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Introduction
Géneérale



Le virus de I'hépatite C (VHC) a été découvert en 1989 par l'équipe de
Michael Houghton grace a de nouvelles méthodes de biologie moléculaire qui
ont permis de séquencer le virus a partir du plasma dun chimpanzé
expérimentalement infecté par le sang d'un patient présentant une hépatite
post-transfusionnelle non-A non-B.

Récemment ; les rhodanines sont un sujet de débat. Surtout, le succes
clinique avec la rhodanine analogique en faveur de son innocuité chez les
humains.

Les composes portant le motif de la rhodanine sont des inhibiteurs du
VHC NS5B.

Pour prédire l’activité inhibitrice des ligands similaires des composés de
la rhodanine (figurel) contre le virus d’hépatite C(VHC) avec l’enzyme
polymérase non-structurale 5SB(NSSB) , ce virus présente un probléme de
santé publique, car il est responsable de la majorité des cancers du foie dans

le monde.

Figure 1 : la rhodanine

Le thiadiazole est un systéme cyclique a 5 chainons contenant des
liaisons hydrogéne, un atome de soufre, et deux atomes d’azote donneur
d'électrons (-N = C-S) qui présentent une grande variété d'activité biologique.

Le thiadiazole occupe une position importante dans la chimie
meédicinale parce qu'il a un large spectre d'activités pharmacologiques, en

particulier une activité antimicrobienne contre une large variété de microbes.



La confirmation du mécanisme de complexation du ligand tridentée 2,
5-diamino-1-3, 4-tiadiazole (figure 2) avec le Co(ll), le Ni(Ill) et le Cu(Il) a été
réalisé par La théorie de la fonctionnelle de la densité électronique (DFT).Ces
complexes sont biologiquement actifs, ces derniers ont été testés pour l’activité

inhibitrice antimicrobienne avec I’enzyme PBP (Penicillinen Binding Protéine).

4 3
N——N
/4 >\
H2N 5 2 NH2
7 . 6

Figure 2:2,5- diamino-1,3,4-thiazole

Les éléments de transition représentent une large fraction de la
classification périodique. Ils constituent essentiellement le bloc d. Leurs
métaux et alliages possédent des propriétés mécaniques, ¢€lectriques,
magnétiques remarquables utilisés dans la vie de tous les jours (fer, cuivre,
zinc ...). Ils ont une chimie extrémement riche, de multiples degrés
d’oxydation, de nombreux types de liaison, des complexes moléculaires de
structures tres variables.

La modélisation moléculaire est un ensemble de méthodes permettant
d’expliquer le fonctionnement du vivant. En effet, le vivant est une succession
d’interaction entre différentes molécules : protéines, ADN, ARN, membranes,
etc. Ces molécules interagissent les unes par rapport aux autres en fonction
de plusieurs paramétres : leurs formes, leurs propriétés chimiques et leur
environnement.

La théorie de la fonctionnelle de la densité électronique (DFT) a été le
paradigme d’unification de ces concepts. Cette théorie dont les fondements

mathématiques est due a Walter Kohn ; substitue la densité électronique aux



fonctions d’onde. Il est intéressant de constater quune fois encore, c’est sous
I'impulsion d'une nouvelle méthode de calcul que les concepts chimiques ont
été rationalisés au XXéme siécle.

Dans ce travail, nous avons utilisé les indices de réactivité dérivant de
la DFT pour interpréter et prédire les mécanismes de complexation des métaux
de transition avec un ligand qui a une activité antimicrobienne. Et pour savoir
aussi que les ions meétalliques ne subsistent dans 'organisme que sous forme
de chélates avec les molécules biologiques. Ces derniéres sont de nature et de
complexité trés diverses. Si certaines espéces bio-métalliques ont vu leur
structure résolue (hémoglobine, cytochrome,...), beaucoup d’autres restent
mal connues. Une meilleure connaissance de ces complexes, en particulier de
leur composition, de leur stabilité et de leur structure, permettrait d’élucider
le role physiologique mis en cause, qui aussi pathologique, des ions
métalliques.

Or, il est trés difficile, sinon impossible, d’é¢tudier directement les
coordinats biologiques mis en cause, qui ont, le plus souvent une masse
molaire élevée, et présentent une grande multiplicité fonctionnelle, par contre,
il est possible d’é¢tudier des substances plus simple chimiquement, qui
représentent la partie active d'une macromolécule.

L’objet de ce travail est de faire une étude détaillée de méthodes de
modélisation appliquées a lanalyse des meécanismes de reconnaissance
moléculaire et a la conception de nouveaux composés bioactifs. La faisabilité

et l'efficacité de ces méthodes seront démontrées par leur application.



Le manuscrit de cette thése est articulé sur trois chapitres :
Introduction générale.

Dans le premier chapitre, nous exposons les méthodes de modélisation
moléculaire (les méthodes quantiques et les méthodes non quantiques).
Dans le deuxiéme chapitre, est réservé a un rappel sur les métaux de
transition (Cuivre, Nickel, Cobalt) et les complexes, ainsi que les enzymes.

Le troisieme chapitre de cette thése est consacré aux différentes applications
effectuées pour étudier théoriquement l’activité biologique de certains ligands
grace :

a la méthode de data mining (criblage virtuelle) ;

au docking moléculaire,

aux indices de Fukui et les nucléophilies locales pour confirmer la structure
de quelques complexes meétalliques et 1'utilisation de ces complexes pour
inhiber ’activité microbienne, muni d’une discussion de résultats.
Conclusion générale et perspectives : que nous envisageons de réaliser dans

une future proche.



Chapitre | :

Meéthodes de Modélisation

Moleculaire



Méthodes de Modélisation Moléculaire

I-Introduction

La modélisation moléculaire regroupe les différentes meéthodes qui
permettent d’étudier des systémes moléculaires. Elle repose sur deux
formalismes théoriques totalement différents :

v' La mécanique quantique qui tient compte des électrons et s’appuie sur

la résolution de I’équation de Schrédinger pour décrire les interactions.

v La mécanique moléculaire ou les atomes sont représentés par des

spheéres ayant une masse et possédant une charge et les liaisons sont
décrites comme des ressorts.

La mécanique moléculaire repose sur l'utilisation de la relation
fondamentale de la dynamique. C’est-a-dire la loi de Newton. Cependant, seule
la mécanique quantique permet de représenter correctement les systémes
atomiques au niveau microscopique. La longueur d’onde thermique A de De-
Broglie représente un moyen de déterminer si le systéme doit étre considéré
de maniére quantique ou classique. La mécanique moléculaire peut étre
envisagée si 'onde thermique de De-Broglie associée au systéme posséde une
longueur d’onde inférieure a la plus petite distance interatomique.

Cette longueur d’onde s’exprime suivant I’équation suivante :

hz —— (D)

Ou

e h correspond a la constante de Planck,
e m la masse du systéme étudié,

e Kj la constante de Boltzmann



Méthodes de Modélisation Moléculaire

e T la température.

Pour les systémes moléculaires a température ambiante, cette contrainte
est respectée et la mécanique moléculaire peut étre utilisée pour étudier un
tel systéme.

Ce chapitre est dédié au passage en revue des méthodes de modélisation
moléculaire s’appuyant sur la meécanique moléculaire pour simuler des
systémes biomoléculaires en développant leur construction ainsi que les

techniques de calcul de ’enthalpie libre de liaison.
II- Méthodes de chimie quantique

II.1- Approximations Fondamentales

Le premier axiome de la théorie quantique stipule que tout état d'un
systéme n'évoluant pas, dans le temps constitué de N particules est
complétement décrit par une fonction mathématique W, appelée fonction
d'onde, qui dépend des coordonnées de chacune des particules. Méme si la
fonction d'onde ne posséde aucune signification physique, la quantité |W| [1]
permet de déterminer la probabilité de présence des particules dans un
élément de volume.
Le second axiome énonce que l'action d'un opérateur mathématique
hermétique sur cette fonction permet d'atteindre la grandeur physique
observable correspondante. Ainsi l'opérateur associé a l'énergie E est
l'opérateur Hamiltonien H. La fonction d’onde exacte est fonction propre de

l'opérateur Hamiltonien complet :

HW¥Y=EW (2)
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II.1.1-L’approximation Born-Oppenheimer

Les noyaux ayant une masse beaucoup plus importante que celle des
électrons, il est alors possible, selon 'approximation de Born-Oppenheimer
[2], de considérer leurs mouvements comme étant trés lents par rapport a
celui des électrons. Les électrons se déplacent alors dans un champ de noyaux
fixes. Dans ce cadre, l'énergie cinétique des noyaux peut étre supposée
constante et nulle et la répulsion entre les différentes paires de noyaux
considérées également comme constante.
Cet Hamiltonien est alors utilisé pour résoudre l'équation de Schrodinger
électronique :

He .We = Ee .We (3)

We est la fonction d'onde électronique. Elle dépend explicitement des
coordonnées électroniques et paramétriquement des coordonnées nucléaires.
Selon le principe de Pauli [3], la fonction d'onde doit changer de signe lors de
la permutation des coordonnées de deux électrons.

Ee représente 1'énergie électronique. Pour obtenir 1'énergie totale E' dans un
champ de noyaux fixes, on ajoute un terme de répulsion nucléaire a 1'énergie

électronique :

Z AZB

E' = Ee +ZAZB>AE (4)

Dans la suite de ce manuscrit les symboles H, W et E désignerons
respectivement 1'Hamiltonien électronique, la fonction d'onde électronique et
I'énergie totale calculée pour des positions fixes des noyaux.

II.1.2- L’approximation d’Orbitales Moléculaires
La fonction d'onde la plus simple qui respecte le principe de Pauli peut

s'écrire sous la forme d'un déterminant, appelé déterminant de Slater [4]. Ce
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déterminant pondéré par un facteur de normalisation est construit a partir
d'un ensemble de fonctions monoélectroniques, ou spinorbitales x, définies
comme le produit d'une fonction spatiale, ou orbitale moléculaire (OM) W, par

une fonction de spin aou B :

Xi(x) = Wi(x) . ai(x) (7)

xXj(x) = Wj(x) . aj(x) (8)
Ce déterminant peut également s’écrire plus simplement :

W=|x1 X2 ........ xn | (9)
II.2- Méthode Hartree-Fock

Dans la méthode Hartree-Fock [5,6] 1’équation de Schrédinger est
résolue selon le principe vibrationnel. On cherche les orbitales moléculaires
donnant une énergie minimale du systéme en s’appuyant sur la condition
d’extremum par résolution itérative des équations de Hartree-Fock (méthode
du champ auto-cohérent ou Self-Consistent-Field). En appliquant
I'approximation LCAO aux équations de Hartree-Fock, on exprime les orbitales
moléculaires a 1'aide d'une combinaison linéaire d’orbitales atomiques. On
obtient ainsi les équations de Roothaan [2].

Dans le formalisme restreint (RHF) on raisonne en terme d’orbitales
atomiques et non en terme de spin orbitales. On travaille en couches fermées.
Dans le cas du formalisme non restreint (UHF) on sépare les électrons de spin
a et B et ceci conduit a un ensemble d’équations pratiquement analogues
(connues sous le nom d’é¢quations de Berthier-Pople-Nesbet [7] a celle du

formalisme RHF.
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Pour décrire la méthode de Hartree-Fock, nous nous placerons dans le

cas d'un systéme a couches fermées.

I1.3-Méthodes semi-empiriques :

Dans les méthodes ab-initio laquasi-totalité du temps de calcul est
consommeé par les calculs des intégrales, et dans le but de réduire ce temps
de calcul, il est nécessaire de simplifier les équations de Roothann.

Une méthode semi-empirique est une méthode dans laquelle une partie
des calculs nécessaires aux calculs Hartree-Fock est remplacé par des
parameétres ajustés sur des valeurs expérimentales (’hamiltonien est toujours
paramétré par comparaison avec des références).En générale toutes ces
méthodes sont trés précises pour des familles de produits données voisines a
celles utilisées pour la paramétrisation.

Les méthodes semi-empiriques ne considérant que les électrons de la
couche de valence ; les électrons des couches internes sont inclus dans le
coeur nucléaire.

» CNDO/2 : (Compléte Neglect of Differential Overlep/version 2) la premiére
méthode semi empirique, elle a été proposée par Pople, Segal et Santry en
1965, méthode présentant certains défauts entre autres : elle ne tient pas
compte de la régle de Hund.

» INDO :( Intermediate Neglect of Differential Overlap) proposée par
PopleBeveridge et Dobosh en 1967. Elle permet de distinguer entre les états
Singulets et les états triplets d'un systéme en conservant les intégrales

d’échange.
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MINDO/ 3: Proposée par Bingham, Dewar et Lo en 1975. La paramétrisation
est effectuée en se référant aux résultats expérimentaux et non pas aux
résultats ab-initio, de plus l'algorithme d’optimisation utilise est trés efficace
(Davidon- Fletcher-Powell).

Cependant, elle surestime la chaleur de la formation des systémes
insaturés et sous-estime celle des molécules contenant des atomes voisins
ayant des paires libres.

MNDO: (Modified Neglect of Diatomic Overlap) Proposée par Dewar et Thiel en
1977, meéthodes basée sur l'approximation NDDO (Neglect of Diatomic
Differential Overlap) qui consiste a négliger le recouvrement différentiel
entreorbitales atomiques sur des atomes différents. Cette méthode ne traite
pas les métaux de transition et présente des difficultés pour les systémes
conjugues.

AM 1 : (Austrin Model 1) La méthode est proposée par Dewar en 1985. Il a
tenté de corriger les défauts de MNDO.

PM 3 : (Parametric Method 3) La méthode est proposée par Stewart en 1989,
elle présente beaucoup de points en commun avec la méthode AM1 ; d’ailleurs
il existe toujours un débat concernant les mérites relatifs de paramétrisation
de chacune d’elles.

SAM 1 : (Semi-ab-intio Model 1) La méthode la plus récente proposée par

Dewar en 1993. Elle inclut la corrélation électronique [8].

10
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II.4- Méthodes basées sur la théorie de la Fonctionnelle de la Densité
(DFT)

La théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) se distingue des
meéthodes abinitio basées sur les équations HF car elle s'appuie sur la notion
de densité électronique p(r) et non sur celle de fonction d'onde
multiélectronique. Cette approche est basée sur deux théorémes dus a
Hohenberg et Kohn [9]. Le premier stipule que "l'énergie totale d'un systéme
dans son état fondamental ne dépend que de sa seule densité électronique
p(r)" (I'énergie est donc une fonctionnelle de la densité électronique). Toute
propriété de l'état fondamental, dont l’énergie, peut s’écrire comme une
fonctionnelle de la densité électronique. Le second théoréme est I’'analogue du
principe variationnel appliqué a la densité et montre que la densité est
stationnaire pour 1’état fondamental

Parr a défini le potentiel chimique électronique par :

B = (8E / 8N) v(r) = - x (1)

Le concept de la dureté a trouvé son identification mathématique dans
la DFT, c’est la dérivée seconde de l’énergie totale par rapport au nombre
d’électrons [10, 11].

n = (62E / 8N2) v(r) = (6p / 8N) v(r) (2)
o=1/n (3)

Le potentiel d’ionisation (I) est défini comme la quantité d’énergie
nécessaire pour arracher un électron d’'une molécule [10]. Il est lié a ’énergie
de ’'HOMO par I’équation :

I = - Enomo (4)

11
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L’affinité d’électrons (A) est définie comme l’énergie libérée quand un
proton est ajouté a un systéme [10]. Elle est liée a ELumo par ’équation :
A = -ELumo (S)
La quantité -(I+A)/2 n’est autre que 1’électronégativité de Mulliken :
x = (I+A) / 2 (6)
n=I-A (7)
Le potentiel chimique €électronique m et la dureté globale n peuvent étre
calcules a partir des énergies des orbitales moléculaires frontieres EHOMO et
ELUMO comme suit [11,12]:
X = -(Evumo+Enomo)/2 (8)
Nn= (Erumo - Enomo) (9)
La fonction Fukui (FF) mesure la sensibilité du potentiel chimique d'un
systéme et la perturbation externe a un point particulier. En fait, une grande
attention est accordée au calcul des valeurs FF comme indicateurs de
réactivité, ce qui peut éviter I’é¢tude précise de I’hypersurface d’énergie. Pour
un systéme atomique ou moléculaire, les dérivés ci-dessus sont discontinus
et difficiles a évaluer. Ainsi différentes définitions opérationnelles de FF sont
toujours en cours d’élaboration [13,14] et appliquées [15,16].
Les définitions les plus couramment utilisés sont ceux proposés par Yan
et Parr [17]
f'K = gnv+1- qv  pour une attaque nucléophile (10)
f 'K =qn-qyx1 pour une attaque électrophile(11)
f°’K =( qN+1 - gN-1) pour une attaque radicalaire(12)
gN : population électronique de 'atome k dans la molécule neutre.

gn+1 : population électronique de I’'atome k dans la molécule neutre.

12
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gn-1 : population électronique de 'atome k dans la molécule cationique.
L’indice de nucléophilie (Nu) empirique (relatif) est défini comme suit
[18] :
N = E HOMO(Nu) - E HOMO(TCE) (13)
Cet indice a été valide avec succeés par les données expérimentales
cinétiques disponibles pour des amines, des diamines, des anilines, des
alcools, des éthers, des alcénes.
N =Z Nk (14)
La nucléophilie locale a été montré récemment que le site le plus
nucléophile peut étre facilement identifié par 'indice de la nucléophilie locale,
Nk [18] défini comme le produit de I'indice de nucléophile globale Nu et l'indice
de fukui nucléophilique f k.
Nk =N fx (15)
II.5- Energie de corrélation
L’énergie de corrélation est la différence entre I'’énergie exacte non relativiste
et I’énergie Hartree-Fock. La prise en compte de cette énergie est en général
nécessaire pour une bonne description des systémes et processus chimiques.
La méthode la plus répandue pour calculer cette énergie, consiste a effectuer
un calcul de perturbation sur la fonction d’onde SCF. Cette méthode est
connue sous le nom de Mgller-Plesset [19] et est en générale conduite aux
ordres 2 ou 4 (notées respectivement MP2, MP4). La deuxiéme méthode est
basée sur le principe variationnel. On utilise ’espace des configurations pour
développer une expression approchée des fonctions propres de I’'Hamiltonien.
Cette méthode porte le nom d’interaction de configuration [20]. Le nombre de

configurations étant trés important (nombre de facons de répartir n €lectrons
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sur N niveaux), on se limite souvent aux mono et diexcitations. L'approche de
la DFT posséde 1'avantage d'introduire les effets de corrélation électronique a
un cout moindre par rapport aux méthodes ab initio traditionnelles. Treés
souvent, la qualité d'un calcul B3LYP se situe au niveau de ceux obtenus au
niveau MP2, voire méme MP4, mais aucune régle générale n’est connue.
Néanmoins elles restent des méthodes trés attractives en raison de leur trés
bon rapport précision / rapidité.
III- Méthodes de chimie non quantique
III.1- Modélisation des interactions moléculaires
L'association non covalente et réversible d'un récepteur (R) et d'un
ligand (L) pour former un complexe récepteur-ligand (RL), dans un milieu
aqueux contenant des électrolytes peut étre décrite par I'Equation 10 :
Raqg+Laq<RLaq (10)
A l'équilibre, cette réaction est déterminée par 1'énergie libre de liaison
AG®°. Cette quantité est liée (Equation 10) aux constantes d'association (Ka) et
de dissociation (Kd), qui peuvent étre déterminées expérimentalement
(Equation 11). Elle contient une composante enthalpique (AH®) et entropique
(TAS®) (T étant la température absolue).

AG°= -RTInKA=AH°-TAS" (11)

Ka=Kd1=([RL])/([R][L]) (12)

III.2- La Mécanique Moléculaire
La mécanique Moléculaire (MM) ne prend en compte la structure

électronique qu’implicitement et les atomes sont alors représentés par des

14
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sphéres ayant des masses et des rayons différents et possédant une charge.
Les liaisons sont décrites comme des ressorts de différentes constantes de
force. Ces charges et constantes de force peuvent étre obtenues par divers
moyens (données cristallographiques ou spectroscopie vibrationnelle, calcul
ab initio) et sont contenues dans le champ de force. Ce dernier représente
I'ensemble des parameétres permettant de calculer I’énergie potentielle du
systéme.

La Mécanique Moléculaire permet le calcul de I’énergie d’interaction
d’'un systéme en fonction des seules positions des noyaux, en ignorant ainsi
le mouvement des €électrons. L’approximation de Born-Oppenheimer est aussi
utilisée, cependant, le mouvement des noyaux n’est plus décrit par un
Hamiltonien quantique comme en Mécanique Quantique, mais par les
descriptions de la mécanique classique ou les atomes sont assimilés a des
points massiques (éventuellement chargés) et les liaisons chimiques a des
ressorts mécaniques.

II1.2.1- Fonction d’énergie potentielle

La fonction énergie potentielle est représentée comme une hyper-surface
a 3N-6 dimensions. Elle est définie empiriquement comme étant la somme des
difféerentes contributions traduisant les interactions physiques inter et
intramoléculaires du systéme étudié. La fonction d’énergie est généralement
décrite en termes internes reliés directement aux liaisons covalentes des
atomes (interactions liantes) et en termes externes traduisant les interactions
entre atomes non liés de maniére covalente (interactions non liantes).

L'ensemble de ces termes et ces parameétres sont utilisés pour décrire chaque

15
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type d'atome rencontré qui se traduit par un champ de forces qui comporte
généralement cing contributions principales [21].

Eatomes-liés= Eliaisons+ Eangles+ Ediédres(13)
EMM = Eiiaisons + Eangles + Etorsion + Evaw + Eélectrostatique + (Ecroisés)(14)

Les trois premiers termes correspondent a la déformation des liaisons,
des angles et des angles diédres. Les termes Evaw et Eciectrostatique représentent
respectivement les interactions de Van der Waals et électrostatique entre les
atomes non liés. Enfin, le dernier terme correspond aux termes croisés entre
ces différentes contributions. Les conformations stables de systémes
moléculaires correspondent aux minima énergétiques de cette énergie en

fonction des coordonnées nucléaires.

Il est important de noter que les champs de forces constituent une
approche purement empirique. Ils sont paramétrés de maniére a ce que
I'ensemble des différentes contributions permette de reproduire une série de
résultats expérimentaux. Un champ doit donc toujours étre considéré comme
une entité indivisible et il est exclu de combiner les termes et/ou les
parametres de deux champs dans ’espoir d’obtenir un meilleur ensemble [22].
En outre, le paramétrage vise souvent a ce que le champ de forces puisse
traiter de maniere réaliste une catégorie particuliére de composés. On peut
ainsi trouver des champs destinés plus spécialement a la modélisation de
petites molécules organiques [23] de macromolécule comme les protéines et
les acides nucléiques [23], de nucléotides [15] de complexes organométalliques
[23]. Il est donc dans un premier temps important de vérifier si le champ choisi

est adapté au systéme a étudier.
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II1.2.2- Différents champs de force en mécanique moléculaire.

Difféerents champs de force utilisent le méme type de termes énergétiques
mais paramétrés de manieres différentes. Les champs de forces en MM
peuvent étre groupés en trois classes principales [25]:

» Champs de force contenant uniquement les termes harmoniques.

» Champs de force utilisant les termes d’ordre supérieur (cubique,

quadratique,...).

» Champs de force suggérés par Allinger et col [26] ne considérant pas
que les termes de la mécanique moléculaire classique mais aussi les
effets chimiques comme ’électronégativité.

Dans ce qui suit on va présenter les principaux champs de forces utilisés dans
les calculs de la MM.

MM2/MM3/MM4 : MM2 est le premier champ de force développé par Allinger

et col [27-28].Il1 a été concu au début pour les molécules simples (alcanes,
alcénes, alcynes non conjugués, amines...), mais ses versions améliorées MM3
(1989) [29] et MM4 (1996) [30] permettent de traiter des molécules organiques
de plus en plus complexes.

OPLS : Le programme OPLS (Optimized Potentials for Liquid Simulations),
comme l'indique son nom, est con¢cu pour optimiser le potentiel qui permet la
description des propriétés de solvatation. Il est élaboré par W. L Jorgensen et
J. Tirado Rives [31].

GROMOS :(Groningen Molecular Simulation Program Package), développé par
Van Gusteren [32] Il est con¢u spécialement pour les biomolécules en milieu
aqueux en vue de l'étude des interactions entre les molécules d’eau et les

groupements polaires des protéines.
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CHARM (Bio+t) : Développé par Karplus et col [33-34], pour le calcul de

biomolécules. Son concept est semblable a celui ’AMBER. Bien qu’au début,
ce champ de force était concu pour les aminoacides et les protéines,
actuellement en l'utilise pour étudier d’autres biomolécules.

SPASIBA : (Spectroscopic Potentiel Algorithm for Simulating biomolecular

conformational Adaptability), élaboré par Gérard Vergoten et col. (1995).11
combine le champ de force spectroscopique modifié d’Urey-Bradly-Shima
nouchi[35] et le champ de force AMBER. Il permet de trouver les structures,
les énergies de conformation et les fréquences vibrationnelle au minimum
énergétique d’'une molécule [36].
AMBER: (Assisted Model Building with Energy Refinement) réalisé par
Kollman [37].Ce champ de force est paramétré pour les protéines et les acides
nucléiques (UCSF, 1994). 1l a été utilisé pour les polymeéres et pour d’autres
petites molécules.
EMO : Le programme EMO (Energy Of Molecule), est développé par B. Blaive
[38-40], il est basé sur un champ de force qui contient trois menus :

» Menu 1 : entrée de la molécule a 'aide d’un clavier.

» Menu 2 : manipulation géométrique sur la molécule.

» Menu 3 : minimisation de ’énergie par mécanique moléculaire.

II1.3- La dynamique moléculaire

L’objectif de la modélisation moléculaire est notamment d’obtenir des
valeurs macroscopiques a partir de données microscopiques. Pour cela, il faut
accumuler un grand nombre de statistiques (échantillonnage du systéme).

Cette statistique sera dépendante de l’ensemble thermodynamique du
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systéme, c’est-a-dire un ensemble statistique représentant la probabilité de
distribution des micro-états du systéme.

Une simulation de dynamique moléculaire consiste a calculer 1'évolution
d'un systéme de particules au cours du temps. Dans ces simulations, le temps
évolue de maniére discréte et l'on souhaite connaitre la position et la vitesse
des particules a chaque pas de temps. Le calcul des forces d’interaction entre
les particules permet de déterminer l'évolution des vitesses, et donc des
positions, en utilisant les lois de la dynamique classique de Newton. L’énergie
est constituée de 1’énergie potentielle et cinétique du systéme considéré. Les
forces correspondantes sont obtenues a partir des dérivées premiéres de
I’énergie. Les équations du mouvement de Newton (F = ma) doivent étre
résolues, elles peuvent s’écrire sous la forme :

—dV/dr = md?r/dt?*(15)
Ou V est l’énergie potentielle a la position r. Le vecteur r contient les
coordonnées de toutes les particules du systéme.

Plusieurs algorithmes peuvent étre invoqués pour résoudre les
équations du mouvement. En général les positions a un temps t+At sont
obtenues par extension en une série de Taylor impliquant la vitesse et
l’accélération des particules. Pour plus de détails, le lecteur peut consulter
I'ouvrage d’Allen & Tildesley. [41]

Le pas d’intégration At d'une dynamique moléculaire est considéré en
fonction du mouvement moléculaire le plus rapide. Pour les systémes
moléculaires courants, le mouvement le plus rapide est 1’€longation des
liaisons impliquant un atome d’hydrogéne. Dans notre travail, nous avons fait
I’hypothése que ce degré de liberté n’influence que trés peu les propriétés
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calculées dans les simulations des complexes en solution. Nous avons donc
choisi de fixer ces liaisons afin de pouvoir augmenter le pas d’intégration At.

III.4-Docking moléculaire

Le docking moléculaire in silico vise a prédire la structure d'un complexe
moléculaire a partir des molécules isolées, ce qui est considérablement plus
facile a mettre en ceuvre, moins cher et plus rapide que l'utilisation d'une des
méthodes expérimentales mentionnées ci-dessus. Les logiciels de docking
moléculaire sont donc des outils trés utiles en biologie, pharmacie et
meédecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligand)
qui interagissent avec une cible biologique d'intérét thérapeutique,
généralement protéique (récepteur), afin d'inhiber le mécanisme dans lequel

cette protéine est impliquée.
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Protocole général de docking

Cristallographie Modélisation
rayons X

Détermination
de structure

Préparation
des structures

Docking

Evaluation

Prédiction

Figurel:Etapes typiques d'un docking moléculaire.
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Tous les programmes de "docking" peuvent se décomposer en deux
étapes, la partie de recherche des conformations possibles du ligand et la
partie d’évaluation de ces conformations ou fonction de score. Celle-ci doit
permettre d’attribuer le meilleur score au complexe le plus réaliste déterminé
expérimentalement. Pour effectuer ce choix la fonction de score est basée
classiquement sur la complémentarité stérique des fonctions et des
groupements chimiques. Il existe de nombreuses fonctions de score mais
envisager tous les parameétres physico-chimiques qui entrent en jeu dans les

interactions intermoléculaires est pour l'instant irréalisable. [42]

[ |
S ——
u “ Complexs
Eécepteur

Figure 2 : Principes de base de la conception de la notion clé-serrure. [43]

Les méthodes initiales étaient basées sur le modéle clé-serrure proposé
en 1894 par Emile Fischer figurel [44] : la reconnaissance a lieu lorsque le
récepteur et son ligand offrent une complémentarité géométrique exacte. Il
faut attendre 1958 pour que Koshland [45] Marie BRUT, Nouvelle approche
méthodologique pour la prise en compte de la flexibilité dans les interactions
entre molécules biologiques : Les modes statiques, propose un nouveau
modele, considérant 'adaptation mutuelle d'un récepteur et de son ligand lors

d’une interaction
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L’'introduction de la flexibilité, mais aussi de parameétres donnant lieu a
une reconnaissance chimique (interactions électrostatiques, liaisons
hydrogéne...), ont complexifié le probléme, mais toujours dans le souci
d’établir le cadre d'un modéle rigoureux pour atteindre une grande qualité de

prédiction (voir figure 2) [46].

a) V V

b) V V

0 NN . s

Figure 3 : Schéma des 3 niveaux de représentation de la flexibilité
d’une protéine. a) modéle clé-serrure. b) modéle induced-fit. c) configurations

pré-existantes a I’équilibre

Cependant, parmi les forces en jeu, certaines sont plus importantes que
d’autres. Ainsi les liaisons hydrogéne constituent une des composantes jouant
un role primordial dans les interactions intermoléculaires. Ceci est du
principalement a lubiquité des groupements polaires dans les
macromolécules biologiques.

Le plus important probléme pour I’étape de Docking moléculaire est de
parcourir le mieux possible l'espace conformationnel. La complexité de ce
probléme est fonction du nombre de degrés de liberté, de translation, de

rotation en plus des conformations de départ possibles du ligand. Afin d’éviter
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des calculs que les machines ne peuvent résoudre ou seulement dans des
temps bien trop importants, plusieurs approximations sont possibles. Les
algorithmes de recherche de la flexibilité du ligand peuvent se classer en trois
principes, nommeés combinatoire, stochastique et déterministe [42].
L’approche combinatoire

Cette approche est basée sur des grilles de valeurs pour chaque degré
de liberté, et chacune de ces grilles est explorée de maniére combinatoire au
cours de la recherche. En raison de leffet combinatoire, le nombre
d’évaluations augmente bien plus rapidement que le nombre de degrés de
liberté. Pour cela, des critéres de fin sont imposés pour éviter a ’algorithme
de parcourir des portions de 'espace qui ne méneraient qu’a de mauvaises
solutions.
L’approche stochastique

L’approche stochastique consiste a effectuer des changements
aléatoires dans la structure tridimensionnelle du ligand. Habituellement il
s’agit de modifier un degré de liberté a chaque fois. L'un des points faibles de
cette méthode est l'incertitude de convergence. Pour l’éviter, il faut multiplier
les calculs, indépendamment les uns des autres. Un des principaux
algorithmes stochastiques est la méthode de Monte Carlo [47].
L’approche déterministe

Dans l'approche déterministe, ’état initial détermine les mouvements a
effectuer pour générer 1’état suivant. Cet état devant étre d’énergie égale ou
inférieure a celle de ’état initial. Le probléme des systémes déterministes est

qu’ils peuvent facilement rester piégés dans un minimum local car leurs
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capacités a surmonter des barriéres énergétiques sont faibles. Il s’agit de
I'approche la plus simple et la plus directe.

L’exemple le plus répandu est la simulation de dynamique moléculaire.
Cette méthode est trés rarement employée en Docking moléculaire du fait des
moyens qu’elle demande et de son biais pour les minima locaux.

Pour simuler les interactions protéines-ligands, nous avons choisi trois
programmes de docking moléculaire. Il s’agit des programmes, Molegro
virtueldockor (MDV) UCSF chimera et Molecular Operating Environment

(MOE).
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Métaux de transitions et complexes

I-Métaux de transitions
I.1-Introduction

D’un point de vue purement chimique, les éléments de la classification
périodique formant des cations en solution sont des métaux.
Parmi les métaux de transition 3d, le fer, le cobalt et le nickel et le cuivre
présentent la propriété remarquable de posséder une aimantation spontanée
en 'absence de champ magnétique en dessous de la température de Curie
(TC) : ils sont ferromagnétiques. Cette aimantation spontanée augmente
lorsque la température décroit et devient maximale a 0° K.
I.2- CARACTERISTIQUES DU CUIVRE, COBALT ET NICKEL
A.1-Le cuivre

Le cuivre (Cu) a été découvert depuis des milliers d’années, est un
élément pur présent sur ses surfaces fraiches une teinte rosée a péche. C'est
un meétal ductile possédant une conductivité électrique et thermique
particulierement élevées qui lui conférent des usages variés. Il intervient
également comme matériau de construction et entre dans la composition de
nombreux alliages.
Les composés du cuivre se présentent sous plusieurs états d'oxydation,
généralement +II (Cu+2), par lesquels ils conférent une couleur bleu ou verte
aux minéraux qu'ils constituent.
Le sulfate de cuivre et ses formes hydratées font partie des sels de cuivre les
plus courant. C’est un composé formé par la combinaison d'un ion cuivre
(Cu?*) et d'un ion sulfate (SO42-). Les formes les plus commercialisé du sulfate
de cuivre sont ses formes soit :

» Hydratées de formule CuSO472, XH20 (x= 1, 3, 5)
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» Anhydre de formule CuSO42 [1,2].
A.2-Le cuivre dans ’organisme

Le cuivre est présent dans tous les tissus et la plupart des fluides
organiques (voir tableau 1 établi d’apres les références [3,4]).

L’organisme dun adulte en contient entre 1,4 mg/Kg et celui dun
nourrisson trois fois plus [5], ce qui explique I'importance du cuivre dans le
meétabolisme.

Ingéré par ’alimentation, le cuivre est absorbé par ’estomac et l'intestin
gréle. Il est stocké par le foie et normalement excrété par la bile. Ceci explique
sa présence notable dans ces tissus.

On le trouve en quantité importante dans le cerveau, le coeur et le
systeme rénal. Le foie libére le cuivre en majorité sous forme de
céruloplasmine, une enzyme de masse molaire de 132.000, concernant de 6 a
8 atomes de cuivre chélatés [0] et, plus faiblement, sous forme d’un complexe
avec 'albumine du sérum qui assure le transport de cet ion dans le sang [5].

On observe ainsi des échanges avec d’autres coordinats, donnant
naissance a de nombreux composés cuivrés. Les protéines contenant le cuivre
se répartissent en trois classes, intervenant a plusieurs niveaux du

meétabolisme.
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Tableau 01 : Concentration moyenne du cuivre dans quelques tissus et

fluides biologiques humains [3,4].

Tissus (ug/g de cendre Fluides (ug/ml)
du tissu)
Vésicule biliaire 750 Bile 547
Foie 680 Suc pancréatique 105
Cerveau 370 Sang (total) 1.01
Cceeur 350 Erythrocytes 0.98
Rein 270 Plasma 1.12
Intestins 180 a 300 Sérum 1.19
Estomac 230 Sueur 0.55
Glandes surrénales 210 Lait 0.2a0.5
Pancréas 150 Salive 0.08
Oesophage 140 Urine 0.04
Ovaire, Poumon 130
Peau, vessie 120
Prostate, utérus 110
Thyroide 100
Aorte 97
Testicules 95
Rate 93
Muscle 85
Os 25
Ongles 23
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B.1- Le cobalt

Le cobalt (Co) a été découvert par Georg Brandt vers 1735, c’est un
élément chimique de la série des métaux de transition. C’est un meétal dur,
gris, brillant et ferromagnétique. Il ne réagit ni avec l'eau, ni avec l’air a
température ambiante. Le cobalt est un élément utilisé dans les batteries,
dans les alliages résistants a 'usure.

En solution, le cobalt peut exister aux états d’oxydation II* et III*, I’état
[I+ (Co?*) étant considéré comme le plus stable dans la plupart des conditions
environnementales.

Le sulfate de cobalt et ses formes hydratées font partie des sels de cobalt
les plus courant. C’est un composé inorganique de formule CoSOys4, c'est le sel
de cobalt bivalent de l'acide sulfurique. Les formes de ce composé les plus
commercialisés sont ses formes hydratées Co0S0O4.7H20, et anhydre
CoS04.H20.

Le sulfate de cobalt peut étre obtenu a partir de plusieurs réactifs : le
cobalt métallique, 1'oxyde de cobalt(ll), I'hydroxyde de cobalt(Il) et le carbonate
de cobalt(Il) [1,7].

B.2-Le Cobalt dans I’organisme

Le cobalt est lui-aussi essentiel a la vie, mais beaucoup moins présent
que le cuivre dans l'organisme. Le principal composé biologique est la
cyanocobalamine (vitamine B12) qui ne contient qu'un seul atome de cobalt.
Elle joue un grand role dans les processus de croissance et, a ce titre, semble
impliquée dans le développement des tumeurs cancéreuses [8].

Le cobalt possédant plusieurs isotopes radioactifs, la découverte d'un

complexe se fixant sélectivement sur les tumeurs, ou un organe atteint, serait
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d’'un grand intérét. L’antibiotque bléomycine A2 (ou un de ses deux cents
analogues) peut chélater un ion métallique. Le complexe formé avec 57Co est
fixé par les cellules cancéreuses avec une trés bonne sélectivité puisque le
rapport [complexe dans la tumeur]|/[complexe dans la sang]= 50 [9-10] alors
qu’il est de l'ordre de 1'unité pour les complexes avec 11lIn, ¢4Cu et 9°mTc.
Malheureusement, la période relativement grande de 57CO (270 jours) le rend
quasiment inapte a tout usage clinique [11].

I n'en est pas moins intéressant de comparer les aptitudes
complexantes des ions Cu2*et Co2* , ce que nous avons fait pour quelques
COMpOSES.

B.3-l’utilisations industrielles et médicales

Compte tenu de leur activité spécifique élevée, les sources de Co sont
utilisées dans les domaines médical (radiothérapie) et industriel
(gammagraphie, jauges de niveau, stérilisation de matériel, ionisation
d’aliments) et en recherche (métrologie et irradiation). Les sources scellées de
Co se présentent généralement sous la forme de capsules métalliques
cylindriques a simple ou double enveloppe contenant la matiére radioactive.
Dans le cas d’un irradiateur industriel, il s’agit d'un empilement de sources
élémentaires.

C- Le nickel

Le nickel(Ni) a été découvert par Axel Fredrik Cronstedt en 1751, c’est
un meétal blanc argenté, brillant, dur, malléable et ductile. Résiste a la
corrosion, soluble dans les acides, excepté HNOs, ne réagit pas avec les
alcalins. Il a des propriétés mécaniques voisines de celles du fer et sert a la

préparation de nombreux alliages, en particulier des aciers au nickel.
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Grace a sa reésistance a l'oxydation et a la corrosion, il est utilisé dans
les pieces de monnaie, pour le plaquage du fer, du cuivre.

A T'état naturel, le nickel est un mélange de 5 isotopes stables 58Ni
(68.25%) ,60Ni (26.10%), 6INi (1.15%), 92Ni (3.60%) et 64Ni (0.90%) et de 6
autres instables [1].

II- Les complexes
II.1-Définition d’un complexe

Un complexe ou composé de coordination est une structure formée par
I’'association d’un cation métallique central avec des molécules ou des ions qui
I'entourent et qui sont susceptibles de fournir un doublet électronique au
cation, ces donneurs sont appelés ligands (appelés aussi coordinats). Les
ligands peuvent étre des ions constitués d’'un seul atome (comme les ions
halogénures : Cl , Br , I ), des molécules neutres (contenant un ou plusieurs
hétéroatomes donneurs) ou des ions moléculaires (organiques : comme
l’acétate CH3COO ou minéraux comme le phosphate PO43 ).

I1.2 -Géométrie d’un complexe
La structure d’'un complexe dépend de son nombre de coordination(NC)

qui est égal au nombre de liaisons o entre les ligands et 'atome central. Le
nombre de coordination est égal au nombre de ligands liés a lion métallique
si les ligands sont monodentés. Ce nombre de ligands est compris entre 2 et
9, mais les complexes comprenant un grand nombre de ligands (supérieur a
0) sont peu courants. Les géomeétries réguliéres (la distance cation-ligand est
considérée comme identique) dont les plus répandues sont :

» NC=2: linéaire.

» NC=3 : trigonal plan.
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» NC=4 : tétraédrique ou plan carré.
» NC=5 : bipyramidale a base triangulaire ou pyramidale a base carrée.
» NC=6 : octaédrique ou prisme a base carrée.
I1.3- Les principaux facteurs qui influent sur la complexation
a-Nature du ligand

La nature du ligand joue un rodle primordial dans la formation du
complexe et dans sa géométrie. Selon le nombre de liaisons qu'un ligand forme
avec le métal, nous distinguons les ligands monodentés ayant une liaison avec
le centre métallique et les ligands polydentés ayant plusieurs liaisons avec le
centre meétallique. Les ligands polydentés sont classés en plusieurs
catégories : bidentés, tridentés, tétradenteés, .....

Le ligand doit étre sélectif a l’espéce (cation) qu'on veut extraire. Le
nombre de sites de complexation doit correspondre au mieux au nombre de
coordination du cation a complexer.

D’autre part, la dureté ou la mollesse des ligands constitue une
propriété assez importante qui doit étre prise en considération lors de la
formation dun complexe. Généralement les ligands durs forment des
complexes stables avec les cations durs et les ligands mous forment des
complexes stables avec les cations mous.
b-Nature du métal

Les propriétés des complexes dépendent généralement du métal, de son
nombre d’oxydation et de son nombre de coordination avec les ligands. Deux
types de cations sont a distinguer dans ce contexte : les cations durs et les

cations mous.
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Les cations durs sont peu polarisables. C’est 'exemple des métaux
alcalins et alcalino-terreux (exemples : Li?*, Mg?*, Al3*, Ti**).

Alors que les cations mous sont polarisables et en général de
configuration électronique nd'°. C’est I'exemple des métaux Cd>* et Hg?".

Les métaux de transition ainsi que les cations avec configuration
électronique nd'° (n+1) s (par exemple : Sn?*, Pb?*) se situent entre “dur” et
“mou”.
c-Stabilité du complexe

Un complexe est dit stable sil’équilibre est déplacé du coté des produits.

La constante de stabilité globale K est grande et la variation d’enthalpie libre

de la formation du complexe est négative : AG°<O.

M+nL MLn

La stabilité des complexes est due essentiellement a la nature des
chélates formés. Les chélates sont plus stables que les complexes formés avec
les ligands monodentés correspondants. Il est connu [12] que les chélates a
cinq chainons sont plus stables que les chélates a six chainons ainsi que les

chélates a quatre chainons.

Chélate a 4chainons  Chélate a 5chainons Chélate a 6 Chainons
X,y =N,O,S...( site donneur)

Figure 1 : Chélates a 4,5 et 6 chainons.
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III-Enzyme :

Les enzymes sont toutes des protéines qui ont un role de catalyseur.
Elles sont spécifiques d'un substrat et d'une réaction. Elles ont une vitesse
propre, des conditions optimales définies (pH, température ...) et elles sont
thermolabiles (= efficacité est fonction de la chaleur).

Leurs fonctions de catalyseur leur permettent, en nombre peu
important, d’abaisser la barriére énergétique de certaines réactions,
d'augmenter leur vitesse, sans étre consommeées par la réaction. Elles ont un
fort pouvoir catalytique

Les enzymes sont constituées de deux parties :

Le site de reconnaissance (ou site de liaison au substrat); permettant de fixer

le substrat grace a certains acides aminés.

Le site catalytique (ou a lieu la transformation du substrat) permettant de

transformer le substrat grace a des acides aminés qui interagissent avec le

substrat.

> Le site actif désigne en catalyse la partie du catalyseur qui va interagir
avec le(s) substrat(s) pour former le(s) produit(s). Cette notion concerne
tous les types de catalyseurs, mais on l'associe généralement aux enzymes.
Le site actif des catalyseurs fait I'objet d'études poussées dans le cadre de
la recherche de nouveaux catalyseurs et de l'étude des mécanismes
réactionnels en biochimie.

» L'activité des enzymes est liée a la présence dans leur structure d'un site
particulier appelé le site actif qui a la forme d'une cavité ou d'un sillon.
Les molécules ou ligands sur lesquelles agit une enzyme sont définies

comme les substrats de la réaction enzymatique. Elles se fixent dans le site
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actif de 'enzyme en formant des interactions avec la surface de la cavité du
site actif. Ces interactions permettent en particulier d'orienter le(s)
substrat(s) pour favoriser la réaction. Les groupements fonctionnels de
certains résidus d'acides aminés qui forment la cavité du site actif peuvent
alors participer a la réaction. On parle de résidus catalytiques ou de résidus
du site actif.

Plusieurs méthodes de régulation existent, qu'elles soient dues aux

génes, au besoin de cofacteurs ou par l'utilisation d'inhibiteurs.
De nombreuses étapes sont franchies entre le moment du premier contact
entre le VHC et la cellule cible, la transformation de celle-ci en mini-usine a
virus et la libération de la premiére nouvelle copie de VHC par la cellule. En
théorie, chacune de ces étapes peut servir de cible pour la mise au point de
médicaments susceptibles de bloquer l'infection par le VHC et la production
de nouvelles copies virales.

Une fois a l'intérieur de la cellule, le VHC lance le processus de
production de protéines dont de nombreuses enzymes nécessaires pour
transformer la cellule en mini-usine a virus. Les génes que porte le VHC
contiennent les renseignements nécessaires a la fabrication de deux groupes
de protéines, comme suit :
protéines structurales
protéines non structurales
Les protéines structurales : sont utilisées pour créer un contenant naturel
pour le virus. En voici quelques exemples :

> C

> E1l
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> E2

Les protéines non structurales : sont les nombreux enzymes et cofacteurs

qui aident a deéclencher la fabrication de nouvelles copies de VHC. En voici

quelques exemples :

> NSI1

> NS2

> NS3

> NS4A

> NS4B

> NSS5A

> NS5SB

II1.2-Classification

On classe les enzymes en fonction du type de réaction qu'elles

catalysent.

Elles ont donc chacune un numéro d'ordre, un nom systématique et un

nom commun pour certaines.

>

Oxydoréductases : Echange H entre le donneur et le receveur (ex :
oxydation, réduction, respiration, fermentation ...)

Transférases : Echange d'un groupement entre le donneur et le receveur

Hydrolases : Rupture d'un groupement avec H>O (ex : digestion,
dégradation ...)
Lyases : Formation ou rupture de liaisons entre deux atomes autres que

I'hydrogéne
Isomérases : Modifications internes de la molécule (ex : changement
d’isomere)
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> Ligases (ou synthétases) : Condensation de deux molécules (ex : ATPase
II1.3-Structure, site actif

La structure s'obtient grace a la cristallographie, la spectroscopie des
rayons X et la modélisation informatique.

Le pouvoir catalyseur de I'enzyme dépend de sa conformation et de son
repliement. Elle posséde une structure particuliére appelée le site actif,
composée de quelques acides aminés (pas forcément contigus). Ce site
reconnait le substrat et effectue la réaction, on dit qu'il contient un site de
fixation et un site d'action. On observe qu'un changement d'un seul des
acides aminés du site actif suffit a complétement changer l'activité et la
spécificité de 1'enzyme. Au contraire, une modification des acides aminés hors
du site actif peut n'avoir aucune conséquence sur le métabolisme de l'enzyme.

Un inhibiteur enzymatique est une substance se liant a une enzyme
et qui en diminue l'activité. Un inhibiteur peut empécher la fixation du
substrat sur le site actif en se fixant a sa place, ou provoquer une déformation
de l'enzyme qui rend celle-ci inactive (inhibiteur allostérique). L'inhibition des
enzymes joue un role important dans le controle des mécanismes.

Enzyme impliquée dans le VHC [13]

Pour développer des nouvelles molécules antivirales, il est nécessaire
d'avoir une meilleure connaissance des différentes protéines du VHC mais
également de leurs interactions avec les facteurs cellulaires, car chacune de
ces interactions est une cible potentielle pour un nouveau meédicament

antiviral.
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ER lumen
a
ER membrane ::
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SN ARATENY 3

° NS5B (RdRp)

Dénvés Rhodanines
comme des inhibiteurs

Figure 2 : Complexe de réplication du virus de

I’hépatite C avec les protéines virales NS5B.

La protéine NSSB [14 ,15] a une fonction bien définie, c’est ’ARN-
dépendante ARN polymérase qui permet la réplication du génome du virus de

I’hépatite C [16].

Enzyme impliquée dans I’activité antimicrobienne

PBP (Penicilline Binding Protéine) une protéine associée a la membrane qui

catalyse l’étape finale de la biosynthése de murein [17].
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Chapitre I11 :

Reéesultats et Discussion



Résultats et discussion

Ce travail consiste a étudier les interactions entre les différents
inhibiteurs et des différentes enzymes par les méthodes de la modélisation
moléculaire.

Dans ce chapitre nous avons englobé tous les résultats de calcul
effectués dans notre travail et la discussion que nous allons engager est basée
sur les énergies d’interactions, les distances entre certains groupements de la
chaine latérale de I’enzyme et ceux d’inhibiteurs.

Le travail de cette thése a englobé les parties suivantes :

> Etude 1 : Prédiction des ligands ayant l'activité inhibitrice contre le
Virus Hépatite C(VHC).

> Etude 2 : Prédiction de nouveau médicament pour le virus de ’hépatite
C (VHC).

> Etude 3 : Etudes de complexes avec des ions métalliques. Activité
antimicrobienne par DFT et de docking moléculaire.

I-Méthodologie de calculs

I.1-Préparation du récepteur

Le téléechargement des deux enzymes a été fait a partir de la base de

données Bookhaven Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb) [1] :

» La polymérase NSS5B (non structurale 5B code pdb : 3TYV) [2] (figure 1)
cristallise sous forme de dimeére avec 8787 atomes est une cible clé pour
I'anti-VHC.

» Protéine de Liaison a la Pénicilline (PBP : Penicilline Binding Protéine

code pdb : 3HUM) [3](figure 2) cristallise sous forme de dimeére avec 5634
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atomes est une protéine associée a la membrane qui catalyse 1’étape

finale de la biosynthése de murein (peptidoglycane, ou mucocomplexe,

ou mucopeptide) [3].

Figure 1 : Enzyme NS5B.

Figure 2 : EnzymePBP.

Code 3TYV Code 3HUM
Tableau 1 : Données cristallographiques
Enzyme Classification | Poids Polymeére | Chaine Résolution(i\)
moléculaire(KDa)

La polymérase Transférase 129510.38 2 AetB 1.65
NS5B (3TYV)

Penicilline Hydrolase 102161.71 2 AetB 2.3

Binding Protéine
(BHUM)
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Avec l'effet réducteur de la modélisation moléculaire, les deux modéles
des enzymes sont simplifiés. On retient seulement un monomeére pour la

polymeérase (3TYV) (figure 3) et le PDP (3HUM) (figure 4).

Figure 3 : Enzyme NS5B simplifié Figure 4 : Enzyme PBP simplifié

II.2-Préparation des inhibiteurs

Dans la premiére étude, toutes les structures ont été optimisées par le
logiciel EMO (Energy of Molecule), pour la deuxiéme étude les structures sont
optimisées par MOE (Molecular Operating Environnement).Dans la troisiéme
étude, les ligands ont été optimisés par la méthode de la DFT en utilisant la

base B3LYP (6-31G*) implémentée dans le programme gaussian 03[4].

Le calcul des indices de Fukui, nucléophilie, HOMO et LUMO nous
permet de prévoir le site d’attaque entre les ligands et les métaux étudiés

(Ni(II), Co(II) et Cu(Il)).

48



Résultats et discussion

Dérives de la rhodanine

Les dérivés de la rhodanine [5,6] ont été téléechargés grace a la base de donné

pubchem (www.pubchem.com).

Tableau 2 : Composés similaires de la rhodanine

H)(N%
H " W H

H H
H ~N H
H H
H H o H H
H H

Ligandl (CID 1273212)

Ligand2 (CID 83070)

Ligand3 (CID 1237173)

H

H S
g
ﬁ .
X

Ligand5 (CID 211702)

Ligand10 (CID 211718)

Ligand12 (CID 211716)

Ligand13 (CID 13752)
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Ligands similaires du télaprivir

Le télaprévir est un inhibiteur de la protéase NS3/4A du virus de

I'hépatite C de génotype 1 commercialisé.

Dans notre travail on va comparer ’activité inhibitrice de ce ligand avec

des ligands similaires pour I'enzyme NS5B contre le VHC.

Télaprivir

Ligand 2
L1gand 1

Figure5 : Ligand 1 et 2 similaires du télaprivir.
Tlaprivir (1S, 3aR, 6aS)-2-[(2Sv)-2-[[(2S)-2-cyclohexyl-2-(pyrazine-2-carbonylamino)
acétyl] amino]-3,3- diméthylbutanoyl]-N-[(3S)-1-(cyclopropylamino)-1,2-
dioxohexan-3-yl]-3,3a, 4, 5, 6,6a-hexahydro-1H- cyclopenta|c] pyrrol-1-

carboxamide

Ligandl 1S, 3aR, 6aS)-2-[(2Sv)-2-[[(2S)-2-cyclohexyl-2-(pyrazine-2-carbonylamino)
acétyl] amino]-3,3- diméthylbutanoyl]-N-[(3S)-1-(cyclopropylamino)-1,2-
dioxohexan-3-yl]-3,3a, 4, 5, 6,6a-hexahydro-1H- cyclopentalc] pyrrol-1-

carboxamide

Ligand2 2-[2-[[2-cyclohexyl-2-(pyrazine-2-carbonylamino)acetyl]amino]-3,3-
dimethylbutanoyl]-3,3a,4,5,6,6a-hexahydro- 1H-cyclopenta|c]pyrrole-3-acide

carboxilique
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Ligands similaires du Bocéprivir

Le bocéprévir est un inhibiteur de la protéase NS3/4A du virus de

I'hépatite C de génotype 1 commercialisé.

Dans notre travail on va comparer ’activité inhibitrice de ce ligand avec

des ligands similaires pour I'enzyme NS5B contre le VHC.

NH
o) 2
H
N o
N
H H
N N ©
\n/ f0)
O
Bocéprivir
OH o
N
H H o) N
N N H H (o)
\n/ o N N
O
(e}
o Ligand 2

Ligand 1

Figure 6: Ligand 1 et 2 similaires du Bocéprivir

Bocéprivir (1R,2S,5S)-N-[(2)-4-amino-1-cyclobutyl-3,4-dioxobutan-2-yl)]- 3-{(2S)-2-
[(tert-butylcarbamoyl)amino]-3,3-diméthylbutanoyl}- 6,6-diméthyl-3-

azabicyclo[3.1.0]hexan-2-carboxamide

Ligandl (3S,3a8S,6aR)-2-[(2S5)-2-[[(2S)-2-cyclohexyl-2-(pyrazine-2
carbonylamino)acetyl]lamino]-3,3-dimethylbutanoyl]-N-[(3R)-1-
(cyclopropylamino)-1,2-dioxohexan-3-yl]-3,3a,4,5,6,6a-hexahydro-1H-

cyclopenta[c]pyrrole-3-carboxamide

Ligand2 2-[2-[[2-cyclohexyl-2-(pyrazine-2-carbonylamino)acetyl]amino]-3,3-
dimethylbutanoyl]-3,3a,4,5,6,6a-hexahydro- 1H-cyclopenta|c]pyrrole-3-acide

carboxilique

51


https://fr.wikipedia.org/wiki/Inhibiteur_de_la_prot%C3%A9ase_NS3-4A
https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9patite_C

Résultats et discussion

Complexes métalliques thiadiazoliques

Les complexes utilisés comme inhibiteurs sont formés a partir de, 2,5-
Diamino-1, 3, 4-thiadiazole et les différents métaux de transition (Co(II), Ni(Il)

et Cu(ll)) (figure 8).

Figure 7 : Structures des complexes de (Co(II), Ni(ll) et Cu(Il)) [34]
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Etude 01 : Prédiction des ligands ayant l'activité inhibitrice contre le

Virus Hépatite VHC

L’é¢tude des systémes biologiques par modélisation moléculaire implique

la connaissance tridimensionnelle des structures. On a effectué ces calculs

pour prédire l’activité inhibitrice des ligands similaires des composés de la

rhodanine contre le virus de ’hépatite C(VHC) [7,11].

Les ligands téléchargés a partir de pubchem (tableau 2) doivent vérifier la

régle le Lipinski [12]est en relation directe avec les propriétés biologiques

d'absorption, de digestion, de métabolisme et d'excrétion (ADME) éventuelles

des molécules étudiées, repose sur cinq propriétés physico-chimiques a

savoir :

>

>

Un poids moléculaire (PM) minimum de 500g/mol.

Nombre d'angles de rotations (LF) <5,

LogP calculée (-2 <logP <5),

Le nombre de donneurs de liaisons hydrogéne doit étre inférieur a 5

(DH)(OH ou NH).

Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogeéne doit étre inférieur a 10

(AH) (O ou N).

I-Data mining

Pour vérifier ’activité biologique des dérivés de la rhodanine (Tableau 2),

on a appliqué le data mining de ces ligands a partir du logiciel Knime

(http: / /www.knime.org/) pour vérifier la régle Lipinski (la régle de 5).
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Hydrogen
Muolecule to CDK  Manipulator XLogP Row Filter Scatter Plot
SDF Reader k-Means
Mol —5l

& s

Tl
=g CILT= ==g ==e [=]
- MNode 2 Mode 3 MNode 4 MNode 5 LI Mode 7

Mode 1 Mode &

Lipinski's
Rule-of-Five

Figure 8 : Data mining des ligands similaires de rhodanine avec le logiciel

Knime

Filtre pharmacologique :

v Création des noeuds.

v" Configuration du premier noeud pour la lecture des fichiers de ligands.

v' Ajout du deuxiéme noeud pour analyse et affichage des structures.

v' L’ajout d’un troisiéme noeud pour addition d’hydrogénes manquants au
niveau des structures.

v" Un quatriéme noeud nous renseigne sur la valeur de XLogP.

v" Cinquiéme nceud pour filtrer les structures.

v" Le sixiéme noeud va dessiner le graphe.
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Tableau 3 :Résultats de LogP

Résultats et discussion

OH 6
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Ligand LogP Ligand LogP
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File HiLite ShowHide

Figure 9 : Résultats du logiciel Knime

D’apres le data mining de nos ligands et les résultats obtenues reportés

dans le tableau 3 et la figure 10 tous les ligands vérifient la régle de Lipinski.

Ce complément d'information sur d'autres propriétés moléculaires nous

confirme qu'il s'agit des molécules biologiquement actives dont Il'effet

inhibiteur doit étre vérifié expérimentalement.

II-Docking moléculaire

Les logiciels USCF Chimera l'interface AutoDock Vina et le logiciel MOE

(Modeling Operating Envirenment) sont utilisés pour mieux comprendre le
mécanisme moléculaire de I'inhibition. Nous avons analysé les énergies de la

conformation des composés similaires de la rhodanine et de l'enzyme

plymérase (VHC NSSB code pdb : 3TYV) [13]

Les parameétres du calcul AutoDock Vina [14] sont :

v' Les noms des fichiers contenant le récepteur et ligand.
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v L’état initial du ligand (position, orientation et conformation aléatoire ou
précise) ;

v" Dimensions de la grille a utiliser ;

v' Enfin lancer le processus de Docking ;

A la fin de chaque cycle d’exploration, AutoDock Vina va enregistrer la
meilleure interaction avec le ligand.

Pour permettre l’exécution des calculs ligand-récepteur a laide du
logiciel UCSF Chimera [15] et son champ de force AMBERff03.r1 avec
I'interface AutoDock Vina, qui est un nouveau programme pour l'amarrage
moléculaire et criblage virtuel, on doit suivre les étapes suivantes :
> Représenter la macromolécule polymérase (3TYV) avec ses hydrogeénes
polaires

» ainsi que les charges partielles de tous ses atomes,

AutoDock Vina utilise une meéthode de gradient d’optimisation
sophistiquée dans sa procédure d’optimisation locale.

Le gradient donne en fait l'algorithme d’optimisation d'un « sens de
lorientation » a partir d'une seule évaluation [16] et un programme de
simulation d’amarrage de ligand rigide sur un récepteur rigide.

On remarque que la polymérase cristallise sous la forme d'un dimere.
Nous avons simplifié le modéle de 'enzyme par élimination des molécules
d’eau et des hétéroatomes de la Co-cristallisation, le modéle de l'enzyme
retenu est un monomeére. La protéine ainsi préparée est enregistrée dans un

fichier au format mol2 (Figure 2).
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Tableau 4 : Scores de l'interaction entre les composés similaires de rhodanine

Résultats et discussion

et NS5B

Ligands AG score (KJ/mol)
Ligand1l -5.8
Ligand?2 -5.7
Ligand3 -6.0
Ligand4 -5.9
Ligand5 -6.9
Ligand6 -6.0
Ligand7 -5.5
Ligand8 -5.9
Ligand9 -5.9

Ligand10 -6.9

Ligand11 -6.5

Ligand12 -6.3

A la lumiere des résultats obtenus dans le (tableau 4), les scores sont
des énergies d’interaction entre les atomes liées et non liées et I’énergie
d’interaction entre récepteur et ligand. Au vu de ces résultats on remarque
que pour les deux ligands 5 et 10 ont des énergies égalent a -6.9 KJ/Mol sont

les meilleurs pour l'inhibition de VHC NS5B [18,19].
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C) polar ~* sidechain acceptor
acidic #+- sidechain donor
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greasy = packbone donor
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Figure 10 : Ligand5 (CID 211702) dans la cavité de 'enzyme VHC NSSB.

O polar ~* sidechain acceptor
acidic - sidechain donor

D basic = * backbone acceptor
greasy = backbone donor

- proximity ligand

S contour . EXpasUre
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Figure 11 : Ligand10 (CID 211718) dans la cavité de I’enzyme VHC NS5B.
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Pour approfondir les modes d’interaction et la sélectivité pour les deux
ligands avec l'enzyme, la modélisation moléculaire a été réalisée par logiciel
MOE (Molecular Operating Environment). D’aprés les figures 11 et 12 on

remarque que le ligand 10 occupe mieux le site actif que le ligand 5.

Figure 12 : Distances entre les acides aminés de sites actifs et ligand 5.

Tableau 5 : Distances entre les résidus du site actif et ligand 5

Acides aminés | CID 211702 (A)
ARG 200 2.450
ILE 447 2.708
PRO 197 3.436
TYR 448 3.213
SER 367 3.419
LEU 384 2.635
MET 414 2.149

60



Résultats et discussion

Selon IMBERTY [17] lorsque les distances entre ligands et les acides aminés

varient entre :

2.5 A°< R <3.1Ainteraction forte

3.1 A°< R < 3.55Ainteraction moyenne
R > 3.55Ainteraction faible ou absente

On remarque qu’on a 4 interactions importantes entre les acides aminés du

site actif 1 de I'enzyme VHC NSSB et le ligand 5.

Figure 13 : Distances entre les résidus du site actif et le ligand10.

La formation d’'un complexe stable dépend de la fixation de I'inhibiteur
dans le site actif. Les figures 12 et 13 présentées ci-dessus montrent que les
ligands 5 et 10 prennent une forme dans la cavité enzymatique formé par les
résidus du site actif, ce qui signifie qu’il y a des interactions qui stabilisent le
complexe et par la suite, une meilleure fixation de cet inhibiteur au niveau du

site actif.
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Tableau 6 : Distances entre les résidus du site actif et le ligand 10.

Acides aminés |CID 211718 (A)
ARG 394 2.174
PRO 404 2.135
TRP 397 2.430
SER 142 2.205

ALA 39 2.793
VAL 144 2.782
SER 142 2.914

D’apres les résultats obtenues (tableau 6) on remarque qu’on a des
interactions fortes [17] entre les résidus du site actif 2 de 'enzyme VHC NS5B

et le ligand10.

Figure 14 : Différents résidus des deux cavités de la chaine B.
Notez que nous pouvons discuter de la complémentarité en augmentant
ou en diminuant la taille de l'intervalle des poches des sites actifs ,dans notre

cas, la poche enzymatiquel posséde une largeur de 26.40 A et une profondeur
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de 16.00 A et la poche enzymatique2 posséde une largeur de 16.00 A et une

profondeur de 15.60 A

/

Cavity-2

Figure 15 : Dimensions des cavités de I’enzyme NS5B.

Ligand 5 (CID 211702) Ligand 10 (CID 211718)
Figure 16 : Dimensions du ligand S et ligand10
L’examen de la cavité enzymatique, et le calcul des distances entre les
inhibiteurs et les chaines latérales des acides aminés constitutifs du site actif

et des énergies calculées, confirment que les inhibiteurs 5 (CID211702) et 10
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(CID 211718) avec les groupes OH présentent une forte interaction de liaison
hydrogéne et une meilleure complémentarité avec la polymérase.

Les deux inhibiteurs5(CID211702) et10(CID211718) (Figurel7) peuvent
étre probablement proposés pour un traitement de la maladie virus de
I’hépatite C apres avoir effectué un test de toxicologie.

III-Résultats

Ce travail est basé sur I’étude de modélisation moléculaire pour élucider
les mécanismes de complexations pour des ligands des dérivés de la rhodanine
et leurs activités inhibitrices du virus de ’hépatite C.

Pour déterminer l’activité biologique de nos ligands on a appliqué le data
mining de ces composés avec le logiciel ’Knime” et d’apres les résultats on a
remarqué que tous ces composés obéissent a la régle de Lipinski.

Apres l’étape de docking ; les scores obtenus avec le logiciel Chemira,
deux énergies remarquables pour le ligand 5(CID 211702) et le ligand 10 (CID
211718) forment avec ’enzyme des complexes plus stables c’est-a-dire ce sont
des meilleurs inhibiteurs et pour la simulation avec le logiciel MOE on
remarque que le ligand 10(CID 211718) occupe mieux le site actif avec des
interactions plus importantes avec les résidus du site actif que le ligand5 (CID
211702).

Donc en conclusion le ligand 10 (CID 211718) est probablement le

meilleur inhibiteur pour le Virus de I’hépatite C.
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Etude 02 : Prédiction de nouveau médicament pour le virus de

I’hépatite C (VHC).

Dans cette partie on a étudié l’activité inhibitrice de la télaprivir (Incivek)
et la bocéprivir(Victrelis) et leurs dérivés similaire avec I'enzyme NS5B (non-

structural protein SB)

Les avancées thérapeutiques récentes du virus de I’hépatite C (VHC) ont
permis le développement de nouveaux médicaments qui ciblent
spécifiquement différentes protéines virales du cycle de réplication du VHC.
Ces molécules, qui sont des antiviraux d’action directe (DDA) contre le VHC,

sont actuellement a différents stades de développement.

Parmi ceux-ci, le bocéprivir (BOC) et le télaprivir (TVR) [20], deux
inhibiteurs de la protéase NS3 du VHC, ont obtenu l'autorisation de mise sur
le marché (AMM) en septembre 2011 pour le traitement de l’hépatite C
chronique chez les patients infecté par un virus de génotype 1,en association
a la bithérapie standard. Les essais cliniques de ces deux médicaments
montrent une réelle efficacité et un bénéfice important par rapport a la

bithérapie standard.
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Tableau 07 : Résultats de I’activité biologique du télaprivir et ligands similaires

Ligands
Télaprévir Ligand similairel Ligand similaire 2
Propriétés
Toxicité Non Non Non
Poids(g/mol) 677.89 679.86 513.64
153.78 A”2(donneur :
TPSA 4, accepteur : 6) 179.56 A”2 (donneur : 4, 141.59 A”2 (donneur : 3,
accepteur : 8) accepteur : 7)
LogP 3.66 2.45 2.40

D’aprés les résultats du tableau ci-dessus on remarque que tous les

ligands ont le nombre de groupements donneurs inférieur a 5 et aussi un LogP

inférieur a S et le nombre de groupements accepteurs inférieur a 10.

Ces ligands sont capables de présenter une activité biologique trés

importante conformément a la régle de Lipinski., et al (1997) [21] qui montre

que toute molécule validant au moins trois conditions de la régle de Lipinski

est considérée comme candidat potentiel.

II-Le docking moléculaire

Pour étudier l’activité inhibitrice de VHC de nos ligands avec l'enzyme

NSS5B (code pdb : 3TYV)[2] on a effectué le docking moléculaire avec le logiciel

MOE (version 2013).

66




Résultats et discussion

Tableau 08 : Résultats des énergies scoring

Molécule rmsd(A°) Escore(J/mol)
Télaprivir 3.6211 -8.8801
Ligand1 similaire de 2.2606 -6.4882
Télaprivir
Ligand2 similaire de 1.7323 -6.7700
Télaprivir

Pour les énergies de complexations on remarque des énergies

importantes pour les deux ligands similaires.

La prédiction du mode d’interaction consiste a déterminer le
positionnement correct du ligand par rapport a son récepteur. La capacité
d’'un programme a réussir ce travail est habituellement jugé au moyen de la

déviation quadratique moyenne.

Pour analyser mieux les résultats on fait souvent appel a 1’écart
quadratique moyen (Root mean square deviation ou RMSd) entre les différents
positions des inhibiteurs au cours du docking et la structure de départ. Le

RMSd entre deux structures 1 et 2 est calculé suivant ’équation :

1 . .
RMSd =\/M2i”rll — 1i,||?
M : Le nombre d’atome.

r : La distance entre les atome.

i: Le numéro d’atome.
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La prédiction du ligand est acceptable si sa valeur ne dépasse pas 2

angstréms [23].

Le RMSd du ligand 1 et ligand 2 similaire de télaprivir calculés sont
respectivement 1.7323A et 2. 2606 A ils sont inférieurs au RMSd de télaprivir

qui est égal a 3.6211.

Ce qui nous rameéne a déduire que le ligand 1 (RMSd=1.7323<2) est

probablement le meilleur inhibiteur de ’enzyme polymérase NSSB.

C} polar » sidechain acceptor C) solventresidue v+ nonconserved
acidic = sidechain donor [ metal complex o nonpresent

Q) basic =+ bhackbone acceptor solvent contact Q inconsistent
greasy - backbone donor - metalion contadt  EXEF arene-arene
proximity ligand receptor EH arene-H
contour eXposLUre Oexposure @+ arene-cation

Figure 17 : Interactions de télaprivir avec le site actif
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. proximity ligand receptor ©H arene-H
contour exposure exposure @+ arene-cation

Figure 18 : Interactions du ligand 1 similaire de télaprivir avec le site actif
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> polar » sidechain acceptor ) solventresidue t+ nonconserved
acidic = gidechain donor ) metal complex ~ nonpresent
> basic = * backbone acceptor solvent contact & inconsistent
(» greasy = backbone donor — metalfion contad X5 arene-arene
. proximity ligand receptor EIH arene-H
contour exposure Oexposure @+ arene-cation

Figure 19 : Interactions du ligand 2 similaire de télaprivir avec le site actif
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La figure 17, 18 et 19 montre le mode de liaison pour les composés

télaprivir, ligand1 et ligand 2, en utilisant la poche enzymatique d'interaction

du ligand 2D avec des acides aminés spécifiques [24].0n remarque que les

groupements (substituant) changés ( phenyl — groupement pyrazine, et N-

cyclopropyl-3- (metylamino)-2-oxohexanamide

par methyl)se situent bien

dans la cavité enzymatique et possédent des interactions importantes avec

les résidus du site actif.

III. Bocéprivir

Tableau 09 : Résultats de ’activité biologique des ligands

Ligands
Bocéprévir Ligand similairel Ligand similaire 2
Propriétés
Non
Toxicité Non Non
Poids(g/mol) 519.69 367.49 381.52

TPSA 150.69 A”2(donneur : 98.74 A’2(donneur : 3, 87.74 AN2 (donneur : 2,
4, accepteur : 5) accepteur : 4) accepteur : 3)

LogP 1.71 2.07 2.15

LogS -6.02 -3.26 -3.68

D’aprés les résultats du tableau ci-dessus on remarque que tous les

ligands ont le nombre de groupements donneurs inférieur a 5 et aussi un LogP
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inférieura5S et le nombre de groupements accepteurs inférieur a 10.Donc ce
sont des Ligands biologiquement actifs conformément la régle de Lipinski.

IV-Docking moléculaire

Tableau 10 : Résultats des énergies scoring

Molécule rmsd(A°) Escore(KJ/mol)

Bocéprévir 1.9927 -7.5893
Ligand1 2.2609 -6.4875
Ligand2 0.7276 -6.8899

Pour les énergies de complexation on remarque des énergies

importantes pour les deux ligands similaires.

Le RMSd du ligand 1 et ligand 2 similaire de Bocéprévir calculés sont
respectivement 0.7276A et 2. 2606 A Ce qui nous raméne a déduire que le
ligand 1 (RMSd=1.7323<2) est probablement un inhibiteur de l’enzyme

polymérase NS5B.
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Figure 20 : Interactions du Bocéprivir avec le site actif
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Figure21 : Interactions du ligand 1 similaire du Bocéprivir avec le site actif
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Figure 22 : les interactions du ligand 2 similaire du bocéprivir avec le site

actif

La figure 21, 22 et 23 montrent le mode de liaison pour les composés
bocéprivir, ligandl et ligand 2, , en utilisant la poche enzymatique
d'interaction du ligand 2D avec des acides aminés spécifiques [24].0n
remarque que les groupements(substituant) changés ( groupement 4-
cyclobutyl-3- (metylamino)-2-oxobutanamide par un hydroxy et un
groupement 4-cyclobutyl-3- (metylamino)-2-oxobutanamidepar methoxy)se
situent dans la cavité enzymatique et possédent d’importantes interactions

avec les résidus du site actif[24].

V- Résultat

D’aprés les résultats obtenus a partir du logiciel MOE on déduit que les
inhibiteurs similaires des meédicaments connus (le télaprivir et la

bocéprivir) pour :
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> télaprivir on a le ligand1 représente des interactions importantes avec
les acides aminés du site actif et un RMSd= 1.7323 inferieure a celui
de télaprivir

» bocéprivir on a aussi des meilleurs résultats pour le ligand similaire 1
avec des interactions importantes et meilleur valeur de Rmsd.

D’apres les résultats des énergies de télaprévir et bocéprivir obtenue par
le calcul du docking moléculaire, ces derniers ont une énergie plus basse
que celle des ligands similaires proposés ce qui nous ameéne a conclure que
les deux médicaments connus sont les meilleurs inhibiteurs pour ’enzyme
(NS5B), ceci est due aux changements de groupement que nous avons
proposé. Ces groupements ont diminué l’activité inhibitrice de ces

COmMpOSES.
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Etude 03 : Des études sur des complexes avec des ions métalliques et

leur activité antimicrobienne par DFT et le docking moléculaire.

Dans cette partie on a étudié la complexation des métaux avec un ligand

pour la formation des complexes biologiquement actifs.

La résistance croissante des micro-organismes vers antibiotiques a été
conduite a de graves problémes de santé dans les derniéres années. La plupart
des bactéries qui causent l'infection sont résistants a au moins un des

antibiotiques qui sont généralement utilisés pour éradiquer l'infection [25].

Ce probléme encourage les chercheurs a étudier des nouveaux agents

qui peuvent inhiber efficacement la croissance microbienne.

Meétallo-antibiotiques peuvent réagir avec beaucoup de biomolécules comme

ADN, ARN, protéines et récepteurs de lipides nécessaires [26,27].

Les efficacités de nombreux agents thérapeutiques sont connues pour
améliorer la coordination ; donc le médicament a base de métal est considéré

comme alternative possible pour les médicaments actuels [28].

Ce travail a était réalisé pour confirmer le mécanisme de complexation
de ligand tridentée 2, 5-diamino-1-3, 4-tiadiazole [29] avec Co(Il), Ni(Il) et
Cu(ll) en utilisant la DFT. La théorie fonctionnelle de la densité (DFT) [30] est
I'un des outils les plus importants de la chimie quantique pour comprendre

les concepts chimiques comme 1’électronégativité et le potentiel chimique [31].
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I-Théorie de la fonctionnelle de densité DFT

La théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) est actuellement la
seule permettant I’étude de systémes chimiques de grande taille avec la prise

en compte des effets de la corrélation électronique de maniére satisfaisante.

La théorie de la fonctionnelle de la densité est basée sur le postulat
proposé par Thomas et Fermi qui dit que les propriétés électroniques peuvent
étre décrites en terme de fonctionnelles de la densité électronique, en
appliquant localement des relations appropriées a un systéme électronique

homogéne [32].

I.1-Géomeétrie de ligand
L’optimisation de ligand 5-Diamino-1, 3, 4-thiadiazole a été obtenue en

utilisant le logiciel EMO (Energy of Molecule)

akc
Figure 23: 2, 5-diamino-1, 3, 4-thiadiazole
Le calcul des indices de Fukui et de la nucléophilie local [33] effectué

sur le 2,5-diamino-1, 3, 4-thiadiazole nous permet de prédire les sites

d’attaque pour la formation des complexes.

I.2-La formation des complexes métalliques

Les activités antimicrobiennes de ligand et de ses complexes ont été

criblées en utilisant le test de sensibilité, la concentration d'inhibition
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minimale et un procédé de concentration minimale bactérienne. Les
complexes meétalliques présentent une excellente activité anti-microbienne
contre certains micro-organismes [34].
I.3-Méthodologie des calculs

Les géométries des molécules neutres ont été optimisées a l’'aide de la
base B3LYP/6-311G (d, p) implémenté dans le Gaussien 03 [35].Les
géométries des molécules neutres sont maintenues constantes pour les

systémes cationiques et anioniques.

Les populations électroniques ont été calculées en utilisant I’analyse de
population de Mulliken (MPA), et également par l'analyse de population

naturelle (NPA) [36].

Tableau 11: Valeurs de la fonction Fukui f-and f *; les indices NK

Neutre Cation Anion f* f- W+ NK
N1 -0,9576 -0,22012  -0,47656  -0,48104  0,73748  -0,01579495 2 76436848
N3 -0,31658  -0,01407  -0,1802 -0,13638  0,30251  -0,00447804 1,13392785
N4 033962 021067 017968 15994  -0,12895  0,00525163 ;),48335591
N7 -095654  -0,21993  -048775 046879  0,73661  -0,01539272 2,76110738
S6 -032139  -0,01388  -0,1819 013943  0,30751  -0,00457818 1,15266984
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Tableaul2 : Energies de la HOMO et LUMO, le gap HOMO-LUMO, potentiel,
dureté, Electrophile et Nucléophilie.

Ligand HOMO LUMO GAP POTENTIEL DUERTE ELECTROPHILIE NUCLEOPHILIE

Energies = =

0.21104 0.00587 0.20517
(KJ/mol) -0.108455 0.20517 0.0328501 3.7483979

Vu les résultats obtenus dans les tableaux 11 et 12 nous aménent a
prédire que les sites d’attaque préférentiels sont N1, N7 et pour la formation

des complexes (thiazol-métaux).

Selon l'article de Yogesh Kumar Gupta et al référencié [34] la structure
proposée est un octaeédre. Suite aux calculs théoriques exécutés par différents

méthodes de modélisation.

Il ressort que la structure que nous proposant est un plan carré de

coordination N=4, les azotes se lient au métal au niveau du plan equatorial.

= HH

HH

=
I
P

Figure 24 : Structure du complexe cuivrique proposée
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La structure octaédre proposé par l'auteur Yogesh Kumar Gupta resté

a vérifier par les méthodes d’analyses spectrales (UV- visible et RPE).

Concernant les métaux Co et Ni les structures plan carré ou tétraédre

sont privilégiées.

Nos travaux consistent a une interaction entre nos ligands et les ions
métalliques. La formation de ces complexes métalliques est due a la formation
d’'une liaison de coordination entre le doublet de l'azote de ligand et les

orbitales vacantes des métaux [37].

D’apres les résultats des calculs, les atomes N1, N7 sont les centres les
plus réactifs, qui ont la plus grande capacité de se lier avec la surface

métallique.

II-Docking moléculaire

Dans cette partie on a étudié l'inhibition de l’activité microbienne en
utilisant I'enzyme PBP (BHUM) voir la figure 25 qui a été obtenue a partir de
banque de données de protéine 3D avec les trois complexes métalliques, ces
complexes ont été construits en utilisant EMO (energy of molecule) aprées la

minimisation d’énergie.

Les études de ces complexes métalliques donnent lieu a une activité
antimicrobienne avec la protéine de Liaison a la Pénicilline (PBP : Penicilline

Binding Protéine).

II.1-Résultats de scoring de nos complexes avec ’enzyme PBP

Les résultats ont été obtenus a l'aide du logiciel chimera.
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Tableau 13 : Energies de complexassions des 3 inhibiteurs avec la PBP

Complexes Complexe cuivrique | Complexe de Nickel | Complexe de Cobalt

Energies (KJ/Mol) -1.4 -6.8 -6.0

A la lumiére des résultats de Tableau 13 on remarque que le meilleurs
inhibiteur est le complexe cuivrique qui a une énergie minimale de -7,4

KJ/Mol, c’est probablement le meilleur antibiotique.

Figure 25 : Position du complexe cuivrique dans le site actif de PBP (3HUM).

A la lumiére des résultats théoriques tous les complexes ont une activité
antibactérienne et le meilleur est le complexe cuivrique qui pourrait étre un

candidat pour le développement d'un nouveau médicament [35].
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Figure 26 : Acides aminés du site actif de PBP (SHUM).

Notez que nous pouvons discuter de la complémentarité en augmentant
ou en diminuant la taille de l'intervalle de la poche du site actif [17], dans
notre cas, la poche enzymatique posséde une largeur de 23.35 A et une

profondeur de 12.20 A.

~23.35A°

Figure 27 : Dimensions de la cavité de PBP (SHUM).

L'examen de la cavité enzymatique, et le calcul des distances entre les
inhibiteurs et les chaines latérales des acides aminés constitutifs du site actif

et des énergies calculées confirment que le complexe cuivrique présente une
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forte interaction. Une meilleure complémentarité avec la Penicilline Binding

Protéine peut étre proposée pour un traitement de la maladie bactérienne.

Tableau 14 : Distances entre les acides aminés du site actif et nos différents

inhibiteurs.
Complexe cuivrique(A) Complexe Nickel(A) Complexe de Cobalt(A)
LEU307 2.826 3.107 3.775
SER27 1.936 3.054 3.284
MET308 2.686 2.797 3.078
SER311 3.457 3.257 3.458
LEU62 2.519 3.274 3.201
GLN64 3.309 3.527 3.118
ARG 276 2.478 3.787 3.921
ASP28 3.292 3.821 3.971

Pour confirmer les interactions entre les 3 inhibiteurs et les acides aminés
dans le méme site actif on remarque qu’on a des interactions remarquables

entre les acides aminés et le complexe cuivrique.

III-Résultat

Dans notre travail, nous avons confirmé la formation des complexes et
centres d'attaque pour le ligand 2, 5-diamino-1, 3, 4-tiadiazole en utilisant la

DEFT et ils possédent une activité antimicrobienne.

Les notions de mécanique quantique sont utilisées pour calculer les
indices de Fukui (NK), et les énergies HOMO et LUMO pour confirmer l'attaque

nucléophile
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Dans notre étude, les indices locaux nucléophile Nk de notre ligand ont
été discutés de maniére simple mais précise. La distribution de la densité
électronique montre que les composés étudiés avaient de nombreux centres
d’attaque a caractére nucléophile. Les zones contenant les azotes de l'amine
de la chaine latérale du cycle thiazolidines ont plus de chance a former des
liaisons avec la surface des ions métalliques, en donnant des électrons au
meétal. Cependant, les sites Nlet N7 sont les plus favorables pour l'attaque

électrophile.

Ces complexes meétalliques ont été utilisés pour étudier les activités
antimicrobiennes avec le logiciel Chimera, il a été constaté que le meilleur
complexe formé est celui du cuivre. Donc probablement il est le meilleur

antibiotique.
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Ce travail a été consacré a l’¢tude de docking moléculaire pour la
prédiction de nouveaux inhibiteurs du virus de ’hépatite C et de l’activité
antimicrobienne, pour mener a bien cette étude nous avons utilisé différentes
stratégies applicables au criblage virtuel (data mining).

Cette étude comprend trois chapitres :

Dans le premier chapitre : nous exposons les méthodes de modélisation
moléculaire (les méthodes quantiques et les méthodes non quantiques). Pour
prévoir la structure et la réactivité des molécules ou des systémes de
molécules aux moyens des programmes informatiques, nous avons montré
I'intérét du docking. Nous avons également introduit la notion de mécanique
moléculaire qui est un outil puissant utilisé pour mieux comprendre les
grands systémes moléculaires et pour répondre a certaines questions
concernant la structure électronique de molécules. La définition du champ de
force est aussi apportée, le champ de force représente l'une des
approximations en modélisation moléculaire et qui a pour objectif de décrire
des classes entiéres de molécules avec une précision relativement probable, la
notion de dynamique moléculaire en amont du docking afin d’introduire
I'information de variabilité structurale de la cavité. Par ailleurs, les fonctions
de score ont été décrites ainsi que la maniére dont 'information doit en étre

interpréteée.

Le deuxiéme chapitre est réservé a un rappel sur les métaux de
transition (Cuivre, Nickel, Cobalt) et les complexes, ainsi que les enzymes.
Dans le troisiéme chapitre, nous avons testé les performances sur deux

projets pharmacologiquement différents :
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Dans la premiére application, nous avons décrit des méthodes
utilisables pour analyser ’'affinité d'une molécule organique pour une cible de
nature protéique.

Par ailleurs, les fonctions de score ont été décrites dans l'objectif
d’exploiter au mieux l'information numeérique des fonctions scoring pour la
prédiction de nouveaux médicaments ce sont des dérivés de la rhodanine pour
inhiber le virus de ’hépatite C(VHC) et on a conclu que le ligand 5(CID 13752)
est le meilleur inhibiteur pour le Virus de ’hépatite C (figure 1)[1].

O\N+/07

N
N

) )<//o
s
Figure 1 : Ligand 10(CID 211718)

Dans la deuxiéme application, on a étudié l’activité inhibitrice de la
télaprivir (Incivek) et la bocéprivir(Victrelis) et leurs dérivés similaires pour
inhiber le virus de ’hépatite C.

Dans la deuxiéme partie nous avons utilisé la méthode B3LYP qui est une
variante des méthodes DFT (Density Functional Théory).on a calculé les indices
de réactivité (indice de Fukui, nucléophilies locales) en utilisant les
populations électroniques pour la confirmation des formations des complexes

d’intérét biologique utilisés comme des antibiotiques. Le meilleur inhibiteur

est probablement le complexe cuivrique [2].
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Figure 2 : Complexe cuivrique

Comme perspectives a ce travail, nous envisageons d’introduire la
notion de flexibilité grace a l'utilisation de la dynamique moléculaire par
échantillonnage de ligands.

Une de nos préoccupations a également été d’évaluer le temps
nécessaire a 'application d’une telle stratégie a un ensemble de molécules a
cribler environ 1 million de composés.

Le choix des ligands issus de la dynamique moléculaire reste difficile a
justifier.

Nous envisageons de tester l'utilisation de logiciels de classement des
structures générées par dynamique moléculaire. Ceci apporterait une autre

information pour ce choix mais cette méthode devra étre validée.
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