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Résumé
Dans cette étude, les methodes les plus couramment utilisées dans les stratégies de

découverte de nouvelles molécules thérapeutiques sont utilisées. A travers ce travail, nous
nous sommes appuyés sur le modele 3DQSAR, la méthode d'amarrage et le dosage ADMET
afin de diriger et prioriser la synthése des dérivés de chalcone comme des inhibiteurs de la
cathepcine B. Il a été observé lors de lutilisation de 3DQSAR qu'il y avait une forte
correlation entre l'activité expérimentale et prédite, indique la haute qualit¢ du modele
3DQSAR obtenu. La méthode d'amarrage était de comprendre la méthode de liaison entre les
composes actifs sélectionnés et la protéine. En vérifiant ADMET pour les composés actifs, les

résultats étaient en accord avec les valeurs requises.

Mots clé : cathepcine B, Activité biologique, Chalcone, 3DQSAR, Docking, ADMET.

ABSTRACT :

In this study, the methods most commonly used in the strategies for discovering new
therapeutic molecules are used. Through this work, we relied on the 3DQSAR model, the
docking method and the ADMET assay in order to direct and prioritize the synthesis of
chalcone derivatives as cathepcine B inhibitors. It was observed when using 3DQSAR that
there was a strong correlation between experimental and predicted activity, indicating
the high quality of the 3DQSAR model obtained. The docking method was to understand
the method of binding between the selected active compounds and the protein. When
checking ADMET for active compounds, the results were in agreement with the required

values.



Keywords: cathepcine B, Biological activity, Chalcone, 3DQSAR, Docking, ADMET.
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Selon 'OMS (Organisation Mondiale de la Santé), les cancers sont une des causes
majeures de décés dans le monde. Ces maladies sont a 1’origine de7,6 millions de décés en
2008, soit 13 % de la mortalité mondiale . D’apres les estimations, la mortalité due aux
cancers va continuer a augmenter pour dépasser 13,1 millions de décés en 2030. Le cancer est
une maladie complexe qui peut atteindre tous les types de tissus du corps humain. Il est
d’abord caractérisé par une prolifération importante et incontrolée des cellules au sein d’un

tissu normal ce qui est nocif pour son homéostasie et sa survie [1].

La cathepsine B est une protéase lysosomale dont le réle majeur est de dégrader les
protéines en fin de vie. Dans les cancers colorectaux, 1’épithélium colique possede une
importante activité cathepsine B des I’apparition d’adénomes précoces, mais aussi dans des
tumeurs avancées et métastatiques. Par ailleurs, une expression et une activité importante de
cette enzyme sont des indices de mauvais pronostics de survie chez les patients atteints de

cancers colorectaux. [2]

Les inhibiteurs de cathepsine qui bloquent I'activité de certaines cathepsines ont fait

I'objet d'études qui testent le traitement d'un large éventail de maladies humaines.

La chemoinformatique est un outil de choix pour réduire le temps et le colt de
développement d’un médicament. La bio-informatique apporte elle aussi sa participation a
I’étude des interactions protéine-ligand par des méthodes comme « dynamique moléculaire »

et « protéine-ligand docking »

Le docking moléculaire in silico vise a prévoir la structure d'un complexe moléculaire a
partir des composees isolées, ce qui est notablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher
et plus rapide que l'utilisation des méthodes expérimentales in vitro. Les logiciels de docking
sont donc des instruments trés utiles en biologie, pharmacie et médecine, car la majorité des
principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui interagissent avec une cible biologique
d'intérét thérapeutique, habituellement protéique (récepteur), afin d'influencer le mécanisme

dans lequel cette protéine est impliquée.

L'é¢tude 3D-QSAR et d'amarrage (docking) pourrait offrir plus d'informations pour
comprendre les caractéristiques structurelles du site de liaison de la protéine et le détail des

interactions protéine-ligand pour diriger la conception de nouvelles molécules potentielles.
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Dans la présente étude, les méthodes les plus utilisées dans les stratégies de
découverte de nouvelles molécules a visée thérapeutiques sont utilisées. Au cours de ce
travail, nous nous basons sur le modele 3D QSAR, la méthode d'amarrage ( docking ) et
le criblage in silico ADMET afin de guider et de prioriser la synthese des molécules

comme des inhibiteurs de la cathepsine B.
Pour faire ce travail d'une maniére convenable on a divisé en trois chapitres :

> Le premier chapitre est présenté un apercu sur le cancer et un rappel bibliographique sur
La cathepsine B et les inhibiteurs les plus significatifs de dérivés de chalcone.

» Le deuxiéme chapitre est consacré de I’intérét du criblage dans le cadre de la recherche
pharmaceutique pour répondre aux besoins de santé publique actuels en détaillant sur les
différentes méthodes de criblage virtuel (Docking moléculaire, 3D-QSAR) et ADMET).

> Le troisieme chapitre (partie pratique) regroupe les données relatives aux matériels et a
méthodes utilisées au cours de ce travail. Puis nous exposerons le criblage par I’étude 3D-
QSAR, docking moléculaire sur une chimiothéque virtuelle de dérivés de chalcone les
plus significatives dans le but de sélectionner les composés prometteurs qui réagissent

plus favorablement avec la cathepsine B.

Enfin, cette mémoire se termine par une conclusion générale.
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|.1.Le cancer

I.1.1. Epidémiologie du mot cancer

Hippocrate (460-370 avant J.- c), le pere de la médecine, a décrit précisément le cancer et a
utilisé les mots « carcinos » ou « carcinoma » pour définir des renflements qui apparaissaient
comme des tumeurs malignes. Le mot carcinos en grec signifie : (1) crabe (2) cancer comme
signe zodiaque, (3) ulcere, (4) tragédien attique et (5) tout ressemblant au pince de crabe (e. g.
pince, compas). Le médecin Romain Celcus (28 avent J.-C. -50 apres J.-C) traduisit le mot grec
« carcinos » en latin par « cancer ». Il a également introduit le mot grec « carcinoma » dans la

langue latine.

Le terme « cancer » désignant des ulceres d’allure maligne avec pénétration profonde tandis
que le terme « carcinoma » désignait des lésions malignes plus superficielles. Par la suite, peu
de nouveaux termes sont introduits pour désigner les tumeurs. Au début du 19 e siécle, le terme
grec « carcinoma » est devenu synonyme du terme « cancer » et la terminaison «-orna » est

utilisée pour désigner certaines lésions cancéreuses [1].

1.1.2.Généralité sur le cancer

D’aprés le DR BODIN, la définition du cancer serait : « prolifération importante, anarchique
et indéfinie de cellules anormales d’un tissu ou d’un organe qui ont la capacité d’envahir et de
détruire les tissus sains et de se disséminer dans I’organisme et dont 1I’évolution spontanée est la

mort de I’individu porteur » [2].

Le cancer n’est pas une seule maladie ; le terme cancer recouvre en fait un vaste ensemble de
maladies, parfois trés différentes les unes des autres, cataloguées selon les cellules, les tissus, les
organes a partir desquels les cancers se forment ; il existe donc presque un cancer pour chaque
organe ou tissu. HANAHAN et WEINBERG résument ainsi les caractéristiques des cellules

cancéreuses (figure.l.1).
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Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figurel.l : caractéristiques des cellules tumorales [3]

En résume, la cancérisation est souvent liée aux phénomenes suivants :
-Altération des systémes de réparation de I’ADN qui favorise la survenue de I€sions génétiques.

-Altération des genes impliqués dans la surveillance du génome et la régulation de 1’apoptose

(mort cellulaire programmée) qui autorise la survie de cellules anormales.

Enfin, la cancérogenese est influencée par des facteurs de risque qui peuvent étre internes
(prédispositions et mutations génétique, facteurs hormonaux) ou externes (exposition a des
substances cancérigénes, risque environnementaux...); mais ces risques ne sont pas toujours bien

définis ou bien identifiables.

1.1.3.Les causes du cancer

Ce que I'on sait sur les causes du cancer provient d'une part de I'étude de I'évolution du cancer
dans les populations humaines et, d'autre part, de l'observation des processus d'induction de

tumeurs chez I'animale de laboratoire traité par des agents cancérogénes. Le tabac, lI'amiante, les
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aflatoxines et les rayons ultraviolets font partie des cancérogénes les plus importants pour
I'nomme. Par ailleurs, pres de 20 des cancers sont associés a des infections chroniques, dont les
principales sont dues aux virus de I'hépatite (VHB, VHC) et du papillome humain (VPH) [4], et
a la bactérie helicobacter pylori. Il est de plus en plus largement reconnu que les facteurs liés au
mode de vie, comme l'alimentation, l'activité physique et la consommation d'alcool, jouent un
role dans le développement du cancer. La prédisposition génétique peut aussi fortement

influencer les risques liés aux expositions environnementales.

Présentement, les chercheurs déploient beaucoup d’effort afin d’¢lucider les parties subissant
des modifications génétiques au niveau de I’ADN et étant a ’origine du cancer. Les génes
responsables d’un cancer sont appelés oncogenes. Lors que les oncogenes subissent une
modification et sont activiés de facon inappropriée, ils peuvent transformer une cellule normale
en cellule cancéreuse. En général, les oncogenes se forment & partir de génes normaux qui
régulent la croissance et la développement, les proto-oncogenes. Les proto-oncogenes
accomplissent des fonctions normales dans toutes les cellules jusqu’a ce qu’ils subissent une
perturbation maligne. Ils peuvent également éEtre activés anormalement a la suite d’un

réarrangement des chromosomes.[5]

1.1.4. Division cellulaire

La division cellulaire est le mode de multiplication de toutes cellules. Elle est un processus
fondamental dans le monde du vivant puisqu’elle est nécessaire a la reproduction, a la formation
et au maintien de tous les organismes eucaryotes. La division cellulaire est cyclique (cycle
cellulaire) et comprend 4 phases successives : Gi (intervalle de croissance un), S (synthése
ADN), G2 (intervalle de croissance deux) et M (mitose). La phase Go de la cellule est 1’état ou la
cellule ne se divise pas et correspond a son état de repos. Pendant cette période, la cellule
accomplie les fonctions normales qui lui sont prédestinées. La phase Gi est la phase du cycle ou
la cellule croit en taille et synthétise les protéines cytoplasmiques nécessaires a la division
cellulaire. La durée de la phase Gi est la plus longue et correspond a la préparation de la division
cellulaire. La phase S est la phase ou la cellule transcrit activement les génes des protéines
nécessaires a leur survie et au maintien des fonctions spécialisées. La durée de cette phase varie
de quelques minutes a plusieurs heures selon le type des cellules. Pendant la phase S, la cellule
dédouble aussi les centrosomes, nécessaires a la migration des chromosomes. Les deux
centrosomes migrent autour du noyau et se positionnent de facon diamétralement opposées. La
phase G2 est une phase de contr6le de la bonne transcription du matériel génétique, impliquant

des génes et des protéines importants pour le bon déroulement de la mitose. Elle est tres souvent
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souvent courte (quelques heures au maximum). I1 s’agit d’une phase automatique : les cellules
entrées dans la phase S aboutissent toujours a la phase M. La phase M est la phase finale de la
division cellulaire. Elle est sous-divisée en 5 phases : la prophase, la métaphase A, 1’anaphase B
et la telophase [6].

|.2. Pimplication de la cathepsine B dans la progression des cancers

1.2.1. généralités sur les protéases

Les protéases (peptidase ou enzymes protéolytiques) [7] sont des enzymes hydrolytiques qui
catalysent le clivage des liaisons peptidiques clivant les protéines en fragments peptidiques plus
petits [8] elles peuvent étre spécifiques conduisant a un clivage sélective des protéines pour la

modification et la maturation post-traductionnelle [7].

Les protéases sont capables de dégrader in vitro un nombre multiple de substrats et, la plupart
du temps, plusieurs protéases ont la capacité de dégrader in vitro un méme substrat. Cette
caractéristique découle du fait que la spécificité d’une protéase n’intervient généralement peu ou
pas au niveau de la conformation du substrat, mais plutot au niveau de la liaison peptidique a

cliver [9].

1.2.2. Cathepsine B

La cathepsine B une cystéine protéase lysosomales qui est structurellement similaire a
I’enzyme papaine, est ’une des 11 cystéines cathepsines humaines (B, C, F, H, L, K, O, S, V, W,
X/Z). La cathepsine B est exprimée de maniere constitutive et liée au renouvellement général des
proteines dans les lysosomes. La cathepsine B est synthétisée sur le réticulum endoplasmique
rugueux (RER) sous forme de préproenzyme de 339 acides aminés avec un peptide signal de 17
acides aminés. Le peptide signal dirige la protéine dans la lumiére du RER ou le peptide signal
est éliminé et une forme précurseur inactive de 43/46 KDa, la procathepsine B, est formée. La
procathepsine B est ensuite transportée a travers le RER vers ’appareil de Golgi ou elle est
glycosylée au niveau de deux résidus d’asparagine par des oligosaccharides contenant du
mannose avec des résidus de mannose phosphorylés. La protéine phosphorylée se lie aux
récepteurs du mannose-6-phosphate dans le réseau trans-Golgi et est transportée vers les

lysosomes via des vésicules de transport [10].
1.2.2.1. Structure

La cathepsine B est une protéine bilobale, le site actif et la fente de liaison au substrat sont

situés a Dinterface entre les deux lobes. La cathepsine B posséde un élément structurel
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supplémentaire qui le distingue du reste des cathepsines a cystéine (figure.2). Cet élément
s’appelle ’occlusion boucle et comprend 20 acides aminés (Ile105-Thr125).dans la conformation
fermée, la boucle est maintenue sur le corps de I’enzyme par deux ponts salins (His110-Asp22 et
Argl116-Asp224) qui ferment le haut du site actif fente et empécher la liaison de grands substrats
d’endopeptidase dans les sous-sites S2” et S3° [11]. Cela confére sur la cathepsine B une activité
endopeptidase faible par rapport a celles des autres cystéine cathepsines. Au en méme temps, His
111, qui est situé en haut de la boucle, interagit avec le carboxylate C-terminal du peptide

substrats, potentialisant ainsi I’exopeptidase (peptidyldipeptidase) activité de ’enzyme [12].

Active site cleft

Figure.l.2 :: la boucle d’occlusion est un élément structurel flexible qui dicte  I’activité de la
cathepsine B

1.2.2.2. Fonction biologique

La distribution omniprésente de la cathepsine B suggere qu’il remplit une fonction essentielle.
Bien qu’aucune expérience de désactivation de geéne testerait directement cette hypothese aurait
été publiée, action et localisation de la cathepsine B dans les lysosomes impliquent qu’il est
important dans dégradation des protéines. Les endopeptidases initient dégradation des protéines
par clivages des liaisons peptidiques dans la séquence de la protéine substrat, loin des
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terminaisons amino et carboxy. Cela conduit & une augmentation de nombre de nouveaux
terminaisons, permettant aux exopeptidases de fonctionner avec une plus grand efficacité car leur
substrat la concentration est augmentée . avec sa double action comme endopeptidases et
peptidyledipeptidase, la cathepsine B est équipée pour participer aux deux les stades précoces et
tardifs de la protéine lysosomale panne. Dans certains situations, la cathepsine B peut étre
remplissant un role plus spécifique, comme dans le génération d’hormones thyroidiennes par

protéolytique traitement de leur précurseur, la thyroglobuline [13].
1.2.2.3. Regulation de cathepsine B
L’action de la cathepsine B est régulée de différentes manicres :

-Au niveau de I’expression, les variantes d’épissage d’ARNm différent dans leur stabilité et leur
taux de traduction [14].les variantes d’épissage alternatives sans exon 2et 3 codent tronquees
formes de cathepsine B entrainant une altération de localisation. La cathepsine B tronquée

manquer une cascade d’événements entrainants la mort cellulaire [15].
-La cathepsine B est synthétisée sous forme de zymogene inactif qui doit étre active [16].

-Compartimentalisation endosomale / lysosomale les vésicules limitent I’acces a ses substrats.

-Le réle de la cathepsine B différe selon sa cellule localisation.

-L’optimum de pH de D’activité exopeptidase de la cathepsine B est de 5.0 et, d’activité
endopeptidase, au-dessus de pH 7.0 [17]. A lintérieur des lysosomes, cathepsine B agit
principalement comme une exopeptidase et, dans la , sur la membrane plasmique et dans le
cytosol, en tant qu’endopeptidase. Activité endopeptidase est typique de la dégradation
pathologique de protéines dans ’ECM, donc la découverte de nouveaux inhibiteurs de la
cathepsine B comme antitumoral potentiel les médicaments devraient étre axés sur les composes
qui peut inhiber spécifiquement [I’activit¢é endopeptidase tout en préservant 1’exopeptidase

« physiologique » activité ;

-les glycosaminoglycanes potentialisent 1’endopeptidase activité de la cathepsine B [17]; les

inhibiteurs endogenes sont d’importants régulateurs d’activité de la cathepsine B.

1.2.2.4. Role de la cathepsine B dans la développement de cancer et la métastase

La cathepsine B joue un réle important dans la protéolyse intracellulaire ; les niveaux de
cathepsine B sont régulés a la hausse dans de nombreux microenvironnements tumoraux

différents. La cathepsine B peut améliorer I’activité d’autres protéases, y compris la
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métalloprotéinase matricielle, I'urokinase et la cathepsine D. En outre, elle occupe une position
cruciale dans le processus protéolytique des composants de la matrice extracellulaire, dans
I’interruption de la communication intercellulaire et I’inhibition d’une autre expression de
protéases. Ainsi, il est impliqué dans le remodelage et la dissolution de la membrane basale et du
tissu conjonctif dans les processus de croissance tumorale en invasion et en métastase, ce qui

peut entrainer une dégradation et une invasion de ’ECM via des lysosomes sécrétés.

La cathepsine B est également impliquée dans I’autophagie et le catabolisme, qui sont des
processus bénéfiques dans la malignité tumorale. La cathepsine D est 1’'une des protéases
responsables de la conversion de la pro-cathepsine B en cathepsine B active. la cathepsine B est
déclenchée par des protéases différentes comme la cathepsine G, 1’activateur du plasminogene de
type urokinase(UPA), I’activateur du plasminogéne de type tissulaire (TPA) et 1’¢lastase.
L’interaction entre la cathepsine B et 'UPA n’est pas unique ; en fait, la cathepsine B peut
¢galement activer UPA. Un tel cas de réciprocité souligne 1’évaluation selon laquelle les
interactions protéolytiques ne sont pas une cascade monodirectionnelle plus simple mais font

partie d’une reseau complexe.[18]

1.3. Inhibiteurs naturels de cathepsine

Plusieurs produits naturels sont des inhibiteurs de cathepsine, et les produits naturels sont souvent
le premier domaine d'étude pour ceux qui examinent dans les candidats potentiels de médicament
pour un large éventail de maladies. Les inhibiteurs de cathepsine peuvent étre extraits des centrales,

des champignons et des bactéries. Les inhibiteurs naturels de cathepsine comprennent :

Aspergillus
Les dérivés d’acides aminés
Bifalvones

Dérivés de chalcone

Notre travail est basé sur les dérivés de chalcone, donc an fait un rappel sur les chalcones et

leurs utilisations.
1.3.1.les chalcones

1.3.1.1.Définition des Chalcones

Les chalcones (figure.l.1) sont uniques au sein de la famille des flavonoides. Dépourvus du cycle

C central, les deux cycles A et B sont reliés par une chaine tri carbonée cétonique o, B insaturée, ces
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composés sont rarement substitués sur le cycle B. les positions 2',4' et 6' du cycle peuvent étre

hydroxylées ou méthoxylées [19].

Figurel.3 : Numérotation du squelette chalcone (a) et flavanone (b).

La présence d’une double liaison conjuguée confére aux chalcones une couleur jaune. Elles
peuvent exister sous forme de deux stéréo-isoméres Z et E, les stéréo-isoméres E sont les plus

abondants.

Les chalcones présentent un groupe tres intéressant parmi les produits naturels. Elles forment les

intermédiaires essentiels dans la biosynthése des autres flavonoides [20].

1.3.1.2. Propriétés biologique

Les molécules contenant des unités de la chalcone présentent plusieurs activités biologique parce
que existe la double liaison et du groupe carbonyle dans les chalcones[21]. Elles sont donc tres
largement décrites dans la littérature et montrent des potentiels pharmacologiques multiples. Parmi

ces activités on peut citer :
1.3.2.1.Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des chalcones est reliée a la présence a la fois de la double liaison et de
la fonction carbonyle. Des tests in vivo ont montré que la 3’-nitro-4’-hydroxy-2-méthoxychalcon
posséde une action antibactérienne élevée. Les chalcones substituées par des halogénes (chlore,
brome, iode et fluor) sur les cycles aromatiques ont également des activités antibactériennes

intéressantes [22].
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1.3.2.2. Activité anticancéreuse :

Les dérivés de la chalcone sont utilisés pour lutter contre les différents types de cancers. En effet,
ils sont capables d’empécher la prolifération des cellules tumorales et d’inhiber l’activité des
interleukines-5 (qui stimulent les globules blanches). Ils se révélent particulierement efficaces

contre les cancers des ovaires, de 1'utérus et du sein [23].

L’isolique retigenin 4a, le flavokawain 4b et 1’hamilcone 4c, sont des exemples de composé

anticancéreux.

MeO OMe OMe
HO OH OH

(a) (b)

(©)

Figurel.4 : chalcones a activité anticancéreuse.

1.3.2.3.Activité anti-inflammatoire :

La 4-hydroxycorodoine 5a qui est rapporté a se produire dans lonchocarpus neuroscapha
possede un effet anti-inflammatoire qui réduit I’activation du facteur nucléaire KB (NF-KB)
et active les voies de la protéine-1 (AP-1). Le Flavokawain 5b est un puissant anti-

inflammatoire qui a été isolé a partir d’Alpinia pricei. .[24-25]
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Figurel.5 : chalcones a activité anti-inflammatoire.

1.3.2.4.Activité antioxydant :
Les mécanismes de ’action d’un antioxydant peuvent comprendre [26]:
-Le piégeage direct des espéces reactives oxygénées (ROS).

-L’inhibition des enzymes et la chélation des traces métalliques responsables de la production
de ROS.

-La protection des systéemes de défense antioxydants.

Les chalcones possédant des activités antioxydants telles que la licochalcone 6a, I’echination

6b et I’isoliquiritigénine 6¢ ont été isolées de la plante Glycyrrhiza inflate. [27]

OH

OMe

(@ (b)
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Figurel.6 : chalcones a activité antioxydant

1.3.2.5.Activité anti-HIV:
Parmi les chalcones synthétiques biologiquement actives, on peut citer quelques types, le

premier est représenté par une chalcone fluorée 7 qui a montré une bonne activité contre le

virus de I’'immunodéficience humaine HIV. [28]

N—NH
HO F / )/ "
Hc¢/c N/
Hs;C
0]

Figurel.7: chalcone a activité anti-HIV.

1.3.2.6.Activité antipaludique :

La série de chalcones synthétiques, contenant le noyau quinoléique, a révélé une activité
antipaludique intéressante [29].
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Figurel.8 : Chalcone a activité antipaludique.
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11.1.Le criblage

I1.1.1.Geénéralités sur le criblage

La découverte de nouvelles drogues médicamenteuses dépend d'un procédé long et
couteux. Le temps compte entre Il'identification d'un nouveau composé potentiellement actif
sur une cible a son approbation et sa mise sur le marché varie entre 9 et 12 ans [1], oublié
qu'un grand nombre de molécules sont rejetées au fur et a mesure des phases cliniques. Ce
procédé peut étre scindé en plusieurs étape, allant de la découverte du (composé médicament)

a sa production [2].
11.1.2.Criblage virtuel

Le criblage virtuel est la stratégie in silico la plus utilisée pour l'identification de touche
("hits™) dans le cadre de la recherche de nouveaux médicaments [3, 4,5]. Celui-ci fait
désormais partie intégrant de la plupart des programmes de recherche décomposés bioactifs,
qui ceux-ci se déroulent en milieu académique ou industriel, car il constitue un complétement

essentiel au criblage biologique haut-débit [6, 7,8].

Le criblage virtuel permet l'exploration de larges chimiotéque (> 10° molécules) a la
recherche de composés actifs vis-a-vis d'une cible thérapeutique donnée. Ce processus vise a
réduire significative la chimiotéque de départ a une liste limitée de composés jugés les plus
prometteurs. Cette approche conduit souvent a une nette amélioration de la "concentration” de
molécules actives pour la cible ("hit rate™), tandis qu'une sélection aléatoire de molécules de la
chimiotheque saurait fournir un tel enrichissement. Ainsi, le temps aussi bien que les couts de

I'identification de nouvelles touches peuvent étre réduits de facon significative [6].
Le criblage virtuel se décompose en trois étapes :

- la mise en point de la chimiotéque de départ. Celle-ci peut étre soit une collection de

criblage (molécules disponibles) soit une collection virtuelle (molécule a synthétiser)

- de criblage proprement dit, qui consiste a prédire a la fois la conformation active et
l'orientation relative de chacune des molécules de la chimiotéque, par rapport a la cible
d'intérét ;

- la sélection d'une liste de touches virtuelles : aprés différents traitement permettant
d'éliminer les « faux positifs », la sélection finale des molécules a évaluer passe par un
examen individuel des interactions 3D de chaque hit virtuel avec le récepteur.
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Les méthodes de criblage sont séparées en deux grandes familles : « ligand-based » et

« structure-based », en fonction du type de donneées.

Ligand-Based Drug Design Structure-Based Drug Design

Figure (11.1) : Hlustration schématique des approches ligand-based et structure-

based.
11.1.2.1.Criblage virtuel « Ligand-based »

Les méthodes de criblage « ligand-based » reposent sur la connaissance préalable de
ligands ayant une activité sur la cible thérapeutique. Il sera ainsi possible d'utiliser ces ligands
comme une premiére base de « hits » afin d'identifier d'autres composés similaires, présentant
des caracteéristiques d'activité comme aux ligands connus de la cible [8,9]. Différents types de
descripteurs moléculaires pourront étre calculés pour quantifier la similitude entre composés.
Suivant le nombre de ligands connus de la cible thérapeutique. Plusieurs méthodes peuvent
étre employées : la recherche de similarité, le criblage de pharmacophores, ou les approches
QSAR. [9]

11.1.2.2.Criblage virtuel « Structure-based »

Le criblage virtuel « structure-based » repose sur la connaissance de la structure de la cible
thérapeutique pour l'identification de composeés actifs. La structure 3D d'une protéine peut étre
détermine principalement par les méthodes de cristallographie a rayon X ou résonance
magnétique nucléaire (RMN) [10]. Les structure obtenues par cristallographie a rayons X ont
l'avantage d'étre d'une bonne résolution (78% de structure ont une résolution inférieure a 2.5
A) [10]
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Cependant, cette technique décrit un état cristallin de la protéine, qui peut parfois différer
largement de son état in vivo en phase aqueuse. Inversement, la RMN permet d'obtenir un
ensemble de conformation illustrant la dynamique et la dynamique et flexibilité d'une protéine

en phases aqueuse.
11.1.3.Filtrage ADMET-TOX

Les échecs dans le développement de médicament étaient principalement la conséquence
de mauvaise performance pharmacocinétique. Ce probleme a été en grand partie résolu grace
a l'utilisation d'un filtrage procédant I'utilisation de chimiotéque, Résidant les taux d'échec

dans les phases de développement.[11]

Le filtre par ADMET-TOX (Absorption. Distribution. Métabolisme. Elimination et
toxicité) sont rapidement devenus populaires. Ils reposent sur plusieurs criteres déterminant
les propriétés pharmacocinétiques potentilles des molécules et sont des desormais largement
utilisés pour réduire le nombre de composés d'une chimiotéque en sélectionnant les plus aptes
a devenir des candidats médicament, avant tout processus de criblage. L'utilisation de ces

filtres a donné de trés bons résultats :

11.1.3.1.1Absorption

L'absorption est le processus par lequel le médicament inchangé passe de son site
d'administration a la circulation générale la voie d'administrations du medicament influence
cette premiere phases : la voie intra-veineuse est la voie de référence puisque par définition, a
la différence des autres voies (orale par exemple) toute la dose administrée atteint la

circulation général.
11.1.3.2.La distribution

La distribution est fonction de la capacité du médicament a franchir les barriéres qui

peuvent étre franchies par diffusion passive ou par l'action de transporteurs.
11.1.3.3.Métabolisme

Le terme de métabolisme fait référence a la transformation, par une réaction enzymatique
d'un meédicament en ou plusieurs autres composées actifs ou inactifs au plan
pharmacologique. De nombreux tissus peuvent réaliser cette transformation (peau, poumon,
rien, intestin...). Néanmoins le principal site de biotransformation est situé au niveau

hépatique, dans les enzymes des microsome.
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11.1.3.4..Elimination

Elimination se définit comme le volume de plasma contenant la quantité de médicament
éliminée par unité de temps. Si, stricto sensu, la clairance d'un médicament peut étre le rénale
sont, habituellement, les deux principalement a prendre en compte dans I'étude des

médicaments.

pti - Tissus
M Absorption Sang Distribution 155US
M-P
‘ ’ \ Site d'action M-
M ;
Meétabolisme

Métabolisme

M : médicament

Elimination

‘ R : récepteur

Figure 11.2 : Représentation schématique de devenir d'un médicament dans I'organisme.

11.1.3.5. Toxicologie

La toxicité d'un candidat-médicament est I'un des parametres les plus redoutés par les
développeurs, surtout lorsqu'il entre phases cliniques. En effet, un candidat-médicament
présentant des effets secondaires graves lors des phases cliniques. Est immédiateté-
médiatement abandonné, et ce généralement de maniére définitive. Il est donc trés important
de tenter de prédire la toxicité d'un composé a partir de sa structure lors des phases précoces
de développement R&D. la toxicité peut étre classifiee selon l'organe affecté ou selon le

mécanisme de toxicité.[12]
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11.2. Docking moléculaire

11.2.1.Définition :

Le docking est une technique informatique qui permet de prédire les interactions probables
entre des ligands (substrat, activateur ou inhibiteur) et la structure d'une protéine. Il se déroule

en deux étapes :
- une étape de positionnement du ligand dans le site choisi de la protéine.
-une étape d'évaluation des interactions énergétique potentielles entre le ligand et la protéine.

Les méthodes utilisées pour ces deux étapes différentes en fonction du programme de
docking utilisé [13] .On peut dire que le docking est une méthode qui prédit l'orientation d'une
molécule par rapport a une autre pour avoir le complexe le plus stable. Il est fréquemment
utilisé sur I'étude de la cible moléculaire des médicaments et réduire les essais expérimentaux.
En générale il Ya deux approches, l'un basée sur la complémentarité des surfaces et l'autre

basée sur le calcul de I'énergie du complexe.

.lul"";"-m'
Fal

Chemustry

Figure 11.3 : Docking moléculaire.

Il est I'ensemble des mécanisme et interactions intervenant lors de la formation de
complexes moléculaire.il a des applications pratiques dans l'ingénierie des protéines et la
conception de nouveaux médicaments. Les différents types de docking sont : ligand-protéine,

protéine-protéine, glucide-protéine et ADN-protéine. [14]
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11.2.2.Principe de docking

Le plus important probléme pour I'étape de docking est de parcourir le mieux possible
I'espace conformationel. En fonction du nombre de degrés de liberté de translation, de rotation
en plus des conformations de départ possibles du ligand. Pour éviter les calculs que les

machines ne peuvent résoudre ou seulement dans des temps bien trop importants.[15].
11.2.3.Les outils du docking moléculaire

Les logiciels de docking sont des outils utiles en pharmacie et en médecine, car la plupart
des principes actives sont des petites molécules (ligand) congues pour interagi sur le plant
moléculaire avec leurs protéines cibles (récepteur), pour agir sur les voies biologiques dans

lesquelles ces derniére sont impliquées [16]
11.2.4.Docking avec ligand rigide, semi-flexible et flexible

11.2.4.1.avec ligand rigide

Le ligand et la protéine sont tous les deux considérés comme étant rigides. Seuls les 6
degrés de liberté de translation et rotation sont explorés pour le ligand, le subir des
translations et rotations dans chacune des trois dimensions, la recherche conformationnelle
commence en enumerant toutes les translations et rotations possible avec au minimum 1 A et
1.5 A de RMSD, respectivement, entre chaque changement. Chaque pose sans clash est notée
a l'aide d'une fonction de score. Les pose ayant les meilleurs score sont affinées par le
programme, qui teste les rotations et translation proches (RMSD supérieure a 0.5 A et 0.75 A,

respectivement) [17]. D'autres programmes, tels que DOCK [18] font aussi docking rigide.

La précision de ces méthodes peut étre améliorée en générant plusieurs conformé pour
chaque ligand. Bien que moins précises que les méthodes de docking flexibles, leur rapidité et
leur relative efficacité les rendent intéressants pour les protocoles de criblage hiérarchique.
Elles peuvent constituer un premier filtre, éliminant de la chimiotéque les molécules trop

grandes ou présentant une mauvaise complémentarité avec le site de liaison [19-20]
11.2.4.2.avec ligand semi-flexible

Lorsque I'espace conformatoinnel des ligands est exploré, le nombre de degrés de liberté de
I'espace de recherche peut étre conséquent dans le cas de molécule tres flexible, d'autres
algorithmes dit de fragmentation, sont employés pour construire de fagon incrémentielle le

ligand au sien du site actif de la protéine, I'espace des conformations du ligand est alors
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restreint au voisinage d'un ensemble initiale d'états simplifiés. Cette stratégie de recherche par
construction, qui se présente sous diverses variantes [21], est notamment adoptée par les
programmes DOCK [22-23], FLExX [24] et Hammerhead [25].

Les programmes de docking semi —flexible considéré comme les plus efficaces emploient

des méthodes de recherche aléatoires ou stochastique.
11.2.4.3.avec ligand flexible :

Lorsque les méthodes de docking prennent en compte la flexibilité du ligand, deux étapes

sont effectuées successivement pendant toute la durée du docking :

- La premiére étape correspond a une exploration de l'espace conformationnel de maniéré a

retrouver, parmi les conformations proposees, les conformations bioactive.

- la deuxieme étape, une fonction de score évalue ces conformations [26]. Il existe plusieurs

types d'algorithmes de recherche conformationnelle.
11.2.5.Scoring

11.2.5.1.Principe

Le score est une donnée numerique utile pour quantifier le degré avec lequel un ligand se
complexe a un recepteur. C'est globalement une approximation de I'énergie libre resultant du
passage de la forme libre de la protéine et du ligand a I'association sous forme de complexe.

Le principe thermodynamique suivant : [27].

AG = AGecmplex — AGligand — AGprotéine

L'établissement d'une bonne fonction de score est un important probléme du docking. Il
arrive souvent que la solution évaluée comme étant la plus probable ne soit pas la forme
native attendue. Ceci peut étre di au fait que le complexe natif n'est pas forcément celui qui
présente la plus grande surface d'acces, ou encore le plus grand nombre de liaisons hydrogéné
disponible [28]

11.2.5.2.Fonction de score

La procédure de docking permet de générer une liste de complexe représentant les modes

d'associations favorables entre le ligand et le récepteur macromoléculaire. Ensuite I'évaluation
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des complexes, pour trouver celui ou ceux les plus susceptibles de reproduire au mieux le

mode d'association réel.

L'association entre protéine et ligands est gouvernée par plusieurs parameétres

thermodynamiques :
«Les interactions hydrophobes
«Les interactions électrostatiques

«Les liaisons hydrogéne

11.3.3D QSAR

11.3.1. Définition

Les relations quantitatives structure-activité (QSAR) sont des relations mathématiques
liant la structure chimique et l'activité pharmacologique de maniére quantitative pour une
série de composes. Les methodes qui peuvent étre utilisées dans QSAR comprennent diverses

techniques de régression et de reconnaissance de formes.[29]
11.3.2. Objectifs du QSAR

La plupart des méthodes QSAR se concentrent sur les objectifs suivants:

* Corréler et récapituler quantitativement les relations entre les tendances des altérations de
la structure chimique et les changements respectifs des parametres biologiques pour
comprendre quelles propriétés chimiques sont les déterminants les plus probables de leurs

activités biologiques
* Optimiser les leads existants pour améliorer leurs activités biologiques

« Prédire les activités biologiques de composés non testés et parfois encore
indisponibles.[29]

11.3.3. Progres dans les approches 3D-QSAR

3D-QSAR est un terme large englobant toutes ces méthodes QSAR qui corrélent les
propriétés macroscopiques des cibles avec des descripteurs calculés basés sur des atomes
dérivés de la représentation spatiale (tridimensionnelle) des structures moléculaires. La

méthodologie est apparue comme une extension naturelle des approches QSAR classiques
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mises au point par Hansch et Free-Wilson. L'inconvénient majeur des techniques 3D-QSAR
est qu'elles reposent toutes sur diverses hypothéses qui sont décrites dans la section

suivante.[29] .

L Series des Composés Chimiques J
L s

_ Activités _Descripteurs ]

L QSAR: Activité = f(descripteur)

Figure 11.4 : Modeéle de I'étude de relation structure activité

11.3.4. Etudes 3D-QSAR

Des modeéles 3D-QDAR dit « receptor dependent » (RD-QSAR) peuvent étre miss en
oeuvre lorsque la structure 3D de la cible biologique est résolue [30]. Les approches 3D-
QSAR ont été développées pour corréler I’activité biologique d’une série de composés actifs
de référence avec I’arrangement spatial de nombreuses propriétés de la molécule telles que les
propriétés stériques, lipophiliques et électronique et pour fournir des indications pour
I’optimisation par phamacomodulation et la conception de nouveaux composés avec des

profils d’activité améliorés [31].

En 1979, La premiére approche 3D-QSAR a été proposée en décrivant les propriétés de

champs moléculaires de composés, les calculer sur une grille réguliere puis les corréler a leur
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activité biologique par analyse en «composante principale» (PCA) [32]. Actuellement,
différentes méthodes 3D-QSAR sont utilisées tel que CoMFA (Comparative Molecular Field
Analysis) et COMSIA (Comparative Molecular Similarity Indices Analysis). Il est a noter que
toutes ces méthodes nécessitent un alignement minutieux des ligands de référence. Cependant,

ces approches sont considérées a la fois « ligand-based » et « structure-based ».

Le CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis) , une méthode qui refléte I'interaction
sans liaison entre le récepteur et le ligand, est largement utilisé dans la conception de
médicaments. Les énergies potentielles stériqgue (Lennard-Jones) et électrostatique
(coulombique) des champs de force implémentés dans logiciel SYBYL ont été évaluées par
CoMFA. Pour chaque ligand d'alignement de pharmacophore, un réseau cubique 3D avec un
espacement de grille de 1,0 A dans les directions x, y et z a été généré pour enfermer l'agrégat
de molécule. Un atome de carbone sp3 avec une charge de +1,0 et un rayon de Van der Waals
de 1,52 A a été utilisé comme sonde ; cet atome a été placé a chaque point du réseau pour
calculer divers champs stériques et électrostatiques. Une valeur de coupure dénergie de 30
kcal / mol a été imposée a tous les calculs de CoMFA pour éviter des valeurs d'énergie
excessivement élevées et irréalistes dans la molécule. Ensuite, I'analyse des moindres carrés

partiels (PLS) a été appliquée pour obtenir le modele final.[33]

Le CoMSIA ( Comparative Molecular Similarity Indices Analysis ) a utiliseé une
fonction de type gaussien basée sur la distance. Ainsi, COMSIA peut étre capable d'obtenir
des modeles plus stables que CoMFA dans les études 3D-QSAR. Le modele CoMSIA
construit a fourni des informations sur les champs stériques, électrostatiques, hydrophobes,

donneurs de liaisons hydrogene et accepteurs de liaisons hydrogene.[33]

11.3.5. Modeles statistiques

L’objectif de I’analyse statistique est justement de « déméler » ces descripteurs et
d’identifier ceux qui sont corrélés a la variable cible, qui produisent du signal, de ceux qui ne
le sont pas, qui produisent du bruit. L’analyse statistique permet également d’identifier les
descripteurs qui sont corrélés entre eux pour ne garder que les principaux et réduire ainsi la

redondance d’informations [34].

L’analyse statistique détermine et quantifie les corrélations entre les descripteurs et la
variable cible. Elle indique également la contribution relative de chaque descripteur dans

I’explication globale de I’activité. Le modele statistique est une équation donnant la valeur de
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la variable cible en fonction de la somme des valeurs pondérées des descripteurs. Les

principaux outils statistiques pour obtenir un modele sont :

- la régression linéaire multi variée (Multivariate Linear Regression - MLR).
- la régression en composante principale (Principale Componant Regression - PCR).
- la régression des moindre carrés partiels (Partial Least Squares - PLS) [35].

- les réseaux de neurones artificiels (Artificial Neural Network - ANN).

11.3.5. 1. Régression linéaire multiple

Une analyse de régression ou la variable dépendante Y dépend linéairement de plusieurs
variables indépendantes X1, Xe, . . ., Xjest appelée régression linéaire multiple. L’équation de

régression linéaire multiple est de la forme :

Y=1 (X1, X, ..., Xj)ouf (X1, X2, ..., X]) est une fonction linéaire de X1, Xz, . . ., Xj [34].

11.3.5. 2. Test de la signification globale de la régression

e Coefficient de corrélation (R?)

C’est le coefficient de corrélation de Bravais Pearson entre Y et Y’, c’est a dire entre valeurs
observées et prédites par le modele de régression, il est noté R, sa valeur variée entre0 et 1.

Une bonne corrélation entre 1’activité cible et I’activité initiale si r est plus proche de 1.
e Test Fisher-Snedecor (F)

Le test de Fisher-Snedecor est un test statistique qui compare les variances de deux
échantillons statistiques.

e Coefficient de prédiction (Q2)

Si R2 est une mesure de la justesse de la corrélation, Q2 est une mesure de la justesse de la
prédiction. 1l mesure la capacité prédictive d’un modéele.
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CHAPITER I




I11.1.Introduction

L’interaction entre une protéine et son substrat est la premicre étape de la plupart des
réactions biologiques. Comprendre son mode de fonctionnement et définir quels sont les
résidus mis en jeu : I’affinité entre deux molécules, les distances entre les acides aminés du

site actifs de I’enzyme et ceux des inhibiteurs et I’énergie d’interaction.

Dans la présente étude, un modele 3D-QSAR basé sur le ligand et des études docking
moléculaire sur des dérivés de chalcone (les molécules ci-dessous) la figure 111.1), ont été

menées pour élucider les caractéristiques structurelles des inhibiteurs de la Protais cathepsine
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Figure 111.1: Dérivés de chalcone & activité 1Cso.
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I11.2.Méthodologie de calcules

I111.2.1.basse de donnée

Un ensemble de 33 composés a été recherché dans la base de données pubchem et la
littérature [1, 2] sur les inhibiteurs de la protéase de la cathepsine B. I'ensemble de données a
été divisé au hasard en un ensemble d'apprentissage et un ensemble de test, en considérant
75% des totales molécules dans I'ensemble d'apprentissage (25 composés) et 25% dans
I'ensemble de test (8 composés). L'ensemble de d'apprentissage a été utilisé pour générer des
modeles 3D-QSR, tandis que I'ensemble de test a été utilisé pour valider la qualité du modéle.
Toutes les activités biologiques utilisées dans cette étude ont été exprimées par PIC50 = -
log10I1C50 (voir le tableau (111.1)).

111.2.2.Préparation de protéine

Structure cristalline tridimensionnelle de la cathepsine B (PDB ID : 3ai8) a été
téléchargée dans PDB format de la banque de données sur les protéines [3]. Aprés cela, la
structure a eté préparee et affinée en utilisant Il'assistant de préparation de protéines de
Schrédinger-Maestro v11.8. Des charges et des ordres de liaison ont été attribués, des
hydrogenes ont été ajoutés aux atomes lourds et toutes les eaux ont été supprimées. La
minimisation de I'énergie a été réalisée a l'aide du champ de force OPLS 2005 en réglant le

RMSD (root-mean-square-déviation) de I'atome lourd & 0,30 A.

111.2.3.Génération de la grille du récepteur

Le module Glide [4] du logiciel Schrodinger a été utiliseé pour générer des grilles de
récepteurs. Récepteur les grilles ont été déterminées pour les protéines préparées de telle sorte
que diverses poses de ligand se lient dans le site actif prévu pendant lI'amarrage. Les grilles
ont été produites en conservant les parametres par défaut de facteur d'échelle de van der
Waals 1,00 et coupure de charge 0,25 sous le champ de force OPLS 2005. La boite cubique
de dimensions spécifiques focalisée autour du centroide des résidus du site actif (site actif du
ligand de référence, chalcone) a été créée pour le récepteur. Le cadre de sélection a été défini

sur 10 A x 10 A x 10 A pour les expériences d'amarrage.
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I11.2.4.Préparation de ligand

Toutes les molécules ont été construites dans Maestro version 11.8 [5] et préparées a l'aide
de LigPrep (module implémenté dans le logiciel Schrodinger) pour convertir la structure
bidimensionnelle en 3D, générer un stéreoisomére, determiner I'état d'ionisation le plus
probable en utilisant les conditions par défaut a pH 7,0 &= 2.0. L utilisation le sous-programme
epike pour neutraliser les structures chargées, ajouter de I'hydrogéne et générer les
conformeres bioactifs les plus minimisés de I’énergie en appliquant le champ de force OPLS

(potentiels optimisés pour les simulations de liquides) 2005.
I11. 2. 5. Amarrage (docking)

Quand la grille de récepteur a été produite ; les ligands ont été amarrés a la protéine en
utilisant le protocole d'amarrage de Glide. Le ligand flexible et le mode XP (Précision Extra)
ont été utilisés dans la procédure d'amarrage. Les conformeres amarrés ont été evalués a 1’aide
de docking Score [6]. Le protocole « Glide XP » deduit des termes énergétiques tels que les

interactions : liaisons d’hydrogénes, électrostatiques, hydrophobe et pi — pi (n-7).
I11. 3. Résultats et discussion

111.3.Model 3D-QSAR Field based

Field-Based QSAR (dans le logiciel Schrodinger) est un outil pour construire un
mod¢le pour la relation entre les valeurs d’activité connues et les caractéristiques 3D d’un
ensemble de composés alignés (similaire a I’analyse comparative de champ moléculaire
CoMFA / analyse comparative de I’indice de similarité moléculaire CoOMSIA). Il pourrait étre
possible de visualiser le modele QSAR dans I’espace pour évaluer qualitativement, ce qui
nous permet d’ajouter ou de supprimer des groupes fonctionnels et d’utiliser le modele pour
prédire quantitativement les activités d’autres molécules. Le modéle 3D-QSAR a été géneré
en PHASE en d’utilisant 25 composés comme d’apprentissage (training), tandis que le modele
a été validé en utilisant 8 composes en tant que composés de test avec le facteur PLS. Un
modeéle a quatre facteurs PLS avec de bonnes statistiques et une capacité prédéterminée a été
généré pour ’ensemble de données. Les valeurs statistiques ont été répertoriées dans le
tableau 111.2. Le résultat QSAR montre le meilleur coefficient de régression de R? (0.876),
une grande valeur de F (36.5) et une valeur de P (8.09e-009), une petite valeur de 1’écart ,

type RMSE (0.16) et des valeurs élevées de pearson-P (0.796) indiquent un modeéle de
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régression statistiquement significatif. Le modéle a été validé par un coefficient de corrélation
a validation croisée Q? (0.507). Le graphique de I’activité biologique prévue des ensembles

d’apprentissage et de test est illustré a la figure (111. 2).

Tableau I11.1. Données d'activité prédite pour I’apprentissage et le test de I'ensemble de

dérivés de chalcone.

Numéros de Activité  PLS Activité
ligands QSAR set Exp facteurs prédite
1 Training 4.298 4 4.275
2 Training 4.00 4 411
3 Test 4.00 4 4.21
4 Training 4.00 4 4.23
5 Training 4.217 4 4.133
6 Training 4.940 4 4.893
7 Training 4.305 4 4.357
8 Training 4 4 3.873
9 Test 4.072 4 4.264
10 Training 4 4 4.047
11 Training 4 4 3.993
12 Test 4 4 4.035
13 Training 4.477 4 4.470
14 Training 4.857 4 5.010
15 Training 4.301 4 4.302
16 Test 4.301 4 4.247
17 Training 5.197 4 4.826
18 Training 4.829 4 4.747
19 Training 4.000 4 3.999
20 Training 4.329 4 4.363
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21 Training 4.000 4 4.986
22 Test 4.542 4 4.605
23 Training 4.000 4 3.977
24 Training 4.000 4 3.829
25 Test 4.000 4 3.972
26 Test 4.538 4 4.436
27 Training 4.116 4 4.128
28 Training 4.021 4 4.120
29 Training 4.000 4 3.992
30 Training 4.000 4 3.933
31 Training 4.000 4 4.050
32 Training 4.238 4 4.469
33 Test 4.000 4 4.317
Predicted Activity4d vs. Activity
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Figure 111.2: Graphique de corrélation ente PIC50 expérimental et prédictif des ensembles

d’entrainement et de test.
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Les contributions relatives des champs stérique, électrostatique, hydrophobe, accepteur de

liaison hydrogene et donneur de liaison hydrogene sont respectivement de 0.345, 0.169,
0.177, 0.214 et 0.094 ((voir le tableau (111.3) pour le meilleur PLS). La validité effective du

modele est indiquée par sa capacité a prédire I’activité biologique de nouvelles molécules.

Une analyse approfondie des différents tests de validité indique que le modele crée par

I’analyse QSAR basée sur le champ est trés bon. Les activités expérimentales et prévues pour

I’ensemble d’apprentissage et I’ensemble de test sont données dans le tableau (111.2). D’aprés

le tableau (I11.3), il apparait que le champ stérique contribue de facon remarquable sur

l'activité par rapport aux champs accepteur de liaison d’hydrogene, hydrophobe,

électrostatique et donneur de liaison d’hydrogene, respectivement.

Tableau (111.2) : Valeurs statistiques pour le modéle 3D-QSAR généreé par PLS.
# SD R’ F P RMSE Q2  Pearson-
Factors '
1 0.274 0.414 16.3 0.00052 0.20 0.245 0.618
2 0.238 0.578 15.1 7.38e-005 0.23 0.008 0.780
3 0174 0.785 25.6 3.28e-007 0.18 0.383 0.792
4 0.135 0.876 36.5 8.09e-009 0.16 0.507 0.796

Tableau (111.3) : Détails des calculs du modeéle Field-based QSAR

Guassian Guassian Guassian Hbond Hbond

#Factors Steric Electostatic  Hydrophobic Acceptor Donor

1 0.376 0.190 0.156 0.201 0.074

2 0.364 0.199 0.163 0.195 0.077

3 0.332 0.182 0.185 0.208 0.090

4 0.345 0.169 0.177 0.214 0.094
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Les données d’interaction ainsi obtenues permettent la construction d’un modéle de
régression PLS comprenant un grand nombre de coefficients. Afin de faciliter Ila
compréhension de ce modele, les résultats sont généralement représentés sous la forme d’aires
de contour indiquant les régions favorables et défavorables aux interactions stériques,
électrostatiques, hydrophobique, accepteur de liaison d’hydrogéne et donneur de liaison

d’hydrogene.

Les contours 3QSAR basés sur le champ guassian pour les interactions stérique,
hydrophobique , accepteur de liaison d’hydrogéne et électrostatiques sont représentés sur les
figures 111.3a, 111.3b, 111.3c et 111.3d respectivement. Dans les aires de contour, chaque
contour coloré correspond a des propriétés specifiques telles que les contours verts pour les
régions a haute influence stérique, jaune pour une faible influence sterique. Les contours bleus
représentent les régions électrostatiques favorisées, et les contours rouges pour les régions
électrostatiques defavorisees. Les contours orange représentent les régions hydrophobiques
favorisées et les contours bleus pour les régions hydrophobiques défavorisées. Les contours
rouge et violet indiquent des régions favorables et défavorables pour 1’accepteur de liaison

d’hydrogeéne, respectivement.

Figure I11.3a: Aires du champ gaussian stérique pour ligand 17 (ligand de référence).
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Le QSAR basé sur le champ sur la figure (111.3a) ne montre aucune présence de contours
jaunes sur la molécule indiquant I’absence de régions défavorables. Les grands contours vert
situé sur un cycle de naphtaléne, la double liaison de la chaine linaire et ’atome d’oxygéne
chargé négativement indique une influence stérique élevee dans ces zones (la zone ou le

groupe volumineux favorise l'activité)).

Figure 1113c: Aires du champ gaussian d’hydrophobe pour ligand 17.

Figure 111.3d: Aires du champ guassian d'accepteur de liaison d’hydrogene pour ligand 17.
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Les aires de contours hydrophobes sont affichées sur la figure 111.3b. Les conteurs
d’orange indiquent des régions hydrophobes favorables situées sur : une partie dans le cycle
benzeéne (les positions non substituées), la zone de la fonction cétone, la double liaison de la
chaine linaire et les positions non substituées du cycle qui ne contient pas des groupe
hydroxyle de naphtalene. Les contours bleus des régions hydrophobiques défavorables reliées

a la position qui contient le groupe OH et le cycle non substituées de naphtaléne.

Figure 1113.d: Aires du champ gaussian électrostatique pour le ligand 17.

Les aires de contours d'accepteur de liaison d’hydrogene sont indiquées par des contours
rouges et violet sur la figure I11.3c. Les contours rouges représentent des régions ou les
accepteurs de liaisons hydrogene sont favorables et les contours magenta indiquent des
régions ou les accepteurs de liaisons hydrogene sont défavorables pour l'activité. Dans cette
position (rouge), tout substituant contenant un groupe accepteur augmente l'activité. La région
ou liaison hydrogéne accepteur est favorable dépend au cycle benzéne et I’entourage de la
groupe hydroxyle (OH) du cycle de naphtalene et les régions défavorables (violet) situées

sur la zone de la double liaison de la chaine linaire.

Les aires de contours électrostatiques sont indiquées par des contours rouges et bleu sur la

figure 111.3d. Les contours rouges représentent des régions favorables situées sur la double
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liaison de la chaine linaire et le groupe OH de naphtaléne. Les contours bleu indiquent des
régions défavorables pour l'activité.

11.2.5.Docking

Quand la grille du récepteur a été produite ; les ligands ont été ancrés a la protéine en
utilisant Glide protocole d'amarrage (docking). Le ligand flexible et le mode XP (Extra
Précision), ont été utilisés dans le procédure de l'amarrage. Les conformeres ancrés ont été
évalués en utilisant un score de docking. Le «Glide XP» protocole déduit des termes
énergétiques tels que les interactions des liaisons d’hydrogéne, l'interaction électrostatique,
hydrophobeet l'interaction t pi — pi et le reste des paramétres ont été conservés par défaut
pour le score [6].

L'amarrage a ete effectué pour étudier le mode de liaison des composés actifs avec le

récepteur : 3ai8 et obtenir des informations pour de nouvelles améliorations structurelles.

Tableaulll.4 : Resultats de lI'analyse d'amarrage des ligands sélectionnés.

Ligands Score Docking Energie Glide Activité PICs
L-6 -2.710 -25.68 7.301
L-22 -4.175 -39.20 6.207
L-23 -4.015 -40.73 6.346
L-30 -3.165 -33.31 6.309

Le score d'amarrage obtenu pour les inhibiteurs potentiels L-6, L-6, L-14, L-17 et L-18
sont -2.71,-4.175,-4.015 et-3.165, respectivement ( Voir le tableau 111.4). D’apres le tableau
I11.4, le complexe L-14/ cathepcine B est plus stable que les complexe L-17/ cathepcine
B, L-18/ cathepcine B et L-6/ cathepcine B, respectivement. Parmi ces inhibiteurs étudiés,
I’inhibiteur L-14 a un score d'amarrage plus élevé par rapport a tous les inhibiteurs actifs

sélectionnés.
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Figure 111.4a : Interactions 2D et 3D du ligand 6 dans le site actif du récepteur.
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L’étude d'amarrage du ligand 6 (Figure 111.4a) montre les interactions suivantes :

- I’atome d’oxygéne du groupe (OH) dans le cycle benzénique agit comme donneur et crée

une liaison hydrogéene avec THR :120.

-La function cétone agit comme accepteur et effectue une liaison d’hydrogéne avec des acides
aminés TRP: 221 et GLN: 23, respectivement.

- Le cycle du benzéne effectue des interactions m — m (m-stacking) avec les résidus HIE :111

et HIP :110, respectivement.

Pour le ligand 14, ’atome d’oxygéne du groupe (OCHs) agit comme un accepteur de
liaison d’hydrogeéne et crée une liaison hydrogene avec HIE : 111 et ’atome d’oxygene de la
fonction cétone agit comme un accepteur de liaison d’hydrogéne et crée une liaison

hydrogéne avec le résidu HIP : 110 (Figure 111.4b).

L’étude d'amarrage du ligand 17 (Figure I11.4c) montre les interactions suivantes :

-L’atome d’oxygene du groupe (OH) de naphtalene agit comme un donneur de liaison

d’hydrogéne et crée une liaison hydrogene avec GLY : 198.

-L’atome d’oxygéne du groupe (OH) du cycle de benzéne agit comme un donneur et

effectue une liaison hydrogéne avec THR : 120.

-L’un du cycle de naphtaléne et le cycle de benzéne effectuent des interactions m —  (m-

stacking) avec les résidus HIS : 196 et HIP : 110, respectivement.
-La fonction cétone agit comme accepteur et crée une liaison hydrogéne avec GLN : 23.

Pour le ligand 18, I’atome d’oxygéne du groupe (OH) de naphtalene agit comme un
donneur de liaison d’hydrogene et crée une liaison hydrogene avec GLY : 198, les deux
cycles de naphtalene effectuent des interactions m — m (m-stacking) avec le résidu HIS : 199.
La function cétone agit comme accepteur et crée une liaison d’hydrogene avec HIP:
110(Figure 111.4d).

Ces interactions globales avec HIP : 110 pourraient étre la raison de score de docking élevé

et par conséquent il permet d'étre puissant et aussi sélectif pour I'activité biologique étudiée.
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111.3.ADMET propriétés

Les propriétés d’analyse ADMET (absorption, distribution, métabolisme, élimination,
toxicité) des composes peuvent étre determinées in-silico en utilisant le module gikprop de
Schrodinger suite 2018. Nous avons évalué les descripteurs physico-chimiques et les
propriétés pharmaceutiques pertinentes des ligands actifs pour analyser les propriétés
médicamenteuses (tableau I11.5). Le nombre calculé de réactions métaboliques probables
(#metab) est 3 pour tous les ligands sélectionnés. . Tous les ligands actifs ont montré de
bonnes valeurs de coefficient de partage (QP log Po / w) (2a 4.25), qui étaient essentielles
pour l'absorption et la distribution des médicaments. Le nombre stimulé de liaisons hydrogéne
qui seraient données par le soluté aux molécules d’eau dans une solution aqueuse des
composés est compris entre 1 et 3. Le nombre estimé de liaisons hydrogene qui seraient
acceptées par le soluté a partir de molécules d’ecau dans une solution aqueuse des COMPOSEs
est compris entre 3 et 5. Le nombre de violations de la régle de Lipinski de cing est de 0. Les
composes ont un% d’absorption orale humaine compris entre 82 et100%. Le coefficient de
partage cerveau / sang estimé (QPlogBB) est compris entre -1 et -2. A partir de ces résultats,
nous pouvons dire que les ligands actifs sélectionnés peuvent étre utilisés dans les essais
cliniques en raison de bonnes propriétés ADMET. Les détails des propriétés ADMET pour les

ligands actifs sont indiqués dans le Tableau I11.5.

Tableau.ll1.5 : criplage in silico ADMET pour des ligands sélectionnés.

Ligands QPlogBB QPIlogHERG QPlogKP QPPlog caco QPlogMDCK
6 -1.033 -5.03 -2.66 402.63 263.5
14 -1.06 -6.03 -1.26 1216.6 6115
17 -1.55 -5.24 -3.215 151.92 64.53
18 -1.55 -5.24 -3.215 151.925 64.53
Recommended -3.0t0 1.0 Above -5 -8 tol <25: poor; >500:  <25: poor; > 500:
great great
values

66



Ligands Donor HB Accpt  QlogP # metab QPlog Rule % Human Oral
HB o/w Khsa of Five  Absorption

6 2 35 2 3 -0.210 0 85.26

14 1 3.5 4.25 3 0.423 0 100

17 2 4.25 2.76 3 0.215 0 82.2

18 2 3.25 2.76 3 0.215 0 82.2
Recommended <5 <10 20 - 1-8 -1.5- max 4  >80% is high

6.5 15

values

<25% is poor
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Conclusion genérale

Dans cette étude, des analyses de modele QSAR basé sur le champ ont été
utilisées pour prédire 1'activité contre la cathepsine B d'un ensemble de

dérivés de chalcone.

Les modeles QSAR ont donné de bons résultats statistiques en termes de
valeurs r? et Q% (r2=0.87, Q2=0.506). Le modele QSAR basé sur le champ a
fourni une corrélation significative du champ stérique, hydrophobe ,
accepteur de liaison d’hydrogene et électrostatique avec les valeurs
d'activité biologique. Les champs du modele 3D QSAR au niveau des
molécules alignées sur 1'activité biologique ont été expliqués en analysant

les aires de contour.

L'amarrage a été effectué pour étudier le mode de liaison des ligands
actifs sélectionnés sur le récepteur afin d'obtenir des informations pour
une optimisation plus poussée de la structure. Le ligand L-14 affiche le

meilleur score d'amarrage.

Le criblage insilico ADMET de ces ligands actifs a également été effectué

et les valeurs de toutes les propriétés sont dans les valeurs recommandées.

Les informations obtenues dans cette étude fournissent une
méthodologie pour diriger la conception de nouvelles molécules potentielles de

dérivés de chalcone pour inhiber la cathepsine B.

69



70



	ملخص
	Résumé
	ABSTRACT :
	Table des matières
	I.3.  Inhibiteurs naturels de cathepsine…………………………………………………..25

	Introduction Générale
	Références
	III. 2. 5. Amarrage (docking)

	[6]. R. A. Friesner et al., “Glide: a new approach for rapid, accurate docking and scoring. 1. Method and assessment of docking accuracy,” J. Med. Chem., 2004, 47, 7, 1739–1749.

