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Introduction Générale

L'hypercholestérolémie est un facteur de risque majeur d'athérosclérose et de maladies
cardiovasculaires M. L'athérosclérose est une cause fondamentale de la maladie coronarienne,
qui est devenue I'une des principales causes de décés dans le monde **! L’augmentation de
I'incidence des maladies cardiovasculaires semble étre due au mode de vie sédentaire et a une

alimentation riche en graisses et en protéines **!.

Le traitement de I'nypercholestérolémie réduit le taux de cholestérol dans le sang, ce qui
réduit le risque de maladie cardiovasculaire [°!. La 3-Hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A

(HMG-CoA) réductase catalyse I'étape limitant le taux de synthese du cholestérol dans le foie
[71

Les statines telles que l'atorvastatine, la pravastatine, la simvastatine et la lovastatines
ont une classe de molécules commercialisés en tant qu'inhibiteurs de I'HMG-CoA réductase et
sont prises par des millions de personnes dans le monde entier pour réduire leur taux de
cholestérol. Cependant, les statines peuvent provoquer des effets secondaires, notamment une

myopathie, et une élévation des enzymes hépatiques voir hépatotoxicité®®..

Compte tenu de cela, le développement et l'application de nouvelles méthodes pour
inhiber 'HMG-CoAR est susceptible de jouer un réle de plus en plus important dans le

traitement de I'hypercholestérolémie.

Les Stilbenes et leurs dérivés ont attiré l'attention en raison de leurs diverses structures
chimiques et de leurs applications pharmacologiques potentielles®*”.Des chercheurs ont
mené une étude sur une classe de stilbene hydroxylé qui sont le resvératrol et leur similaires,

avec résultat réduction de la synthése du cholestérol 2.

L’objectif de ce travail consiste a étudier 1’inhibition de 3-hydroxy-3-méthyl-glutaryl-
CoA réductase par différents ligands tel que d'autres dérivés de stilbéne en utilisant les

méthodes de modélisation moléculaire.
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Notre travail s’articule autour de trois chapitres.
Nous commencons par une introduction générale

Le premier chapitre portera sur une étude bibliographique sur I’hypercholestérolémie.

Dans le deuxieme chapitre, nous évoquerons des généralités sur la modélisation moléculaire.

Le dernier chapitre (matériel et méthode + résultats et discussion) présente les résultats
obtenus et discussion de 1’étude de [linteraction de quelque inhibiteurs
hypocholestérolémiants (dérivés de stilbéne) avec I'enzyme HMG Co A reductase par doking

moléculaire.

Enfin nous achéverons par une conclusion générale qui résume l'ensemble des résultats
obtenus.
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1.1 Physiopathologie de la maladie :

Le cholestérol est I'une des substances corporelles présentes dans le sang et importante

pour la sante.

On parle d’hypercholestérolémie lorsque le taux de cholestérol (LDL) présent dans le
sang est supérieur & nos besoins réels"?. Quand ce n'est pas traitéca risque de développer

une maladie coronarienne. !

L’exces non utilisé par les cellules favorise un dépét contre les parois des vaisseaux et s’il
n’est pas récupéré et ramené au foic par les HDL, il provoqueune obstruction des arteres

amenant a I’infarctus. !

De plus, les lipoprotéines HDL ne sont pas nocives (elles servent de «nettoyants
artériels»). Par conséquent, il est également nécessaire d'examiner la relation entre le
cholesteérol total et le niveau de lipoprotéines HDL dans le sang (cholestérol total/HDL), une
valeur normale considérée inférieure ou égale a 4,5. Sinon, nous parlons fréquemment de

I'hypercholestérolémie.!"!

Figure 1: Plaque d’athérome
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1.2 Classification de I'"hypercholestérolémie :

D'un point de vue étiologique, I'hypercholestérolémie peut étre classée en : ©°!

1.2.1  Primaire:

Troubles du métabolisme des lipides avec génétique, famille (de nombreux cas dans la
méme famille) ou dans des cas isolés, sans mutation génétique connue ou sans agrégation

familiale, lorsque des causes secondaires ont été jetées. Ce groupe comprend:

¢+ L’hypercholestérolémie familiale (HF),qui comprend :
v" Hypercholestérolémie autosomique dominante (ADH)
v" FH par mutations du récepteur du LDL (LDLR).
v" Hypercholestérolémie autosomique récessive (ARH ou FH2)

v Hypercholestérolémie polygénique (PH)

1.2.2  Secondaire:

L'hypercholestérolémie peut étre le résultat d'une maladie (comme le diabéte), d'une
maladie (comme l'obésité, le vieillissement) ou d'un mode de vie (comme le tabagisme, le

manque d'exercice physique ou le stress psychosocial).

Une alimentation riche en cholestérol et en acides gras trans, une alimentation pauvre en
acides gras oméga-3 et une synthese hépatique insuffisante des homologues supérieurs des

acides oméga-3 dans les Iégumes peuvent augmenter 1’hypercholestérolémie.
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L'insuffisance rénale chronique, le syndrome néphrotique et I'hypothyroidie sont
généralement des causes de taux eélevés de triglycérides et decholestérol. Certains
médicaments (tels que la progestérone et les pilules d'cestrogéne-progestérone), la
corticothérapie, les diurétiques thiazidiquesbétabloquants nécessitent une surveillance de I'état

lipidique car ils augmentent le taux de cholestérol et augmentent le risque cardiovasculaire.™
1.3 Causes de I’hypercholestérolémie

Apparemment les hypercholestérolémies pourraient avoir plusieurs causes suivant les cas:
hypercholestérolémie familiale due a un défaut chromosomique d’un coté, et de 1’autre une
hypercholestérolémie due a une trop grande consommation de graisses (hyperlipidémie) ou

due & une consommation excessive de graisses aux effets néfastes.!

I-4  Les conséquences d'une hypercholestérolémie :

Accident vasculaire cérébrale Crise cardiaque Maladie vasculaire des

des jambes

Figure 2: Les conséquences de I’hypercholestérolémie [4]

1.5 Mesures Hygiéno-diététiques :

L'objectif principal du traitement alimentaire de I'nypercholestérolémie est la réduction

du risque de complications cardiovasculaires, limitant les dépots d'excés de cholestérol. !

Lorsque le taux de cholestérol est élevé, il est possible de le réduire en valeurs normales

par la pratique de l'activité physique et de I'adaptation d'une alimentation équilibrée. [©
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Les activités sont recommandées telles que la marche, la natation, le cyclisme. Exercice
régulier, selon les patients, augmente le taux de bon cholestérol entre 10 et 20%. C'est la

méme chose avec une perte comprise entre 3 et 5 kilos, atteindre et maintenir un poids sain. ™

Figure 3: Activités physique

1.6 L’enzyme HMG-CoARéductase :

HMG-CoARéductase est une glycoprotéine transmembranaire limitant la vitesse qui
catalyse une étape clé de la voie du mévalonate, qui est impliquée dans la synthése de
composés naturels essentiels dont les stérols tels que le cholestérol, I'héme, les ubiquinones ,

hormones dérivées d'isoprénoides et vitamine D.

o :‘\ T
Y T U -
G & 7
_r \‘\\\l’u d J
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Figure 4: 3-hydroxy-3-méthyl-glutaryl-CoA réductase
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3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA réductase catalyse la formation du mévalonate, I'étape
engagée dans la biosynthése des stérols et des isoprénoides. L'activité de HMG-CoA
Réductase est contrblée par synthése, dégradation et phosphorylation pour maintenir la

concentration des produits dérivés du mévalonate.!*"!

Acetyl-CoA
l HMG-COA Reductase

‘ HMG-COA|

l

Mevalonate

+
Cholesterol

Figure 5: Synthese de cholestérol

1-7 Meédicament utilisésdans le traitement de

’hypercholestérolémie -

L'action des médicaments modernes repose sur les mémes mécanismes que ceux qui

régissent les fonctions des étres vivants présents dans la nature.!*?!

1.7.1  Les statines:
Les médicaments de la classe Statine inhibent HMG COA réductase, enzymatique clé,
puis réduire la biosynthese du cholestérol. Ce sont les molécules qui ont plus de manifestation

au niveau scientifique. ™**

Figure 6: Statine
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Les statines font actuellement partie du groupe de médicaments le plus prescrit au monde.
[12]

Les statines sont des agents de premiere classe pour abaisser le miroir LDL. Si un déchet
suffisant n'est pas obtenu dans LDL, vous pouvez envisager une statine plus forte.

Les statines sont largement utilisées pour le traitement de I'nypercholestérolémie. lls
réduisent de maniere motivée par HMG-COA, réduisant ainsi les taux des LDL plutdt que

d'autres médicaments.

1.7.1.1 Liste des statines commercialisées:

e Atorvastatine 10, 20, 40 ou 80 mg (Tahor ®)

e Fluvastatine 20, 40 ou 80 mg en LP (Fractal ® et Lescol ®)
e Pravastatine 10, 20 ou 40 mg (Elisor ® ou Vasten ®)

e Simvastatine 5, 10 20 ou 40 mg (Lodales ® ou Zocor ®)

La caractéristique structurelle commune de toutes les statines est une chaine latérale qui
existe soit sous forme de cycle fermé (inactif, lactone), soit sous forme de cycle ouvert (actif,
acide). **!

Ho
HS SCMOIH _""*-.
| Two fornms of co r'np-acrtin
HMG - Cow, ' o
J-—!
H
Laciomne forrm Aucid frorm

Figure 7: Structurel similaire entre compactin et HMG CoA
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La famille de statines consiste en huit composés uniques naturellement dérivés ou
chimiquementsynthétisés.[’. Lesdérivées de la fermentation fongique comprennent une
pravastatine, une simvastatine et une lovastatine, tandis que la fluvastatine, l'atorvastatine, la

cédérivastatine, la rosuvastatine sont des composes synthétiques.

COONa
O

Atorvastatin Fluvastatin
(Lipitor, Parke-Davis) (Lescol, Novartis)

-
- \/O
s
o
Simvastatin Pravastatin

(Zocor, Merck Frosst) Pravachol, Bristol-Myers Squibb

Figure 8: Les classes pharmaceutiques de statine

1.7.1.3  Quand prescrire une statine?

Les statines permettent de limiter le développement des plaques dans les arteres et de

réduire le risque de répétition de I'infarctus. ™**

Les statines font partie des inhibiteurs de la HMG CoA réductase. Principalement
métabolisé du cytochrome hépatique, leur utilisation est généralement tolérée: cependant, un

trouble de la transaminase asymptomatique peut survenir dans des situations de risque. %
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1.7.1.4  Limite des statines:
Leurs principaux effets secondaires important sont patient- et dose dépendants: intolérance a
la molécule, toxicité hépatique avec augmentation des transaminases; douleurs musculaires et
articulaires et fatigue. ™*°

I-8  Travaux antérieurs :

Keun-Tae Park et collaborateurs ont étudiéles activités inhibitrices decing stilbénes
contre la HMG-CoA réductase et la squalénesynthase, qui sont des enzymes clés dans la
biosynthese du cholestéroldans le foie. Tous les stilbénes testésont montré un effet inhibiteur
sur deux les enzymes. Le groupe méthoxy des stilbénesméthoxylés pourrait renforcer I'activité
inhibitrice contre I'HMG-CoA réductase et la squalenesynthase.

En se basant sur les résultats obtenus dans cette étude, lesstilbénes évalués, en particulier
I'aglycone méthoxyléeleRhapontin pourrait avoir un potentiel en tant qu'inhibiteurs de
I'HMG-CoA réductase et de la squalénesynthase et qui pourraient étre utilisés comme

médicaments pour réduire le taux de cholestérol sanguin.!*®!

Ry

R3 R4

Figure 9: Structure des stilbénes testés

/ R1 R> R3 R4 Rs
Mulberroside oGIC OH OH H oGIC
Oxyresveratrol- OGIC OH OH H OH
3-O-glucoside
Oxyresveratro OH OH OH H OH
Rhapontin OGIC OH H OH OCHs3
Rhapontigenin OH OH H OH OCHjs
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D'autre part, une étude sur I'inhibition de la HMG-COA réductase (code d'accés 1HW9)

par les stilbénes tel que le trans-resvératrol et ses similaires montre une bonne inhibition ™"

Constante d'inhibition

1HW9

trans-resveratrol 4,11 uM
Piceid 428,71 nM
Gnetin 144,31 nM
Gnetol 44,05 uM
Isorhapontigenin 2,68 uM
Viniferin 5,87 uM
Gnemonoside 29,89 nM
Latifolol 349,39 uM

Pravastatin 1,81 uM
Rosuvastatin 163,2 nM
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Chapitre Il la modélisation moléculaire

1.1 Introduction :

La modélisation moléculaire regroupe plusieurs disciplines, en effet, il y'a a la fois des
interférences de la chimie, de la physique et de la biologie dans des programmes
informatiques spécifiques afin de calculer les structures et propriétés d’entités chimiques et

biochimiques (Protéines, acides nucléiques, complexes moléculaires, etc.....).”

Sur la base de la mécanique classique, que I'application de mécanique moléculaire surgit,
elle permet de représenter un atome de systeme et calculer I'énergie. Les calculs pour
différentes conformations de la structure considéréepermettent de caractériser différents
points de la surface d'énergie possible associée au systeme. Par conséquent, chaque point de la
surface donne une possibilité d'échantillonnage qui génereun systeme de conformations.
Cette méthode de calcul est fortement utilisée pour la description des systéemes importants

dépassant des milliers d'atomes.

Ces méthodes peuvent étre relativement faciles et rapides, ou alors, colteux et qui

demandent des centaines d'heures sur un ordinateur.”!

La modélisation moléculaire nous permet d’afficher, simuler, analyser, calculer et stocker
les propriétés des molécules!”! .Les molécules prennent de nombreuses conformations, dont

certaines correspondent a I'interaction avec un site actif ™.

1.2 La mécanique moléculaire :

La mécanique moléculaire est une méthode empiriquepour des grands systemes ; comme
dans le cas des systemes biologiques qu’on ne peut aborder avec les méthodes quantiques

couteuses.®!

La mécanique moléculaire (MM), nous permet de minimiser I'énergieafin d'obtenir des
conformations a basse énergie de notre systeme moléculaire et par suite de réduire des forces

initiales trop grandes qui aboutiront & une trajectoire aberrante.”’
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Dans le cadre de la MM on considéere une molécule comme une série de masses (les
atomes) reliés entre eux par des ressorts (liaisons chimiques). Les déformations structurelles

peuvent avoir lieu en fonction des interactions entre les masses.

La fonction d’énergie est généralement décrite en termes internes relies directement aux
liaisons covalentes des atomes (interactions liantes) et en termes externes traduisant les

interactions entre atomes non lies de maniére covalente (interactions non liantes).

11.2.1 Champ de Force en mécanique moléculaire :

Le champ de force exprime réellement & la moyenne les interactions électroniques entre
les atomes. ™reliant les déformations structurelles du systéme et de I'énergie potentielle. Il
fait référence a la fois a I'équation mathématique (fonction d'énergie potentielle) et aux

paramétres qui le composent.!*"!

La fonction d'énergie potentielle définit une énergie empirique, I'énergie totale se
décompose dans une somme des termes additifs que chacune des interactions interatomiques

représente. !

Elle est exprimée comme une somme de contributions de plusieurs types d’interactions.
[12]

Dans I’expression fonctionnelle des champs de forces classiques, 1’énergie potentielle
totale du systeme (E) est exprimée comme étant la somme des contributions énergétiques des

termes liés et de celles des termes non liés [*%!
ETotale= Eliés + Enon liés

Les termes liés correspondent aux liaisons covalentes (b), angles de valence (0), angles

de torsion (@) et diedres impropres (®), soit :
Eliés = Eliaisons covalentes +Eangles de valences +Etorsions + Eimpropres

Les termes non liés, quant a eux, correspondent aux interactions de Van Der

Waalsreprésentéespar un terme de Coulomb, soit :

Enon liés = Eélectrostatiques + EVan Der Waals
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1.3 Dynamique moléculaire :

La simulation de la dynamique moléculaire est un outil qui permet I'étude du
comportement dynamique des systéemes en fonction du temps. Cette méthode peut jouer un
réle de prédiction dans de nombreux phénomeénes (interaction du récepteur de ligand,

diffusion de molécules, formation de structures biologiques complexes, etc...).

Elle obéit a la loi de Boltzmann, ce qui implique que les états de haute énergie sont
difficilement échantillonnés. Cela signifie que les changements de conformation (le passage
d'un puits potentiel a un autre) sont rarement observes (sont également appelés «événements
rares»). Le seul moyen d'augmenter la probabilité d'observer ces transitions est d'étirer autant

que possible, de sorte que I'intérét de faire des simulations longues.™*

11.3.1 Calcul de dynamique moléculaire :

La dynamique moléculaire nécessite un ensemble de coordonnées et de vitesses initiales.
La géométrie initiale utilisée provient d'une structure établie expérimentalement lorsque cela
est possible, sinon il a généré de la force utilisée. L'énergie du systéme est minimisée pour
éliminer toutes les interactions fortement défavorables que, si elles étaient conservées,
interromprait la simulation. Les vitesses initiales sont attribuées aux statistiques de

Boltzmann. 14
Une dynamique moléculaire se compose de trois phases distinctes :

» Thermalisation
» Equilibration
» Dynamique ou production

1.4 Docking moléculaire :

Le Docking moléculaire vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir des
molécules isolées, dans les quelles différentes approches sont combinées pour étudier les

. . ’ 1
modes d’interaction entre deux molécules. !
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Un programme de docking moléculaire a pour but de prédire correctement le mode
d’interaction entre deux entités chimiques, et de reconnaitre parmi ceux-Ci lequel est le

meilleur. 7

Docking (ancrage ou amarrage) est le nom donné aux simulations moléculairesdans
lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier les modes d’interaction
entredeux molécules. Dans la plupart des cas, il s’agit d’un récepteur macromoléculaire (cible

dedocking) dont la structure tridimensionnelle est connue et d’une petite molécule (ligand).
[14]

Une simulation de Docking comprend essentiellement deux étapes : le Docking

proprement dit et le Scoring (figurel).

e La premicre (Docking) est 1’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le
site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations

(poses) possibles. 2!
e La deuxieme (le Scoring) est 1’étape de classement, qui consiste a évaluer I’affinité
entre le ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase

de Docking. ? Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles

proposées. [*°]

hgand

recepbeur

Figure 1 : Principe général d’un programme de Docking
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1.4.1 Etapes de Docking Moléculaire :
Deux approches sont principalement employées pour la modélisation du systeme

protéine-ligand.

La premiére étape consiste au téléchargement des structures chimiques des cibles a traiter
(Enzyme dans notre cas), pour cela il est nécessaire d’aller directement a la Bank PDB
(Protein Data Bank) (http://www.pdb.org) et déterminer ou sont déposées les structures de ces
cibles, Ensuite, la PDB contient plusieurs milliers de structures protéiques obtenues soit par
cristallographie (rayons X), soit par RMN.*

Si la cible n’est pas encore déposée au niveau de la Bank PPB, et cette derniére contient
une protéine avec des séquences similaires, la modélisation par homologie intervient afin de
construire la structure 3D de la cible souhaitée ; Aprés le téléchargement de la cible (PDB),
nous utilisons un logiciel de visualisation pour voir avec quels ligands 1’enzyme est Co-

cristallisé (eau, ligands, ion, ...). ™

La deuxiéme étape, concerne les structures du (ou des) ligand(s) utilisé(s) lors du
Docking moléculaire. 1l y a deux grandes bases de données de structures chimiques des

ligands. %!

La premicre représente ces structures par les programmes d’informatique de modélisation
moléculaire, ou les différentes structures sont générées par optimisation de géométrie. [/Ces
structures sont gouvernées par les lois de la chimie quantique. Dans le deuxiéme cas, elles
sont obtenues a partir des bases de données comme Pub Chem Project ou autres bases de

données des structures. Ces derniéres ont différentes extensions comme PDB, SDF.. . [*°]

11.4.2 Fonctions de scores :

La procédure d'accueil permet de générer une liste de complexes représentant les
associations favorables entre le ligand et le récepteur macromoléculaire. L'étape suivante
consiste a évaluer ces complexes, a trouver celui qui est le plus susceptible de reproduire au

mieux le mode association réel.!*!
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L’association entre protéines et ligands est gouvernée par plusieurs parameétres
thermodynamiques : les interactions hydrophobes, les interactions électrostatiques et les

liaisons hydrogene.!*”!

11.4.3 Algorithme du docking :
Les algorithmes de docking ont été concus pour rechercher de fagcon objective, rapide et
efficace les modes d’association protéine-ligand les plus favorables . Ces algorithmes

peuvent étre divisés en deux catégories principales selon la méthode utilisée : %

v’ L’ajustement de fragments.

v Simulation par trajectoire.

v L’ajustement de fragments (Reconstruction) :

Au début, le ligand est coupé sur des parties rigides et flexibles. Parmi les points ou les
rotations sont possibles, une ou plusieurs ancrages rigides sont définis. Ainsi, une premiere
partie rigide interagit avec le récepteur, les pieces flexibles sont ensuite ajoutées avec une
exploration d'angles de torsion. Des logiciels tels que Dock ou surflex utilisent cette approche

qui permet un criblage rapide. Simulation par trajectoire (Aléatoire) :

Cette approche est plus précise: a partir d'une position initiale aléatoire, en dehors du site
actif, le ligand considéré explore le site étudié par la répétition successif des mouvements et

des évaluations de I'interaction ligand -récepteur.
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Partie 1 ; Matériels et méthode

I11.1  Introduction :

L'interaction entre protéine et son substrat est la premiéere étape de la plupart des
dispositifs chimiques. Comprendre son mode de fonctionnement Ceci défini, et permet de
connaitre le type d'interactions et, par conséquent, il est déduit:

- Affinité entre deux molécules.

- Les distances entre les acides aminés du site actif de I'enzyme et celles des inhibiteurs.

- Energie d'interaction

De méme, la conception de nouveaux médicaments permettant d'inhiber une protéine ne
peut étre effectuée qu'en prédisant d'abords son affinité respective. C'est en abordant des
techniques de modélisation moléculaire regroupées sous le nom "amarrage" ou

"dockingmoléculaire”. !

Le logiciel de docking est donc un outil trés utile en biologie et en chimie, car la plupart
des ingrédients actifs sont de petites molécules (ligands) qui interagissent avec une cible

biologique d'intérét thérapeutique, généralement des protéines. %

Dans ce chapitre on se propose de prédire I'affinité entre lesligands (dérivés de stilbénes)

et I'enzyme HMG CoAréductasepar la méthode de docking moléculaire.
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1.2 Matériels et méthodes :
111.2.1 Ordinateur :

Nous avons effectué nos calculs a l'aide de I'ordinateur

e Edition Windows 7 professionnel

e Processeur : Intel ® Core ™ i7-3770 CPU@ 3.40 GHZ
e Mémoire installee (RAM) :4,00 Go

e Type du systeme : systéme d’exploitation 64 bits

111.2.2  Banque de données :

> La banque de données protéiques (PDB) est la principale banque de données des
structures tridimensionnelles des macromolécules biologiques telles que les
protéines. Ces structures sont déterminées principalement par cristallographieaux

rayons X=!

RCSB PDB  Deposit - Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam -~ More ~ Documentation -

Structure Summary View Annotations Experiment Sequence Genome Versions
< Biological Assembly 1 @ ) 1 DQ8 B Displa Fles -
2 COMPLEX OF THE CATALYTIC PORTION OF HUMAN HMG-COA REDUCTASE WITH

HMG AND COA
DOI: 10.2210/pdb1DQ8/pdb

Classification: OXIDOREDUCTASE
Qrganism(s): Homo sapiens
Expression System: Escherichia coli
Mutation(s): Yes @

Deposited: 1999-12-30 Released: 2000-03-08
Deposition Author(s): Istvan, £.5., Palnitkar, M., Buchanan, §.K., Deisennofer, J.

Experimental Data Snapshot WwwPDB Validation @ & 3D Report || Full Report
Method: X-RAY DIFFRACTION Metric Percentile Ranks Value

Resolution: 2.10 A Clashscore IE—" —
© 3D View: Structure | Electron Densily | R-Value Free: 0.239 Ramachandran outliers I M 0.7%
Raandlinicrion R-Value Work: 0.199 Sidechain outliers I S 6%
R R-Value Observed: 0.199 RSRZ outliers M ] s— 0%

Figure 1: L’interface de la Protéine Data Bank (PDB)

» La banque de données Pubchem est une banque de donnésde molécules
chimiquesadministrées par NCBI (le Centre national de l'information sur la
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technologie BIO). Répertorie plus de 94 millions de composés en publiant
gratuitement une grande quantité de données.”

e he x +

& = C & htipr)/pubchamnchinim.nihgon site“'eb o c ;

Pub ©hem About Blog Submit Contact PUbChom Pyrindic Talie anc Elament pages  Resd More )

Explore Chemistry

Quickly find chemical information from authoritative sources

Format Smile d’une structure a rechercher A

C1=CCaCC=C1=0 InChl=15/CIHE0/c

‘{\ f -t - :
. @ —— ™ "
Dessiner la structure
. Draw Structure Upload ID List Browse Data Petiodic Table
a rechercher

Figure 2: L’interface de la Pubchem

111.2.3 Logiciel utilisé :

MOE (Molecular Operating Environment) v. 2014.09.01 est un package pour dire un
ensemble de logiciels pour la conception assistée par l'ordinateur de molécules envers une
protéine. Il permet de dessiner des molécules, de les minimiser pour avoir la conformation la
plus stable. Il permet également a plusieurs ligands de se docker sur le site actif d'une
protéine! préalablement Co-cristallisant avec un cofacteur de maniére subséquente.

111.2.4  Le protocole de calcul :

111.2.4.1 Préparations de I’enzyme :

Le téléchargement de 1’enzyme a été fait a partir de la base de données BookhavenProtein

Data Bank (code d’accés 1DQ8). Aprés le télechargement nous avons éliminé lesmolécules
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d’eau et les d'autres chaines pour avoir un modéle simplifié, et nous avons laissé le ligand de

Co-cristallisation.

La structure tridimensionnelle de I'enzyme 1DQ8, ainsi que l'enzyme simplifié

est donnée dans les figures 3 et 4.

Figure 3: ’enzyme tétramere de 1DQ8 Figure 4: I’enzymesimplifié delDQ8
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Les propriétés de I'enzyme sont mentionnées dans le tableau 1.

Tableau 1: Données cristallographique pour I’enzyme 1DQ8

Code d’enzyme (PDB) 1DQ8
Résolution (A) 2.10
Classification OXIDOREDUCTASE

HN
':N.
L)
~
HO__ . \'\.‘?
Inhibiteur de Co cristallisation o 0 P o
0 —p 0 ¥ l"‘-p 0
| WO 0T
OH O 9H

==
=T

SH

[[(2R,3S,4R,5R)-5-(6-aminopurin-9-yl)-4-hydroxy-3-
phosphonooxyoxolan-2-yl]methoxy-
hydroxyphosphoryl] [(3R)-3-hydroxy-2,2-dimethyl-4-
0X0-4-[[3-0x0-3-(2-
sulfanylethylamino)propyl]amino]butyl] hydrogen

phosphate

Poids moléculaire Kda 767.53
Chaine A

Longueur (A) a=75.297

b =130.182

c =92.547
Angle (°) a=90

B=106.48
v =90
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111.2.4.2 Préparation des ligands :

Dans notre étude nous avons choisi de travailler avec les dérivés de stilbene.Les ligands
(inhibiteurs) sont téléchargés a partir de la base de données «pubchemy.

Tableau 2: Propriétés pour les neuf inhibiteurs

Inhibiteurs Pubchem Masse molaire Formule brute
CID (g/mol)

1 15253911 333,4 CxHig N
2 10879760 258,27 CisH14 Oy
3 12638636 380,4 CoeHo OP
4 19980023 387,5 C2oHo9 NO3S
5 101925163 463,6 Co7H29 NO4S
6 13729883 294,3 C1oH18 O3
7 101695013 451,6 CosHag N3O3S
8 15664651 296,4 CxH24 O,
9 15310991 359,4 CooHos NOsP

Les différentes structures chimiques des inhibiteurs sont données dans le tableau 3.

Tableau 3: Structures chimiques pour les neuf inhibiteurs

inhibiteu Structure chimique Le Nom selon ’UIPAC
rs
5-phenyl-2-[4-[(E)-2-
1 phenylethenyl]phenyl]pyri
dine
2 5-[(Z)-2-(3-hydroxy-4-
methoxyphenyl)ethenyl]b
enzene-1,3-diol
(o] HO
\
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1-diphenylphosphoryl-4-

[(E)-2-
phenylethenyl]benzene

OH

6-[N-methyl-4-[(E)-2-(4-
methylsulfonylphenyl)eth
enyl]anilino]hexan-1-ol

3-[4-[(E)-2-[4-
(dimethylamino)phenyl]et
henyl]phenyl]sulfonylprop
yl-2-prop-2-ynylpent-4-
ynoate

/N

methyl (E)-3-methoxy-2-
[4-[(E)-2-
phenylethenyl]phenyl]pro
p-2-enoate

Hy

2-[2-[N-ethyl-4-[(E)-2-(4-
methylsulfonylphenyl)eth
enyl]anilino]ethoxy]benze
ne-1,4-diamine
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8 3-hexoxy-5-[(E)-2-

O phenylethenyl]phenol

9 4-[(E)-2-(4-

J diethoxyphosphorylphenyl
)ethenyl]-N,N-

F[ dimethylaniline

~_
AN

I11.2.5  Doking moléculaire :

Aprés la préparation de ’enzyme et les inhibiteurs nous arrivons a 1’étape du docking
moléculaire & I'aide logiciel MOE™!; c.a.d. le positionnement des inhibiteurs dans le site actif
de la 1DQ8. La meilleure position c.a.d. la conformation la plus stable retenue correspond a

I'énergie la plus petite.

111.2.6 Utilisation de ADME :

Le site serveur swissadme nous fournit des informations en ligne trés utiles concernant les
ligands et toutes leurs propriétés ceci permet de corroborer les résultats obtenus a partir du
logiciel MOE.
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1.3 Résultat et discussion :
111.3.1  Résultats
Le logiciel MOE fournit les descripteurs moléculaires pour neuf ligands, ils sont donnés

dans le Tableau 4.
Tableau 4: descripteurs moléculairesdes ligands

Inhibiteurs | Masse molaire Log P HD HA Toxicité
(g/mol)
Ligand 1 333,44 6,59 0 1 NON
Ligand 2 258,27 2,98 3 4 NON
Ligand 3 380,43 4,43 0 1 NON
Ligand 4 387,54 4,25 1 3 NON
Ligand 5 463,60 4,29 0 3 NON
Ligand 6 294,35 4,02 0 2 NON
Ligand 7 451,59 4,33 2 3 Ooul
Ligand 8 296,41 5,52 1 2 NON
Ligand 9 359,41 3,74 0 3 NON

HA: nombre d'hydrogene accepteurs
HD: nombre d'hydrogéne donneurs

Les interactions entre différents ligands et résidus du site actif de I'enzyme 1DQ8 sont

reportés dans le Tableau 5.

Tableau 5: Interactions des différents ligands avec le site actif de 1DQ8

Ligands Acides aminées Type Distance Energie de
interactions distance
(Kcal /mol)
1 ARG 568 Pi-H 3,89 -0,6
ARG 571 Pi-cation 4,85 -0.6
2 / / / /
3 LEU 862 H-accepteur 3,48 -0,8
ARG 568 Pi-H 4,33 -0,8
4 LYS 722 H-accepteur 2,98 -8,4
5 CYS 561 H-donneur 3,31 -1,4
ARG 568 Pi-H 4,29 -0,7
6 / / / /
7 GLU 569 H-donneur 3,17 -2,7
ARG 568 H-accepteur 3,06 -14
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LYS 722 H-accepteur 3,00 -1,3

ASN 750 H-accepteur 3,18 9,4
8 HIS 861 H-donneur 3,19 -1,2
9 / / / /

Les calculs de I'énergie des complexes obtenus via le logiciel MOE sont rassemblés
dans le Tableau 6.

Tableau6: le score (énergies) des complexes 1DQ8_ligand

Complexe 1DQ8-ligand Energies (score)
Ligand de référence -6.9733
1DQ8 Ligand 1 -5,3418
1DQ8 Ligand 2 -5,2297
1DQ8 Ligand 3 -5,7417
1DQ8 Ligand 4 -6,0466
1DQ8 Ligand 5 -6,9334
1DQ8 _Ligand 6 -5,7493
1DQ8 Ligand 7 -6,3364
1DQ8 Ligand 8 -5,3465
1DQ8 Ligand 9 -6,2239

Le classement des scores en énergie de diverses complexes (enzyme ligand) par ordre
croissant est donnée comme suit

1DQ8 ligand 5 < 1DQ8 ligand 7 < 1DQ8 ligand 9 <1DQ8 ligand 4 <1DQ8 ligand 6 <
1DQ8_ligand 3< 1DQ8_ligand 8 < 1DQ8 ligand 1 < 1DQ8_ligand 2

Les diverses propriétés pharmacocinétique des ligands obtenus en ligne a partir du site
SWISSADME :
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Tableau 7 : Résultats des propriétés pharmacocinétiques des ligands
Ligand 1 2 3 4 3) 6 7 8 9
Poids
moléculaire 333,43 | 258,27 | 380,42 | 387,54 | 463,59 294,34 | 451,40 | 296,40 | 359,40
(g/mol)
TPSA (A) 12,89 69,92 | 26,88 65,99 72,06 3553 | 107,03 | 29,46 | 48,58
H
boundaccep 1 4 1 3 4 3 3 2 3
tor
H
bounddonor 0 3 0 ! 0 0 2 L 0
Log S (Esol)
-6,36 -3,97 -5,72 -4,62 -5,29 -4,34 -5,12 -5,42 -4,52
Log P,/w 3,83 2,21 3,89 3,51 4,26 3,64 3,03 3,86 4
Lipinski Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Ghose No Yes Yes Yes No Yes No Yes Yes
Veber Yes Yes Yes Yes No Yes Yes Yes Yes
Egan No Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Muegge No Yes No Yes Yes Yes Yes No Yes
Gl No Yes Yes High High High No High Yes
BB Low High High Yes No Yes High Yes High
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111.3.2 Discussion

A la lumiere des résultats obtenus nous allons pouvoir prédire le meilleur ligand a partir
de résultats de score d'énergie mais en tenant compte des propriétés pharmacocinétiques des

ligands ainsi que les interactions des ligands avec le site actif de I'enzyme.

L'estimation de score donne concretement une idée sur la meilleure affinité, cela veut dire
la valeur du score la plus petite correspond a la meilleure stabilité du complexe

ligand_enzyme en question.

D'aprés le tableau 6, nous donnons le classement de la stabilité décroissante des

complexes enzyme_ligand

1DQ8_ligand 5> 1DQ8_ligand 7> 1DQ8_ligand 9> 1DQ8_ligand 4> 1DQ8 ligand 6>
1DQ8 ligand 3> 1DQ8_ligand 8 > 1DQ8 ligand 1 > 1DQ8_ligand 2.

D'aprés ce classement le complexe 1DQ8 ligand 5 est le plus stable puis viendra le
complexe 1DQ8_ligand 7 ensuitele complexelDQ8 ligand 9 et par la suite le
complexelDQ8 ligand 4 ...Etc.

En comparant ces résultats avec les différentes interactions des ligands avec le site actif
de l'enzyme 1DQ8 (tableau 5) nous remarquons que le ligand 9 ne représente aucune

interaction vis-a-vis de lI'enzyme.

D'autre part en comparant ces résultats qui ne seront fiables que si les descripteurs
moléculaires des ligands sont Vérifiés (tableau 4), le ligand 7 est toxique, par conséquent il

ne peut pas étre pris en compte parmi les meilleurs ligands.

De plus un ligand potentiel parvient a étre un candidat médicamenteuxsi I'absorption, la
distribution, le métabolisme et I'élimination (ADME) sont vérifiés entre autres la régle des

cing de Lipinskil”, la régle de Veber™®, la régle d'Egan’*®et de Mueggy. ™
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L'analyse des résultats des propriétés pharmacocinétiques des ligands montre que le
ligand 5 ne vérifie pas totalement les régles "Druglikness” ce que montre le tableau 7, le
ligand 5ne vérifie pas la régle de Ghose Plet Veber!”!

En conclusion l'association de ces plusieurs constatations précédentes révele que le
ligand 4est le meilleur ligand et cela suite a:

v Possede le score le plus petit par rapport au reste des autres ligands

v Présente des interactions avec le site actif de 1DQ8

v' Fiabilité via les descripteurs moléculaires donnés par le logiciel MOE
v" Vérifie les propriétés pharmacocinétiques

Figure 5:Diagramme d’interaction Lig4-1DQ8

De plus nous avons mené des calculs de scoring sur les médicaments anti-

hypercholestérémiants commerciaux tel que Atorvastatine, Pravastatine, Simvastatine

1DQ8 _Ligand | 1DQ8_Atorvastatine | 1DQ8_Pravastatine | 1DQ8_Simvastatine
4

Score -6,0466 -6,1198 -5,0563 -5,2770
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D'aprés les résultats compares, le ligand 4 présente presque la méme affinité que
I'atorvastatine est a plus d'affinité par rapport au Pravastatine et simvastatine médicaments
commerciaux de plus le ligand 4 n'ayant pas de problémes de biodisponibilité orale. Ce

résultat corroborant nous permet de prédire a priori que le ligand 4est un bon candidat pour

d'autres recherches.

Voici un modéle de I'ceuf bouilli ' (figure 4) pour le ligand 4qui permet de visualiser la
possibilité de ligand a pénétrer au cerveau (BBB) et a I'absorption gastro-intestinale(HIA)

passive et ces statistiques permettent a ce genre de petites molécules utiles a la découverte et

au développement de médicaments.

o
Molecule 1

o

e
L T

Figure 6: ceuf bouilli de ligand4
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Conclusion Générale

Le travail présenté dans ce mémoire concerne principalement I'utilisation de plusieurs
approches théoriques de la modélisation moléculaire dans le cadre de la découverte de

nouveaux inhibiteurs (médicaments).

Dans le premier chapitre nous avons donné une description globale de la maladie de

I’hypercholestérolémie.

Dans le deuxieme chapitre nous avons présenté les principes généraux des calculs de

géométrie dans le cadre de la mécanique moléculaire, et un apercu de Docking moléculaire.

Le Chapitre trois rassemble tous les résultats que nous avons obtenus sur I'étude de
I'intéraction de quelques dérivés de stilbéne avec HMG CoA reductase, ainsi la discussion

issue de ces études et des perspectives.

Dans ce travail, nous avons mené une étude théorique de I’interaction entre le 1DQ8 avec

une série de neufs ligands notamment les dérivés de stilbéne.

Ce travail consiste a faire une comparaison entres 9 inhibiteurs (dérives de stilbéne) avec

quelques médicaments commerciaux (Atorvastatine, Pravastatine, Simvastatine).

Le calcul des scores du complexe enzyme/ligand. Pour chaque ligand nous a permis de
mettre en €évidence le mode d’interaction le plus favorable. Les résultats obtenus montrent

I’ordre décroissant du pouvoir d’inhibition des neufs composés.

1DQ8 ligand 5> 1DQ8 ligand 7 > 1DQ8_ligand 9 > 1DQ8_ligand 4 > 1DQ8 ligand 6 >
1DQ8 ligand 3> 1DQ8 ligand 8 > 1DQ8_ligand 1 > 1DQ8_ligand 2.

Les résultats montrent que les ligands 5, 7 et 9 possedent des discordances dans les normes.

A cet effet le ligandL4 reste le plus stable et vérifie les parametres pharmacocinétiques

dans la gamme acceptable et modérément actif. (meilleur affinité).

En conclusion, le résultat prometteur pour le ligand L4 pourrait en outre étre évalué pour

générer de meilleurs candidats médicaments.
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Nos résultats preésentent un intérét intéressant dans la recherche de nouveaux
médicaments réduisant I’hypercholestérolémie. Comme perspectives a ce travailon se propose
d’utiliser les approches théoriques de modélisation moléculaire pour étudier d’autre facteurs
et d’autres interactions qui peuvent jouer un rdle dans la réduction des atteintes de

I’hypercholestérolémie.
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Résumé :

L’hypercholestérolémie c’est une maladie chronique qui nécessite prise en charge a long
terme, le cholestérol LDL véhiculées dans la circulation sanguine peut former des dépots
graisseux sur les parois internes de vos vaisseaux sanguins avec le temps il va constituer des
cicatrices appelée plaque d’athérome. Pour cette raison, notre travail est basé sur I'inhibition
de I’enzyme utilis¢ dans notre étude : ’HMG CoA reductase.Dans ce contexte, nous avons
men¢ une étude in silico dans le but d'inhiber I’enzyme HMG CoA réductase par des dérivés
de stylbene . Pour ce faire, nous utilisons la modélisation moléculaire et plus précisément la
méthode d'amarrage moléculaire et appliquons une série de tests effectués pour vérifier les
propriétés du médicament, nous avons découvert que le ligand 4c’est le meilleurs ligand et

cela veut dire pourrait en outre étre évaluépour générer de meilleurs candidats médicaments.
Abstract:

Hypercholesterolemia is a chronic disease that requires long-term management, the LDL
cholesterol carried in the bloodstream can form fatty deposits on the internal walls of your
blood vessels over time it will form scars called plaque d atheroma. For this reason, our work
is based on the inhibition of the enzyme used in our study: HMG CoA reductase.In this
context, we carried out an in silico study with the aim of inhibiting the enzyme HMG CoA
reductase by stylbene derivatives. To do this, we use molecular modeling and more precisely
the molecular docking method and apply a series of tests carried out to verify the properties of
the drug, we have discovered that ligand 4 is the best ligand and that means could furthermore

be evaluated to generate better drug candidates.
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