
milieux aqueux comme le sang pour parvenir jusqu’au SNC leur lieu d’action avec la

concentration souhaitée.

Le dernier critére étudié concerne 1’accessibilité a la synthése chimique. Rappelons
que ce critére a €té évalué en chiffre allant de 1 (facile a synthétiser) jusqu’a 10 (difficile a
synthétiser). Dans notre cas, les scores de 3.69, 4.44 et 3.25 obtenus avec les composés S203,
S90 et S62 respectivement suggérent que la synthese chimique de ces derniers semble étre

réalisable sur le plan expérimental.
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Tableau 08 : Propriétés physicochimiques des trois similaires et 1’ Aripiprazole

Propriétés Aripiprazole S203 S90 S62

Formule C23H27CI2N30  C27H31CI2N30 C29H35CI2N30  C22H27CI2N30

2 6 4 3
PM (g/mol) 448.39 564.46 560.51 452.37
nLF 7 9 11 11
nON 3 7 5 4
nOHNH 1 3 1 3
Log P 4.21 3.46 4.86 3.86
Régle de Oui Oui Oui Oui
Lipinski
Solubilité Faible Faible Faible Faible
dans I’eau
Accessibilit 3.15 3.69 4.44 3.25
égala
synthese

PM : poids moléculaire, Log P : algorithme du coefficient de partage du composé entre n-
octanol et I’eau, Nn-ON accepteur : nombre de liaison d’accepteur d’hydrogene, n-OHNH

donneur : nombre de liaison de donneur d’hydrogéne. NLF : nombre de liaisons flexibles.

4.2 Propriétés pharmacocinétiques
Les propriétés pharmacocinétiques des trois composés ainsi que 1’ Aripiprazole ont été

prédites en utilisant le méme serveur SwissADME. Les résultats obtenus sont présentés dans

le tableau 09.
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Il ressort du tableau 09 que les trois composés présentent une perméabilité gastro-
intestinale élevée, donc ils peuvent traverser facilement la barriére gastro-intestinale pour
atteindre la circulation sanguine avec une concentration thérapeutique efficace. Contrairement
aux autres composés, le S203 présente une faible capacité a traverser la barriére
hématoencéphalique, dans notre cas ce critére est tres important car notre objectif est de
proposer de nouveaux inhibiteurs capables de franchir cette barriére et d'atteindre la cible au
niveau du systeme nerveux central. Cependant, ces molécules ainsi que 1’ Aripiprazole ont été
simulée d’avoir un potentiel pouvoir inhibiteur des isoformes de Cytochrome P450 étudiées
a lexception de CYPIA. L’inhibition de ces enzymes induit des interactions
médicamenteuses, mais ce probléme peut étre levée lors la phase d’optimisation de ces

inhibiteurs.

Tableau 09 : Propriétés pharmacocinétiques des similaires ainsi que 1’ Aripiprazole.

Propriété Aripiprazole $203 S90 S62 ‘
Gl Elevée Elevée Elevée Elevée
Absorption
BBB Oui Non Oui Oui
permeabilité
CYP1A2 Non Non Non Non
INHIBITION
CYP2C19 Oui Oui Non Oui
INHIBITION
CYP2C9 Non Non Oui Non
INHIBITION
CYP2D6 Oui Oui Oui Oui
INHIBITION
CYP3A4 Non Oui Oui Oui
INHIBITION

Gl : Gastro Intestinal ; BBB : Blood Brain Barrier ; CYP : famille de Cytochrome P450
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4.3 Tests de toxicité

A Tl’aide du serveur PreADMET, nous avons évaluer la toxicité potentielle des
composés S90 et S62, nous avons éliminé le composé S203 car il n’est pas pénétrable dans la
barriere hématoencéphalique et il ne nous intéresse plus. Les résultats obtenus sont
représentés dans le tableau 10. Nous rappelons que nous avons utilisé I’ Aripiprazole comme

molécule de référence.

Le tableau 10 montre que les deux composes S90 et S62 ainsi que le composé de
référence 1’ Aripiprazole présentent un potentiel pouvoir mutagene selon le test d’AMES. Ces
composés n’ont aucun effet cancérigéne sur des modeles de souris ainsi que des rats, ce qui
est un avantage majeur pour devenir un candidat-médicament. Concernant le test d’inhibition
du géne hERG, un risque d’inhibition moyen a ét¢ démontré pour les deux composés,
témoignant ainsi un risque minime vis-a-vis des problemes cardiovasculaires. Les valeurs
faibles obtenues quant a la toxicité aigiie de ces composés sur les quatre espéces aquatiques

suggerent un faible potentiel de toxicité de ces composés relativement a 1’ Aripiprazole.

Tableau 10 : Toxicité potentielle des composés S90 et S62 ainsi que I’ Aripiprazole.

Parameétre Aripiprazole S90 S62
Test d’Ames Mutagéne Mutagéne Mutagéne
Cancérogénicité Négative Négative Négative

pour les souris

Cancérogeénicité Négative Négative Négative

pour les rats

hERG _inhibition Risque medium Risque medium Risque medium
algae_at 0.00532194 0.00133434 0.00691918
daphnia_at 0.00657644 0.000786115 0.0125241
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medaka_at 0.000114372 0.00000220193 0.00040672

minnow_at 0.000520412 0.0000133042 0.00277176

En conclusion, 1’étude théorique que nous avons menée sur I’inhibition de la DAAO
fait ressortir les composés S90 et S62 comme nouveaux inhibiteurs de cette enzyme.
Ces composeés ont présenté un profil ADMET acceptable pour une application biologique,

mais restent a vérifier expérimentalement par des tests in vitro et in vivo.

5 Interaction de nouveaux inhibiteurs de la DAAO
L’étude des composés S90 et S62 a été complété par une visualisation des interactions

établit entre ces composés et la D-aminoacide oxydase, a 1’aide du logiciel Biovia Discovery.

5.1 Etude d’interaction du composé S90

La simulation réalisée par Surflex ; du composé S90 se caractérise par une valeur
d'affinité 5.45 M. L’analyse visuelle de ce composé montre qu’il est bien placé dans le site
actif de la DAAO, voir figure 44. L’affinité simulée se traduit par la formation d'une seule
liaison hydrogéne ; qui est formée entre 1’azote du cycle benzéne de I’inhibiteur et le résidu
TYR224 du site actif avec une distance 2.02 A. Le diagramme 2D indique également la
présence de trois liaisons carbone-hydrogene. La premiére est établie entre le carbone de
I’inhibiteur et le résidu LEU51 du site actif séparée avec une distance de 2.56 A, la deuxiéme
et la troisieme se forment entre I’oxygeéne des résidus GLY 313, GLY312 et I’inhibiteur avec
des distances de 2.57 A et 2.73 A respectivement. De nombreuses interactions de type
hydrophobe assurent également la stabilité du complexe DAAO-S90.Ces interactions font
intervenir les résidus TYR228, LEU215 et PRO284, voir figure 45.
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H-Bonds
Donor
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Figure 44 : Représentations du positionnement du S90 dans le site actif

de la DAAO.
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E Carbon Hydrogen Bond E Pi-Alkyl
Figure 45 : Mode d’interaction du S90 dans le site actif de la DAAO, A

analyse 2D.
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5.2 Etude d’interaction du composé S62

Ce composé présente une affinité d’interaction simulée par Surflex égale a 5.37 M.
La visualisation du complexe S62-DAAO montre que cet inhibiteur est bien positionné dans
le site actif, voir figure 46. Ce positionnement fait intervenir des interactions hydrophobiques
établies entre le S62 et les résidus VAL47, ILE202. Le diagramme 2D révele la présence de
deux liaisons de type carbone-hydrogeéne. La premiére se forme entre 1’oxygéne du résidu
TYR228 et I’inhibiteur avec une distance de 2.13 A, et la deuxiéme est établie entre

I’inhibiteur et le résidu LEU51 séparée par une distance de 2.46 A, voir figure 47.

H-Bonds
Donor

Acceptor Il

Figure 46 : Representations du positionnement du S62 dans le site actif de la DAAO.

A
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Figure 47 : Mode d’interaction du S62 dans le site actif de la DAAO, A : analyse 3D, B :

analyse 2D.
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L'objectif principal de ce travail est de développer et d'acquérir des connaissances sur
les outils bio-informatiques, plus précisément le docking moléculaire (amarrage moléculaire)
par Surflex, dans le but de trouver in silico de nouvelles molécules potentiellement actifs et
efficaces de la DAAO une cible thérapeutique pour le traitement de la schizophrénie. Dans cet
objectif nous nous sommes appuyées sur des travaux expérimentaux montrant que les trois
antipsychotiques  Aripiprazole, Halopéridol et Sulpiride sont des inhibiteurs

de la D-aminoacide oxydase. Pour cela nous sommes passéees par plusieurs étapes.

Au préalable, nous avons testé la fiabilité du programme Surflex par le biais de deux
tests. Le premier test consiste a calculer la déviation quadratique moyenne ou RMSD pour
mieux juger la déviation de la geométrie du ligand simulée par Surflex vis-a-vis de la
structure cristallographique. Nous avons choisi aléatoirement 120 complexes protéines-
ligands de la PDB, 76% des complexes ont présenté de faibles valeurs RMSD (inférieure a 2
A), ce qui est parfaitement convenable aux normes Ces résultats ont été ensuite confortés par
une analyse visuelle du positionnement des 4 ligands au sein du site actif, cette analyse
montre une superposition maximale de la conformation optimale du ligand calculée par
Surflex et la géométrie du méme ligand pris initialement de la PDB. Suite a ces résultats nous
avons pu conclure que le logiciel Surflex est suffisamment fiable pour simuler les interactions

DAAO-inhibiteurs, en toute confiance et sans risque.

Ensuite, la modélisation par docking moléculaire nous a permis d’évaluer 1’affinité des
médicaments antipsychotiques ¢tudiés et de retenir 1’ Aripiprazole avec une affinité de 4.16 M
! comme le meilleur inhibiteur de la DAAO. Ce résultat s’accorde parfaitement avec les
travaux de Shishikura et al (2014), dont les tests in vitro sur I’effet inhibiteur de
I’ Aripiprazole donnent la plus faible valeur de I’'IC50 (12.4 uM). Pour compléter cette étude
nous avons également pu élucider les mécanismes d’interaction entre les trois medicaments et

I’enzyme par visualisation des différents types de liaisons faibles mis en jeu.

Dans la perspective de développer de nouveaux inhibiteurs plus affins et plus sélectifs
de le DAAO, le meilleur composé résultant du docking moléculaire des trois médicaments qui
est I’ Aripiprazole a été choisi comme composé de départ. Parmi les 251 structures similaires
de I’ Aripiprazole proposées par Pubchem avec un taux de similarité allant jusqu’a 94% et
aprés le docking de ces derniers, trois composés ont donné les meilleurs scores avec des
valeurs supérieures a 4M™. Ces trois composés ont été réduit en deux composés S90 et S62,

avec des affinités respectives égales a 5.45 Met 5.37 Mrespectivement, et cela grace a une
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évaluation positive in silico des propriétés pharmacologiques par les serveurs SwisSsADME et
PreADMET.

A la fin, nous avons réalis¢é 1’étude d’interaction des deux meilleurs composés
suggéres, par la visualisation de leurs positionnements au sein de la cavité catalytique et les

types de liaisons établies entre eux et I’enzyme cible.

En termes de perspectives, notre étude ici n’étant qu’initiale, une étude expérimentale
complémentaire in vitro et/ou in vivo devra permettre de vérifier les résultats théoriques

obtenus in silico.
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Annexes




N° Code PDB du complexe Code PDB du ligand
1 17GS GTX
2 1BTU 2BL
3 1COl BE2
4 1COL FLA
5 1DI8 DTQ
6 1DTT FTC
7 1FRB ZST
8 1GSV U55
9 1HPX KIN
10 1HVI ATT
11 1HX1 TRS
12 1K10 IGN
13 1PMN 984
14 1TL1 H18
15 1UoU CMU
16 1VE9 BEZ
17 1VRT NVP
18 1Z3N 3NA
19 1789 62P

20 1ZS0 EIN
21 1ZVX FIN

22 1ZXC 1H6
23 2BAN 357

24 2BU5S TF1
25 2C65 4CR
26 2CNQ SIN

27 2EXM ZIP

28 2F6T 1C2
29 2FZD TOL
30 2JB3 BE2
31 2PDG 47D
32 2PSU MUU
33 2Q8I RDC
34 2QU6 857

35 2R3H SCE
36 2V11 C80

Annexe 01 : Les valeurs RMSD de 120 complexes protéine/ligand étudies

RMSD (A)

7,495
1,29
0,12
0,17

0,484

0,369
1,51

7,576

1,614

11,972

0,461

1,652

2,517

1,833
0,06

0,054

1,354

1,158

6,657

1,655

0,429

1,545

1,407

0,926

0,951

1,222

1,257

2,302

0,264
0,05

1,474

1,647

1,451

3,062

0,903

1,949
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37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

2v61
2VDG
2VEX
2VEY
2VG5
VTT
2XFU
27E2
3B8Z
3G5E
3HGN
3HYG
3LAL
3LJT
3LJZ
3MAK
3MPT
3MW1
300Z
3PIY
3PO7
3PXY
3R9D
3WGT
3WK6
3WS8
3WWH
3ZNN
3ZNO
3ZNP
3ZNQ
4BDT
4CM6
4D1Z
ADPF
4EBV
4EQC
4EXG
AGCA
4KZ0
4LAU
4LB4
4ALIP

C18
1BO
1Z4
1Z5
NNC
LZD
3PL
T27
294
Q74
FRW
099
KRV
LA3
EPE
GSH
1GK
MIH
Z00
585
ZON
IWS
X6B
QSsC
SOB
XA4C
PLP
AWL
SE5
SE2
SS8
HUW
AOB
WGS
0LG
007
XR1
916
2X9
1UJ
W8X
1WX
ccP

10,369
1,298
2,464
1,503
0,559
2,055
1,649
1,924
0,448
1,449
0,701

1,45
1,932
1,197

2,62
1,146
0,878
0,628

2,43

1,31
0,063
1,072
0,577
0,914
2,622
1,557
1,445
1,157
0,636
1,391
1,151
3,733

2,58

0,64
2,005
2,625
3,331
1,713
4,816
1,614

1,12
0,913
0,519
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80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120

4NFJ
4QFC
4R16
4RFZ
4TP9
AWKT
AWKE
AWKI
4Y30
4YJF
4717
5A8Y
SAAA
5AAB
5AX3
5BOY
5BVE
5ECV
5F07
5FTO
5IMX
5MOR
500T
50P4
50PR
50PS
6AAH
6CM4
6CQF
6CZV
6FAF
6FAG
6GJP
6GOT
6GUK
6HHG
6HSK
6HVD
6MA3
6MSA
6NCG

JD5
31T
SAJ
30V
IM5
3PQ
3PU
3PW
49L
98B
2RV
MES
VGH
VGH
51D
2UE
4VG
5M2
GSH
YMX
Cz4
4FZ
4K4
AOT
A3E
A3Q
9T6
8NU
F97
FOY
D3B
EON
FOT
FeW
FC8
GAT
GOK
GUQ
JAJ
JY4
KJD

3,247
1,889
1,586
2,09
0,029
1,198
1,471
1,325
1,603
3,683
1,994
0,822
1,617
1,615
0,156
2,663
1,985
2,605
1,218
1,966
1,637
0,665
2,525
0,443
1,551
1,524
1,865
1,07
2,177
1,393
2,27
1,33
1,884
0,708
1,654
3,63
2,949
0,835
1,145
0,043
0,043
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Annexe 02 : Résultats de I’affinité des trois médicaments obtenus par le programme Surflex
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Annexe 03 : Structures chimiques de douze meilleurs inhibiteurs obtenus suite au docking

moléculaire de la collection de similaires de 1’ Aripiprazole.
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Résumé :

Le docking moléculaire est une approche souvent utilisée dans le processus de
développement de nouveaux medicaments. Dans notre travail nous avons fait appel au
programme Surflex dans le but de développer in silico de nouveaux inhibiteurs
de la D-aminoacide oxydase, cible thérapeutique clé dans le traitement de la schizophrénie,
une maladie mentale chronique et complexe. Plusieurs médicaments antipsychotiques ont
montré une activité inhibitrice vis-a-vis la DAAO. Dans ce contexte, nous avons évalué
I'activité inhibitrice de trois médicaments décrits par la littérature comme inhibiteurs de la
DAAQO. Il sagit de : I’ Aripiprazole, 1’Halopéridol et le Sulpiride. L’ Aripiprazole présentant
I'IC50 le plus bas (12.4 + 1.38 uM) a donné par simulation avec Surflex la meilleure affinité
d'interaction (4.16 M™). Afin de développer des nouvelles molécules plus puissantes que
I’ Aripiprazole, nous avons réalis€ un criblage virtuel d’une collection de 251 structures
similaires téléchargées a partir de Pubchem. Ce criblage nous a permis de proposer les deux
composés S90 et S62 comme des inhibiteurs de DAAO plus puissant que le ligand
de réference. Enfin, une évaluation positive des propriétés pharmacologiques par les serveurs
SwissADME et PreADMET, nous a donné une bonne perspective pour le futur de ces

composes en tant que nouveaux inhibiteurs de la DAAO.

Mots clés :D-aminoacide oxydase, Surflex, Docking moléculaire, Schizophrénie,

Antipsychotiques, Inhibiteurs, In silico.
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Abstract:

Molecular docking is an approach often used in the process of developing new drugs.
In our master’s work, we used the Surflex program to develop in silico new inhibitors of
D-amino acid oxidase; a key therapeutic target in the treatment of schizophrenia, a chronic
and complex mental illness. Several antipsychotic drugs have shown inhibitory activity
against DAAO. In this context, we evaluated the inhibitory activity of three drugs described
by the literature as DAAO inhibitors. These are: Aripiprazole, Haloperidol and Sulpiride.
Aripiprazole with the lowest IC50 (12.4 + 1.38 uM) simulated the best interaction affinity
with Surflex (4.16 M™). In order to develop new molecules more powerful than Aripiprazole,
we performed a virtual screening of a collection of 251 similar structures downloaded from
Pubchem. This screening allowed us to propose the two compounds S90 and S62 as DAAO
inhibitors more powerful than the reference ligand. Finally, a positive evaluation of the
pharmacological properties by the SwissADME and PreADMET servers gave us a good
perspective for the future of these compounds as new inhibitors of DAAO.

Key words: D-amino acid oxidase, Surflex, Molecular docking, Schizophrenia,

Antipsychotics, Inhibitors, In silico.
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Le docking moléculaire est une approche souvent utilisée dans le processus de développement de
nouveaux méedicaments. Dans notre travail nous avons fait appel au programme Surflex dans le but de
développer in silico de nouveaux inhibiteurs de la D-aminoacide oxydase, cible thérapeutique clé dans
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