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Résumé

De nos jours, les méthodes in silico sont de plus en plus employées dans les stratégies
de découverte de nouvelles molécules a visée thérapeutique. Au cours de cette recherche,
nous nous sommes appuyés sur le traitement de la tuberculose basé sur I’inhibition de 1’Enoyl
ACP réductase.

Dans notre travail on s’intéress¢ a 1’étude in silico de I’inhibition enzymatique par
criblage virtuel avec Maestro-Schrodinger. Cette approche permet de modéliser les
interactions entre une protéine et des milliers de petits composés chimiques. Initialement, les
molécules de la base de données chimiques ZINC ont été filtrées par la régle de Lipinski de
cing pour identifier les composés de type médicament. Les composés résultants ont ensuite
¢té¢ ancrés dans la protéine par amarrage a l'aide de trois paramétres d'amarrage différents
(HTVS, SP, XP), afin de donner un apergu de leur capacité de liaison au sein du récepteur.

Enfin, la prédiction in silico de la similaire médicamenteuse nous informe de manicre
positive sur les propriétés ADME de ces nouveaux composés proposes.

Mot clés : Tuberculose, inhibiteurs, Criblage virtuel, ADME.



Abstract

Nowadays, in silico methods are used more and more in the strategies for discovering
new molecules for therapeutic purposes. During this research, we relied on the treatment of
tuberculosis based on the inhibition of Enoyl ACP reductase.

In our work we are interested in the in silico study of enzymatic inhibition by virtual
screening with Maestro-Schrodinger. This approach makes it possible to model the
interactions between a protein and thousands of small chemical compounds. Initially, the
ZINC chemical database molecules were filtered by the Lipinski rule of five to identify drug-
like compounds. The resultant compounds were then docked into the protein by docking using
three different docking parameters (HTVS, SP, XP), in order to give insights into their
binding ability within the receptor. Finally, the in silico prediction of the similar drug
positively informs us about the ADME properties of these new compounds

Keywords: Tuberculosis, inhibitor, virtual screening, ADME.
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La tuberculose est une maladie infecticuse extrémement contagieuse, causée
essentiellement par le pathogéne Mycobacterium tuberculosis ou bacille de Koch. L’apparition
du vaccin BCG au début du XXeéme siecle et des premiers antituberculeux dans les années 1950
ont permis de contenir la propagation de la maladie et méme de réduire fortement le nombre de
cas jusque dans les années 1980. Par la suite, I’épidémie du virus du SIDA ainsi que ’apparition
de formes résistantes ont engendré une nouvelle recrudescence de la maladie.

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a déclaré la tuberculose comme probléme de
sant¢ publique majeur au niveau mondial. L'OMS a recommandé un traitement administratif
standard de 6 mois aux patients atteints de tuberculose avec une combinaison de quatre
médicaments : isoniazide (INH), rifampicine (RMP), éthambutol (ETH) et pyrazinamide (PZA)
[1, 2]. L'INH est le composé antituberculeux de premicre ligne confirmé¢ comme inhibiteur de
I'Enoyl-acyl carrier protein (ACP) réductase (InhA ; EC 1.3.1.9) [3].

De nos jours, un nombre énorme de composés chimiques sont disponibles dans diverses
bases de données pour aider a la découverte des médicaments via le criblage virtuel tel que la
chimiothéeque ZINC [4]. Le terme criblage virtuel regroupe un ensemble de techniques
computationnelles ayant pour objectif 1’analyse de grandes bases de données de composés
chimiques afin d'identifier des candidats médicaments, ce qui est considéré comme une étape
complémentaire des approches expérimentales [5, 6].

Dans le présent travail, nous avons effectué¢ un criblage virtuel basé sur la structure de la
cible sur la base chimiotheque, afin d’identifier de nouvelles molécules a potentiels
thérapeutique ciblant I'Enoly ACP réductase.

Le manuscrit est divisé en trois chapitres : Dans le premier chapitre nous avons effectué¢
une recherche bibliographique représente un apercu sur les principales stratégies de criblage
virtuel, qui représente un moyen de plus en plus utilisé pour détecter in silico des inhibiteurs de

cibles d’intérét thérapeutique. Le second deuxiéme chapitre sera consacré a la présentation de la




Introduction générale 2021-2022

maladie tuberculose. Le troisiéme chapitre présent 1’application de la méthodologie de criblage
virtuel par docking, pour identifier de nouveaux inhibiteurs de I’Enoyl ACP réductase. Enfin,

nous terminerons ce manuscrit par une conclusion générale.
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1-Drug discovery :
1-1 Histoire de la découverte des médicaments :

Par le passé, un grand nombre de médicaments ont été¢ découverts tout simplement
grace a l'identification de principes actifs extraits de substances naturelles historiquement
utilisées dans la médecine non-conventionnelle, ou méme par hasard. Par la suite, les
avancées dans le domaine de la synthése chimique et de la pharmacologie ont conduit a une
démarche de recherche systématique permettant 1’élaboration de nouveaux médicaments de
plus grande efficacité (1).

La découverte d’une molécule médicamenteuse « Drug discovery ». Le processus de
recherche et de développement de nouveaux médicaments est extrémement long et coliteux.
Les différentes étapes sont illustrées schématiquement dans la (Figure 1) .Au cours des
phases successives, des milliers de molécules doivent étre triées et sélectionnées, afin
d’obtenir un nombre tres limité de candidats.

Pour chaque nouveau médicament, le temps passé depuis la premicre étape, au cours
de laquelle une cible biologique pertinente dans un processus pathologique donné est
identifiée, jusqu’a la mise sur le marché d’un composé tourne autour d’une moyenne
d’environ 12 a 14 ans. Le colt global estimé est de 800 millions de dollars par composé mis

sur la marche (2).

1 Drug

Drug discovery Preclinical Phase Clinical Phase 1-4 FDA Approved

| 10-14 yoars >

>1 Blillion dollars

Figure 1: Etapes du processus de recherche et de développement des médicaments.

1-2 Choix d’une cible thérapeutique :
3
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Le choix d’une cible thérapeutique revient a sélectionner, a 1’aide de données issues de
la littérature, une biomolécule (en général une protéine ou un complexe protéique) impliquée
dans un certain processus pathologique. On estime que 1’ensemble de médicaments sur le
marché cible environ 500 molécules biologiques. Certaines familles de protéines sont plus
représentées dans le génome humain, ou plus souvent impliquées dans des processus
pathologiques, mais en contrepartie elles peuvent alors posséder un grand nombre de
protéines homologues responsables d’effets indésirables. Certaines sont tout simplement plus
aisées a cibler que d’autres, en particulier, il est plus facile pour une petite molécule de
perturber la liaison d’un ligand endogéne que des interactions protéine protéine. Ces
parameétres régulent ce que 1’on appelle la « drug gabilité » de la cible (3).

1-3 Identification de « hits » :

Apres avoir identifié et choisi la cible thérapeutique, I’objectif est de moduler son
activité afin d’altérer le processus pathologique. On appelle touches ou « hits » les composés
capables de tels effets. L approche la plus couramment utilisée dans la recherche de « hits »
est le criblage(ou « screening ») de banques de petites molécules (ou chimio théques). Un
criblage peut étre réalisé in vitro grace aux techniques HTS permettant d’estimer I’affinité et
activité de milliers de composés sur la cible d’intérét. Cependant, la mise en ceuvre de HTS
n’est pas toujours possible du fait de leurs colits importants et du temps nécessaire a leur
exécution. Les criblages de type HTS et la validation pré-clinique des caractéristiques
pharmacologiques des composés représenteraient 14% du budget de R&D de I’industrie
pharmaceutique (4).

1-4 Génération et optimisation de « leads » :

A ce stade, parmi les hits précédemment choisis, quelques molécules se qualifient

tétes de séries ou « leads ». Les leads idéaux sont des composés plus actifs et plus sélectifs

que les hits dont ils sont issus, tout en présentant des propriétés pharmacocinétiques
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optimales, qui vont ensuite permettre de créer des séries de composés ayant une activité
démontrée sur la cible choisie .L'intervention des chimistes et des chémoinformaticiens est
déterminante a cette étape pour obtenir ces leads, en effectuant de vastes études de relations
structure-activit¢ (SAR) basées principalement sur la variation et la modification des
groupements fonctionnels tout en gardant leurs squelettes de bases des hits. L’analyse des
résultats issus de ces études SAR sont actuellement assistés par des approches
bioinformatiques, ce qui permet de guider la sélection de nouveaux leads en optimisant les
propriétés favorables d'activité « drug-like » (activité, sélectivité, toxicité, propriétés physico-
chimiques,...) tout en tentant d’améliorer l'affinité avec la cible et de prouver que l'effet
biologique observé est bien induit par interaction du composé avec la cible (5).

1-5 Test précliniques :

La phase précliniques consiste a tester 1'activité et la toxicité du candidat-médicament
sur cellules et tissus puis sa biodisponibilité, son activité et sa toxicité sur animaux (propriétés
ADME-tox: Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion et Toxicité). Ces tests
permettent de déterminer les effets de la molécule sur les récepteurs cellulaires et les organes,
la marge thérapeutique (dose toxique / dose efficace), ainsi que sa toxicité, aigué et chronique
(6).

1-6 Test cliniques :

Le passage de I’expérimentation animale a I’expérimentation humaine est une période
cruciale de la vie d’un médicament, les essais chez ’homme étant fondamentaux pour
apprécier l’intérét thérapeutique d’un médicament. L’évaluation clinique vise a évaluer
scientifiquement la valeur thérapeutique d’un médicament, c’est-a-dire a vérifier I’efficacité et
I’innocuité d’une molécule chez I’étre humain. En d’autre terme, il s’agit de connaitre
précisément le rapport entre le bénéfice attendu et le risque encouru lors de 1’utilisation du

médicament chez le patient. L’expérimentation humaine n’intervient que lorsque les études in
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vitro et les études précliniques menées chez 1’animal sont jugées satisfaisantes. Elle dure de 6
a 8 ans et se décompose en 3 grandes phases (7).
1-5-1 La phase I :

La phase I des essais cliniques se déroule sur un faible nombre de volontaires sains
pour s'assurer de la sécurité du candidat médicament en recherchant les effets secondaires qui
apparaissent lors de 1'administration croissante du candidat médicament. Généralement, 70 %
des composés testés passent avec succes cette premiere phase.

1-5-2 La phase Il :

La phase II est la premicre étape ou l'on administre le candidat médicament a des
patients, dont l'ordre de grandeur est de quelques centaines. Le but est d'évaluer la réelle
efficacité de la molécule ainsi que les doses minimales efficaces - et donc la marge
thérapeutique vis-a-vis des résultats obtenus a la phase précédente - tout en répertoriant
l'apparition éventuelle de nouveaux effets secondaires
1-5-3 La phase III :

La phase III est conceptuellement similaire a la phase précédente : il s'agit & nouveau
d'administrer la molécule a un groupe de patients. Ici, le nombre de personnes est
sensiblement plus important, de 1'ordre de quelques milliers. Des malades ayant des profils
ethniques variés est également souhaitable pour étre le plus proche possible de la réalité. Cette
phase permet de confirmer la sécurité et I’efficacité du candidat médicament sur la pathologie
ciblée. Une comparaison par rapport & un panel de molécules concurrentes déja présentes sur
le marché est également entreprise, notamment pour pouvoir estimer le service médical rendu
par le candidat (8).

1-5-4 La phase IV :
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Cette phase relativement récente (également appelée pharmacovigilance) consiste a
surveiller, a travers le réseau de médecins et aprés la mise sur le marché de la molécule,
l'apparition d'effets indésirables non détectés précédemment (9).

2 Méthodes de criblage virtuel in silico :

Le terme criblage virtuel regroupe un ensemble de techniques computationnelles ayant
pour objectif I’exploration de bases de composés a la recherche de molécules d’intérét. Une
analogie souvent utilisée compare ces techniques a des filtres qui permettraient de constituer
des ensembles de molécules partageant certaines propriétés, de sélectionner les plus
susceptibles d'interagir avec une cible donnée et d'éliminer les composés supposé€s inactifs ou
les molécules indésirable.

Ces différentes méthodes de criblage virtuel peuvent ainsi étre utilisées dans les
premicéres phases de R&D de nouveaux médicaments par les chimistes (Figure 2) (5) et en
particulier lors de I’identification de hits. Il a alors pour but de sélectionner au sein de chimio
theques variées des ensembles réduits de molécules dont le potentiel d’activité envers la cible
thérapeutique visée est supérieur a celui des autres molécules .Il peut également étre utilisé
lors de I’optimisation des leads. Dans ce cas, le criblage a pour objectif 1’identification de
motifs structuraux essentiels dans la liaison ligand-récepteur, et la discrimination des
meilleurs composés au sein de chimio théques orientées comprenant des molécules
appartenant a une méme série.

On regroupe les méthodes in silico en deux grandes familles, le criblage virtuel
«structure-based» et le criblage virtuel «ligand-based». Comme son nom ’indique, le criblage
virtuel «structure-based» est basé sur la structure de la cible en évaluent la capacité des
ligands a établir des interactions avec le site de liaison étudi¢ et ainsi sélectionner les

molécules capables de se lier a cette cible (10).
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Figure 2: Classification des méthodes de criblage virtuel.

2-2 Criblage virtuel «ligand-based»:

Les méthodes de criblage «ligand-based» (Figure 3) reposent sur la connaissance
préalable de ligands ayant une activité sur la cible thérapeutique. Il sera ainsi possible
d’utiliser ces ligands comme une premicre base de «hits» afin d’identifier d’autres composés
similaires, présentant des caractéristiques d’activité communs aux ligands connus de la cible.
Différents types de descripteurs moléculaires pourront étre calculés pour quantifier la
similitude entre composés. Suivant le nombre de ligands connus de la cible thérapeutique,
plusieurs méthodes peuvent étre employées: la recherche de similarité, le criblage de

pharmacophores, ou les approches QSAR (11).
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Figure 3 : Le criblage virtuel « ligand-based ».
Schéma de base de la recherche de similarité de forme basée sur un ligand 3D : une molécule
de requéte (A) dans une ou plusieurs 3D conformations est comparée a chaque conformeére de
chaque molécule dans une base de données pré-générée de conformations (B). La
superposition optimisée entre le meilleur conformere unique de chaque molécule de base de
données et chaque la conformation de la requéte est rapportée avec un score de similarité (C)
2-2 Criblage virtuel «structure-based»:

Le criblage virtuel « structure-based » (Figure 4) est considéré comme un équivalent in
silico d’un test expérimental étudiant la liaison ligand-cible biomoléculaire. Cependant, ce
criblage dépend essentiellement de la disponibilité de la structure 3D de la cible biologique
qui est obtenue, soit par méthodes expérimentales (RX et RMN) dans des bases de données
(tel que PDB: Protein Data base), soit par des méthodes de prédiction de la structure 3D par
homologie de séquence (12). Différentes approches peuvent étre employées pour réaliser ce
criblage: la construction de modeles pharmacophoriques 3D, I’établissement de modeles 3D-
QSAR), la conception de novo « de novo design » et les méthodes de docking moléculaire qui
sont les plus populaires. (13).

9
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Figure 4 : Le criblage virtuel « structure-based »

3 Le docking ou I’amarrage moléculaire

Les interactions protéine-protéine et protéine-ligand jouent un role clé dans
I’organisation des systémes biologiques. Elles permettent la régulation de certains processus
biologiques, la transmission des signaux ou encore la catalyse de diverses réactions
biochimiques. Connaitre la fagon dont les protéines interagissent avec d’autres entités
biochimiques est une étape essentielle pour comprendre les processus biologiques dans
lesquels elles sont impliquées. Le docking moléculaire in-silico a pour but de 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 ’utilisation des
méthodes expérimentales in vitro (14). Il est étude des interactions non-liantes intervenant lors
de la formation de complexes (Figure 5) moléculaires telle que : les interactions VDW, les
interactions €lectrostatiques, les interactions Hydrogenes (15). Le plus souvent, le récepteur
est une protéine qui possede un ou plusieurs sites actifs spécifiques, plus ou moins accessibles
selon les cas. Le ligand est généralement une molécule flexible étrangere de petite taille. La
liaison entre le ligand et le récepteur introduit un signal biologique qui peut avoir diverses

formes (16).
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Ligand Molecular Docking

Figure 5: Représentation schématique du docking de deux molécules.

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes: le docking
proprement dit et le scoring (Figure 6).
+ Le Docking (la premicere étape) 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, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les plus
favorables.
+ Le Scoring (la deuxie¢me) 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 (17).

ligand

1
“ docking " scoring
recepteur

.. ete

complexe

Figure 6: principe générale d'un programme de docking.
3-2 Type de docking moléculaires
3-2-1 Docking rigide
Dans le cas des méthodes de docking rigide, la recherche de la pose optimale se limite

au positionnement. Cette opération consiste en la recherche exhaustive dans 1’espace
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discrétisé des 6 degrés de liberté. Certains programmes, s’ils n’appartiennent pas a la famille
des techniques de docking rigide, utilisent plusieurs étapes successives d’optimisation dont les
premiéres peuvent s’apparenter & du docking rigide. Par exemple, le programme Glide, utilise
initialement, dans son approche multi-étapes, une recherche systématique pour positionner le
ligand de fagon approchée au sein du site actif de la protéine (18).

3-2-2 Docking flexible

Lorsque les méthodes de docking prennent en compte la flexibilité du ligand, deux étapes
sont effectuées successivement pendant toute la durée du docking. La premicre étape
correspond a une exploration de I’espace conformationnel de maniére a retrouver, parmi les
conformations proposées, la conformation bioactive. Pendant la deuxiéme étape une fonction
de score évalue ces conformations .1l existe plusieurs types d’algorithmes pour le traitement
de la flexibilité du ligand : les méthodes systématiques (fragmentation/reconstruction), les
méthodes aléatoires, et les méthodes de simulation (dynamique moléculaire) (19).

3-2-3 Docking semi-flexible

Lorsque I’espace conformationnel des ligands est exploré, le nombre de degrés de liberté de
I’espace de recherche peut étre conséquent dans le cas de molécules tres flexibles. Dans un tel
contexte, I’emploi de méthodes de recherche exhaustives apparait souvent inapproprié car
nécessitant des simplifications importantes au niveau de 1’échantillonnage. D’autres
algorithmes, dits de fragmentation, sont employé€s pour construire de facon incrémentielle le
ligand au sein du site actif de la protéine. L’espace des conformations du ligand est alors
restreint au voisinage d’un ensemble initial d’états simplifiés. Cette stratégie de recherche par
construction, qui se présente sous diverses variantes, est notamment adoptée par les

programmes DOCK, FLExX, et Hammerhead (18).



Chapitre I : Méthode virtuel de criblage in silico 2021-2022

3-3 Le processus de scoring

Les méthodes de “scoring” sont utilisées pour estimer mathématiquement 1’affinité de liaison
entre un récepteur et chacune des poses générées pendant le docking. L’efficacité de ces
fonctions de score est au moins tout aussi importante que celle des algorithmes de recherche
conformationnelle (20). L’utilisation des fonctions de scoring est double. Tout d’abord, elles
permettent de déterminer la conformation qui représentera au mieux le ligand concerné. Cette
conformation est appelée premicre pose. L’autre utilisation des scores est de pouvoir classer
les premieres poses de chaque ligand afin d’établir un classement final des molécules les plus
prometteuses (21).

3-3-1 Familles de fonctions de score

Les fonctions de scoring peuvent étre classées dans deux grandes catégories: les fonctions
empiriques et les fonctions basées sur la connaissance (encore appelées «knowledge-based»).
Ces deux classes de fonctions sont basées sur un ensemble de complexes ligand-protéine (22).
3-3-1-1 Fonctions de score empirique

Ce type de fonction de score approxime 1’énergie libre de liaison en sommant de fagon
pondérée différents termes d’interaction dérivés de parameétres structuraux. Les différents
poids de la fonction de score sont ajustés pour reproduire en priorit¢é des données
expérimentales, telles que les constantes de liaison tirées d’un jeu d’entrainement de
complexes protéine-ligand. La plupart des programmes de docking implémentent ce type de
fonction de score témoignant de leur efficacité (en termes de rapport précision/rapidité).
Cependant, le principal inconvénient de ces fonctions empiriques est leur forte dépendance
aux données utilisées pour les calibrer qui, en cas de mauvaise paramétrisation, peut limiter
leur transférabilité sur des systemes différents. Parmi les principales fonctions de score

empiriques, on peut citer : ChemScore, PLP, et LigScore (23).
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3-3-1-2 Les fonctions de type knowledge-based
Ces fonctions proviennent de 1’analyse des structures tridimensionnelles de complexe ligand
protéine déterminés de manicere expérimentale. Des regles définissant la géométrie
préférentielle, des interactions sont déduites de ces structures grace a des moyens statistiques.
Cette alternative aux fonctions empiriques est plus tolérante quant aux interactions présentes
au sein du complexe. Leurs expressions sont moins strictes que dans le cas des fonctions
empiriques. La fonction PMF fait partie de cette classe de fonction (22).
3-4 Les interactions protéine-ligand

Au niveau du site actif, le processus d’interaction se fait par liaison complémentaire du
ligand avec I’architecture protéique. Cette association est assurée grice a plusieurs types de
liaisons faibles (24).
+ Les interactions électrostatiques: Certains acides aminés peuvent étre chargés
positivement ou négativement, ce qui donne lieu a des interactions électrostatiques. Ces
interactions électrostatiques agissent a "longues" distances (autour de 10 A), entre des groupes

d’atomes ¢lectriquement chargés (Figure 5) (25).
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Figure 5: Interactions électrostatiques.
+ La liaison hydrogéne : une liaison hydrogene résulte de I’interaction électrostatique
entre un atome d’hydrogéne (H), li¢ par covalence a un atome électronégatif (O, N, S)
(donneur) et un deuxiéme atome électronégatif possédant une paire d’électrons non partagée

(accepteur) (26).
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Figure 6: liaison hydrogene.
* Les interactions de Van Der Walls : Ce sont des interactions entre atomes,
molécules, ou entre une molécule et un cristal. Ces interactions Van Der Waals s’appliquent a
trés courte distance et ne concernent donc que les atomes de surface .Elles sont nombreuses et
contribuent essentiellement dans la recherche de la concordance stérique entre le ligand et la

protéine réceptrice (27).
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Figure 7:Interaction de Van Der Walls

+ Interactions hydrophobes : Les acides aminés dont le radical est hydrophobe et
apolaire ont la propriété¢ d’empécher la formation des liaisons hydrogéne entre les molécules
d’eau. Ils forment dans la structure des protéines des zones hydrophobes ou les molécules

d’eau ne peuvent échanger aucune liaison avec les radicaux d’acides aminés (28).
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Figure 8: Interaction hydrophobe.
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4 Filtrage par ADME -TOX

L’abréviation ADMET représente les concepts pharmacocinétiques suivants
I’absorption, la distribution, la métabolisation et I’excrétion. Ce sont des critéres qui décrivent
la disposition d’une molécule bioactive dans un organisme. Ils expriment les concentrations
du produit dans les différents tissus et systéme circulatoire de ’organisme. Les résultats
obtenus par ces critéres permettent d’analyser la performance et 1’efficacité d’un produit afin
de juger sa capacité a devenir un médicament et son intérét a poursuivre son développement
pour des études cliniques (29).

Les filtres de type ADME-Tox (Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination et
Toxicité) sont rapidement devenus populaires. Ils reposent sur plusieurs critéres déterminant
les propriétés pharmacocinétiques potentielles des molécules et sont désormais largement
utilisés pour réduire le nombre de composés d’une chimio théque en sélectionnant les plus
adaptes a devenir des candidats médicaments, avant tout processus de criblage. L utilisation
de ces filtres a donné de trés bons résultats (4).

Absorption : Cela consiste a analyser la faculté d'une molécule a pénétrer au sein de
'organisme apreés administration. Une faible solubilité (par exemple due a une trop grande
hydrophobicité) ou une forte polarité ont un impact drastique sur I'absorption intestinale d'un
composé.

Distribution : Ce critére mesure la capacité d'une molécule a diffuser, par exemple via
le flux sanguin, a travers l'organisme. En effet, une molécule doit pouvoir passer d'un
compartiment a un autre, afin de pouvoir arriver in fine a l'endroit ou sa cible doit étre
atteinte. La forte liaison a des protéines plasmatiques a un impact négatif sur la distribution
d'une molécule.

Métabolisme : Le filtre métabolisme vise a détecter (a) la stabilité de la molécule dans

I’organisme qui impacte sur son temps d’action et (b) les métabolites de la molécule initiale, a
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savoir les composés résultant de sa dégradation ou de modifications enzymatiques ayant lieu
au sein de l'organisme. Chez I'homme, les cytochromes P450 du foie sont les principales
enzymes modifiant les xénobiotiques.

Ces derniers sont notamment rendus plus hydrophiles par l'introduction d'atomes
d'oxygene. Les métabolites peuvent étre inactifs, plus actifs que le composé original et bien
entendu potentiellement toxiques, d'ou la nécessité de les caractériser et de les étudier.

Excrétion (élimination): Afin d'éviter les phénoménes d'accumulation, souvent
synonyme de toxicité, il faut veiller & ce que les composés administrés, ainsi que leurs
métabolites, soient bien excrétés de l'organisme, par exemple via l'urine ou les selles (7).
Toxicité Comme son nom l'indique, ce filtre sert a mesurer la toxicité d'un composé¢ et de ses
métabolites. Désormais, la toxicité et le manque d’efficacité des candidats médicaments sont
les deux plus grandes causes d’échecs dans le développement d’un médicament. Différents
types de toxicité sont évalués, entre autre la cancérogénicité (30).

Un contributeur majeur dans le domaine permettant d’identifier rapidement et a grande
échelle des molécules a caractere « drug-like » est communément appelées « régles de
Lipinski » ou « la reégle de 5 » permettant d’estimer la biodisponibilité d’un composé par voie
orale & partir de sa structure bidimensionnelle (2D). Ces régles concernant les propriétés
physico-chimiques ont été définies apres 1’analyse de 2245 médicaments commercialisés ou
en phase finale de développement (31).

» Le poids moléculaire du composé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da).

» Le logarithme décimal du coefficient de partage eau / 1-octanol, noté logP, doit étre
inférieur a 5.

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

» Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogene doit étre inférieur a 10.
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D’autres critéres ont ét€ mis en place pour compléter et ajuster les régles de Lipinski dans
la sélection de composés « drug-like ».

Ainsi, Veber Choisissent d’utiliser critéres suivants la surface polaire (PSA, polar surface
area) du composé doit étre inférieur a 140 A2 et le nombre de liaisons de rotation ("rotatable
bonds" en anglais) doit étre inférieur a 10 Sont souvent employés en complément de la « regle
des 5 » Ces criteres ont été établis par I’étude de la biodisponibilité orale candidats

médicaments (32).
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1- Définition de la Tuberculose:

La tuberculose (TB) est une maladie infectieuse, contagieuse, commune a 1’étre
humain et & de nombreuses espéces animales. Elle est causée par divers espéces bactériennes
appartenant au complexe tuberculosis du genre Mycobacterium, mais plus fréquemment a
I’espece Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ou Bacille de Koch (BK) dont il existe 3 variétés:
hominis, le plus fréquent, bovis et africanum.

La TB atteint les poumons le plus souvent, mais peut toucher d’autres organes et &tre
disséminée dans la quasi-totalit¢ de 1’organisme. A travers I’histoire elle a pris plusieurs
nomenclatures. En effet, Aux XVIléme et XVIlleme les grecs et latins la nommaient,
respectivement, « phtisie » et « consomption », en comparaison a un feu intérieur qui brilait
les viscéres qui se manifeste par un amaigrissement excessif (1). Cependant, ce n’est qu’en
1839 que le nom « tuberculose » fut employé pour la premiére fois par Johan Schéenlein,
décrivant I’aspect anatomique des 1ésions inflammatoires, fermes et arrondies, comparables a
des tubercules de pommes de terre (2).

2- Histoire de la maladie:
2-1 Origine de 1a maladie :
v Le bacille de la tuberculose a existé il y a 15000 a 20000 ans. On I’a trouvé en reliques
d’Egypte antique, d’Inde, et de Chine. Parmi la tuberculose spinale de momies égyptiennes,

connue sous le nom de maladie de Pott a été trouvé par des archéologues (3).

v En 2400 Avant J.C: premiére reconnaissance officielle de D’existence de la
tuberculose.
v En 460 avant J.-C., Hippocrate identifiait la phtisie (mot grec signifiant «consomption

») comme étant la maladie la plus répandue a cette époque et qu’elle est presque toujours
mortelle (3).

2-2 La découverte de la tuberculose :
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v En 1546: Girolamo Tracastoro était le premier a expliquer dans son livre « De Morbis
Contagiosis» que la tuberculose était contagieuse et que cette contamination ne se transmettait
pas seulement du malade mais aussi a partir des habits et de la literie de ce dernier.

v En 1679: Séylvius de la Boe en Hollande a eu a établir le lien causal entre les
symptomes et la maladie.

v En 1810: Carmichael publiait que la tuberculose bovine se transmettait a I’homme par
la consommation de la viande ou du lait infecté.

v En 1865: Jean Antoine Villemin fournissait les preuves expérimentales de la
transmission de la tuberculose entre I’homme et 1’animal (bovin, lapin).

v En 1882: Robert Koch que devait revenir le mérite de la découverte du bacille, Il
¢tablissait d’une fagon définitive 1’étiologie bactérienne de la tuberculose et démontrait que le
Bacille spécifique existe dans les crachats de tous les phtisiques et dans toutes les excrétions
provenant de ’homme et 1’animal tuberculeux. Enfin il fournissait la preuve que ce microbe
pouvait étre décelé facilement la ou il existait grace aux artifices de coloration, Dés lors ce
bacille est appelé Bacille de Koch (BK) ou Mycobacterium tuberculosis. Pour Koch, la
maladie chez I’homme et ’animal était causée par le méme organisme.

v En 1898: Theobald Smith fit la distinction entre M. bovis et M. tuberculosis sur la base
de leurs caractéristiques culturales in vitro et I’étude de leur virulence. Avec la découverte de
’agent causal, la lutte contre la maladie pouvait réellement commencer (4).

2-3 Vaccin pour la tuberculose :

v En 1921: Mise au point du vaccin contre la tuberculose : le BCG, par A. Calmette et
Camille Guérin.

v En 1950: Le BCG est rendu obligatoire (5).

2-4 Diagnostique de la tuberculose :
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v En 1883: Ziehl et Neelsen mettent au point la coloration du bacille tuberculeux par la
fuchsine phéniquée, cette coloration du B.K résiste a la décoloration par 1’acide et 1’alcool (6).
v En 1890: description de I’Intradermo Réaction (IDR) par R. Koch (5).
v En 1896: Bouchard décrit les premicres applications des rayons X sur 1’étude de la
tuberculose pulmonaire (7).
v En 1998: Le génome complet de Mycobacterium tuberculosis est séquencé (8).
2-5 Traitement anti-tuberculeux :
v En 1944: Le traitement de la tuberculose par les antibiotiques a été effectif grace aux
travaux de Selman A. Waksman qui a purifié¢ la streptomycine a partir du Streptomyces
griseus. Cependant cette monothérapie a la streptomycine a rapidement engendrée des
mutants résistants ce qui suscitera la mise au point de nouveaux antibiotiques.
v En 1949: Isoniazide.
v En 1952: Pyrazinamide.
v En 1954 : Cyclosérine.
v En 1955: Ethabutol.
v En 1962: Rifampine ou Rifampicine (4).

3- Les différents types de la tuberculose :
3-1 La tuberculose extra-pulmonaire :

A partir d’une localisation pulmonaire initiale (primo-infection), M. tuberculosis peut
essaimer dans 1’organisme au cours d’une phase silencieuse (via les systemes lymphatique et
sanguin, créer de nouveaux foyers infectieux et provoquer une tuberculose extra-pulmonaire),
en générale au début de I’infection. Une TB évolutive peut donc se développer au niveau de
nombreux autre organe en dehors des poumons, en particulier ganglions lymphatiques,

méninges, vertebre, articulation, reins, peau, miliaire, génitaux et cavité abdominale.
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Les formes EP peuvent survire a tous age. Les jeunes enfants et les patients infectés

par le VIH sont plus susceptibles de développer une TBEP.
Ces affections présentent des caractéristiques cliniques variées. Toutefois, leurs
caractéristiques communes sont : une évolution s’accompagnant d’une altération de 1’état
général et 1’absence de réponse aux traitements symptomatiques ou anti-infectieux non
spécifiques (9).

La Tuberculose miliaire résulte d’une dissémination hématogene diffuse des
mycobactéries, reste 'une des formes les plus graves et de pronostic réservé, méme sous
traitement adéquat, atteignant non seulement les deux poumons, mais encore tous les
principaux visceres (10).

3-2 La tuberculose pulmonaire

Désigne tout cas de tuberculose confirmé bactériologiquement ou diagnostiqué cliniquement
dans lequel le parenchyme pulmonaire ou 1’arbre trachéo-bronchique est touché (11).

3-2-1 Mode de transmission et développement

La transmission du bacille est interhumaine et s’effectue essentiellement par voie
aérienne. La source de I’infection est un patient ayant une TB pulmonaire (TBP) ou laryngée,
qui expectore des bacilles. En toussant, en parlant ou en éternuant, le patient produit de fin
gouttelettes infectieuses. Elles peuvent rester en suspension dans 1’air pendant plusieurs
heures, selon I’environnement. La contamination se produit lors de I’inhalation des
gouttelettes infectieuse. La lumicre solaire, les rayons UV et la ventilation sont des moyens
efficaces de décontamination de I’environnement.

La contagiosité d’un patient est liée a la quantité de bacilles présents dans ses crachats.
Les patients positifs a I’examen microscopique direct des crachats sont de loin les plus

contagieux. Ceux positifs a la culture mais négatifs a I’examen microscopique sont moins
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contagieux. Les patients dont la microscopie et la culture de crachats sont négatifs ne sont
habituellement pas contagieux.

Les patients souffrant de primo-infection ne sont pas contagieux. Les cas de TB extra
pulmonaire (TBEP) ne le sont qu’exceptionnellement. En général, les enfants sont moins
contagieux que les adultes, probablement parce qu’ils toussent peu, produisent peu de
crachats et ont une charge bacillaire plus faible.

On estime qu’un patient atteint de TB a frottis positif non diagnostiquée et non traitée
contamine 10 a 20 personnes par an (avec des variations selon le style de vie et
I’environnement) (9).

3-2-2 Primo-infections

La primo-infection se produit lors de la premiére exposition a M. tuberculosis. Les
gouttelettes (contenant M. tuberculosis) sont si fines qu’elles échappent aux défenses du tapis
Mucociliaire des bronches et se logent dans les alvéoles terminales des poumons (12).

Les bacilles de Koch peuvent rester latents dans 1’organisme pendant des semaines,
des années voire des décennies sans provoquer de symptomes, ni de maladie.

En effet, si le systtme immunitaire de la personne infectée est suffisamment résistant,
il empéche que les microbes se réveillent, se multiplient et provoquent la tuberculose maladie.
C’est la primo-infection. A ce stade, la personne infectée ne présente aucun symptome et n’est
pas contagieuse. (3)

A/ Primo-infection de forme latente

Les seuls symptomes sont les réactions cutanées a la tuberculine qui, de négatives,
deviennent positives, traduisant ainsi 1’apparition de ’allergie tuberculinique. Dans la forme
latente, un examen clinique ne découvre aucun signe général, physique, biologique,

radiologique ou bactériologique. Et ce n’est qu’aprés une surveillance au moins clinique,
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aidée au besoin d’examens répétés (radiographiques en particulier) que I’on peut parler de
tuberculose latente et s’abstenir de traiter.
B/ Primo-infection de forme patente

En plus des réactions cutanées a la tuberculine, elle s’accompagne des signes et des
perturbations souvent discrets.

L’infection tuberculeuse induit des modifications biologiques et des Iésions
histologiques. Le « chancre d’inoculation » est la Iésion qui répond au premier contact de
I’organisme avec le BK, a I’inflammation non spécifique succéde une infiltration, puis un
nodule, pouvant évoluer vers la nécrose caséeuse qui, dans le meilleur des cas, s’enkyste et
parfois se calcifie sans que le BK puisse essaimer (3).

3-2 -3 Tuberculose active

La tuberculose post-primaire peut se déclarer plusieurs années aprés la primo-
infection, par suite de la réactivation d’une infection tuberculeuse latente. Il peut s’agir d’une
réaction a un facteur déclencheur, comme un affaiblissement du systéme immunitaire di a
une infection par le VIH. La réaction immunitaire du malade entraine une 1ésion pathologique
qui est généralement localisée, s’accompagnant souvent d’une destruction du tissu pulmonaire
et de la formation de cavernes.

La tuberculose touche en général les poumons (80-85%), mais peut s’attaquer a
n’importe quelle partie de I’organisme. Les caractéristiques de la TBP post-primaire sont une
destruction étendue des poumons avec la présence des cavernes, et des cultures et/ou frottis
d’expectoration positifs. Cette forme de tuberculose est souvent beaucoup plus contagieuse
que la primo-infection tuberculeuse (13).

Les sujets immunodéprimés, transplantés ou surtout infectés par le VIH ont un risque
¢élevé de développer une tuberculose active. Leurs défonces immunitaires sont incapables de

limiter la réactivation des bacilles viables au niveau des lésions de primo-infection (14).
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On définit ainsi les groupes a risque :
- Groupes socio-économiques défavorisés
- Populations étrangeres pour lesquelles, a pourcentage comparable, l'incidence tuberculeuse
est trois a quatre fois plus forte.
- Anciens tuberculeux de l'ére pré anti biothérapique n'ayant pas regu de chimiothérapie
spécifique.
- Personnels soignants trés exposés au cours de leurs activités professionnelles au sein
d'établissements contaminés.
- Les exclus sociaux (fréquence de 1'intoxication tabagique, alcoolique).
- Les sujets séropositifs pour le VIH.
- Les immunodépressions diverses : néoplasie, hémopathie, traitements a base de cortisone,
immunodépresseurs, transplantations d’organes.
- Les sujets dialysés chroniques ; et les diabétiques.
- Les toxicomanes et les détenus (8).
4- Traitement de la tuberculose maladie

Le traitement de la tuberculose est basé sur ’application d’une chimiothérapie basée
sur I’association de plusieurs antibiotiques antituberculeux. La durée de cette chimiothérapie a
considérablement diminué depuis 1960 ; initialement de 18 a 24 mois, elle est actuellement de
6 a 8 mois et constitue « la chimiothérapie de courte durée ». Les médicaments
antituberculeux essentiels sont au nombre de cinq : Isoniazide, Rifampicine, Pyrazinamide,
Streptomycine, Ethambutol. Le thioacétazone est classé dans la liste complémentaire des
médicaments essentiels. Aucun d’entre eux n’est suffisamment efficace pour détruire tous les
bacilles tuberculeux se trouvant chez un malade ; c’est pourquoi 1’association de plusieurs
médicaments antituberculeux est indispensable pour obtenir la guérison définitive d’un

malade (15).
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4-1 Traitement de la tuberculose latente

Lorsqu’une tuberculose latente (primo-infection) est mise en évidence chez un patient,
un traitement prophylactique peut étre proposé. Cette décision de chimio-prophylaxie est une
mesure individuelle qui doit viser tout particuliérement les jeunes enfants, les adolescents, les
sujets immunodéprimés, et les individus ress€ément contaminées. Le traitement prophylactique
classiquement recommandé¢ est l'isoniazide en monothérapie, a la dose de 5 mg/kg par jour
pendant 6 mois. Ce traitement permet, chez I'immunocompétent, de réduire 1'incidence de la
tuberculose-maladie de 50 a 65 %. Parfois, une bithérapie (isoniazide et rifampicine ou
rifampicine et pyrazinamide) est prescrite pendant 3 mois. L’administration d’un traitement
prophylactique ne peut se faire qu’apres avoir vérifié ’absence d’une maladie tuberculeuse
par radiographie pulmonaire et examen bactériologique. En effet, si un patient atteint de
maladie tuberculeuse est traité par monothérapie, le risque de sélectionner un mutant résistant
sera ¢levé (16).
4-2 Traitement de la tuberculose active

Le schéma de traitement est identique quelle que soit la forme de tuberculose :
(2(RHZE)/4(RH)). Cette codification internationale signifie qu’il existe une premiere phase
de deux (2) mois avec quatre antituberculeux RHZE, suivie d’une deuxiéme phase de quatre
(4) mois avec deux antituberculeux RH. L’hospitalisation est nécessaire si 1’état général du
patient est altéré ou en cas de complications. Doivent bénéficier du régime de deuxiéme ligne
ou de retraitement les patients classés comme rechute, échec ou reprise de traitement. Ces
patients étant fortement suspectés de porter des bacilles résistants, le régime associe cing
antituberculeux pendant deux mois puis quatre antituberculeux (sans la Streptomycine)
pendant un mois et pendant cinq mois la Rifampicine, I’Isoniazide et I’Ethambutol, toujours

sous supervision (17).
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1- Criblage virtuel :

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés au criblage virtuel a base de structure de
I’enoly ACP reductase (InhA) pour ses applications dans le cadre de la découverte de
nouveaux médicaments de tuberculoses et notamment de la recherche de hits. Notre but a été,
a partir des composés téléchargés a partir de chimiothéque ZINC, d’aboutir a une sélection de
molécules enrichie en composes potentiellement actifs contre I’InhA. Ce processus peut étre

réalisé en Cing étapes (schéma 1).

() (3)
Chimiothégue & cribler Cible thérapeut kjue
2) 4)
Filtration de la Identification du site
chimwthégue actfl
- >
(5)

Docking, sconng.
Gvaluaton visuelle

Schéma 01: Etapes du protocole de criblage virtuel utilisé pour 1’identification des nouveaux
inhibiteurs de InhA.
1-1 Filtration de chimiothéques
Les structures moléculaires de la base de données ZINC ont été téléchargées a partir du

site web de (http://zinc.docking.org/catalogs/molport) (Figure 1) qui fournit gratuitement les

structures de composés disponibles dans le commerce pour le criblage virtuel (1). Cette base
de données contient plus de vingt millions de molécules disponibles dans le commerce dans
des représentations biologiquement pertinentes. Chaque molécule de la chimiotheque ZINC
est stockée dans plusieurs formats de fichiers courants, notamment SMILES, mol2, sdf,

décrivant notamment les types d’atomes, leurs charges, leur connectivité, les types de liaisons
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et la stéréochimie. ZINC est fourni par le Laboratoire Shoichet au département de chimie

pharmaceutique a I'Université de Californie, San Francisco (UCSF).

ZINC is prowsded by tha 1and 5 | Laboratones in the Depariment

E I N‘ 1 5 of Pharmaceutical Chemistry at the University of Califormia, San Francisco
(UCSF). We thank NIGMS for financial support (GM713886)

Welcome to ZINC, a free database of commercially-available compounds To cite ZINC, please reference: Stariing and Inmnn, J. Chemn Inf. Mode!
on purchasable 2015 hiy b5 acs on'dolabs 0 1021/5 m Sb00239. You may also

papers. Inan, Sterling, Mysinger, Bolslad and

o-dock, 30 formats. ZINC also contains over 750 wish 10 Cile our previous |
COMPOUNGS you Can seanch for analogs in under a Coleman J Che Model 2012 [ 10102130012 of inmin and

Shoichet J Chem. Inf Modsl 2005 45(1)177-82 PI

Getting Started Ask Questions

p5e ZINC for general questions such as

ZINC15 News

Explore Resources

Chemisiry

And More

Figure 1 : Interface de la chimiotheque ZINC (http://zinc.docking.org ).

Une fois la base de données de ligand choisie, la premicre étape de n'importe quel
protocole de criblage virtuel est d’éliminer les molécules indésirables des chimiotheques.
Pour cela, nous avons choisi le programme Virtual screening workflow (Schrdodinger). 11
permet de filtrer les composes selon divers criteres :

» Larégle de cinq de Lipinski (2,3).
» Les propriétés ADME-Tox.
» Les groupements fonctionnels réactifs.
a) Régle de Lipinski :
La regle de Lipinski (3) est la plus utilisée pour caractériser les composés « druglike» (2).
v' Le poids moléculaire du composé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da).
v" Le logarithme décimal du coefficient de partage eau / 1-octanol, noté logP, doit étre

inférieur ou égale a 5 (Log P <5).
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v" Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne doit étre inférieur ou égale a 10 (H <
10).

v" Le nombre de donneurs de liaisons hydrogéne doit étre inférieur ou égale a 5 (H < 5).
On rappelle que cette regle a pour but d’identifier les composés posant des problémes
d’absorption et de perméabilité.

b) Propriétés ADME-Tox:

Un autre aspect de sélection trés important dans le domaine pharmacologique est
I'élimination des drogues manifestant des propriétés toxiques in-vivo. Indice d’absorption, de
distribution, de métabolisme, d’excrétion (ADME) et de toxicité sont généralement appliqués
aux ensembles de tests utilisés pour caractériser les composés selon leur absorption par les
intestins, distribution dans l'organisme, métabolisme par le foie, excrétion par les reins et
profil de toxicité. L’application du filtre ADME-Tox dans la conception et le développement
de médicament joue un role important dans le processus étant donné le nombre important de
composés “lead” et de drogues qui détiennent des propriétés toxiques.

¢) les groupements fonctionnels réactifs:

Les fonctions réactives sont des fonctions principalement électrophiles du ligand qui
permettent la formation de liaisons covalentes entre ce dernier et la cible biologique. La liste
de fonctions réactives généralement citée est celle de Rishton (4).

1-2 Préparation des ligands :

Toutes les structures moléculaires des ligands ont été préparées en effectuant une
recherche conformationnelle avec Macro Model. Les conformées les moins énergétiques de
toutes les molécules ont été générés en utilisant le champ de force (OPLS-2005), puis les états
des structures ont été générés a pH physiologiques (7,0 = 0,2).

1-3 Criblage virtuel a base de structure de InhA:
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Le criblage virtuel par docking moléculaire de 1'ensemble pré-filtré a été effectue dans le site
actif de I’ InhA (21EO0).
1-3-1 Préparation de protéine et la génération de récepteur:

La structure cristalline du Enoyl ACP reductase (PDB ID: 2IE0) a été téléchargée a
partir de la banque de données de protéines (PDB) (Figure 2). La structure de protéine

téléchargée est dépourvue d'atomes d'hydrogene, et contient des molécules d’eau. Par

conséquent, elle devrait étre rectifiée avant d'étre utilisé pour docking (Figure 4).

ednlivrrling vEARS O
’ m Protein Data Bank 51" - 13

#» Deposit

M proden SYNATESa Ao Pealth and Gneane

Az a member of the waDB the RCSB PDB curates and annctates PDB cat

Q Search

The RCSH PDB bulids wpon e Aata by Crestn

fESealch and edUCIton N MOKECLLS! Daology SEuctur

&d Visualize

81 Analyze

PROTEN

& Download ™

L B s

WiLeam

Figure 2. Interface de la Protein Data Bank (https://www.rcsb.org ).

Le complexe (2IE0) a été préparé dans « Protein Preparation Wizard » et sa préparation
comprenait 1'élimination des molécules d’eau, I'addition d'atomes d’hydrogene, le remplissage
des chaines latérales manquantes du ligand. Ensuite, le complexe a ¢ét¢ minimisé
énergétiquement en utilisant « Protein Preparation Wizard », et aprés la préparation de la
protéine, une grille de récepteurs a été générée en utilisant le « Receptor Grid Generation ».
1-3-2 Docking moléculaire :

Le docking moléculaire a été effectué en utilisant le Glide (programme impliqué dans le

logiciel Maestro) pour générer un alignement tridimensionnel des molécules (Figure 4). Ce
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programme « Glide » inclut trois niveaux de précision de la méthode de docking avec
plusieurs options :

» Docking avec glide HTVS, c’est déroule trés rapidement mais avec précision
médiocre. Seules les 10% des meilleurs résultats classés dans cette étape sont retenus pour
ensuite étre utilisés dans I’étape suivante.

» Docking avec glide SP, cette étape est lente par rapport glide HTVS mais aboutit a des
résultats avec plus de précision.

> Enfin les 10% des valeurs les plus ¢élevées de glide ont été utilisées dans la derniére
étape de docking « docking Glide XP ». Cette étape est caractérisée par sa haute précision de
calcul. Les meilleures 82 molécules (hits) classées dans cette étape sont retenues pour les tests

biologiques.

Database —

D’ H '.'--‘-.-

[Mu-l;lE‘lling J/’r

Receptor Ligands
]

Docking

Figure 3 : Méthode de docking moleculaire.
2- Résultat et Discussion :
2-1 Visualisation des poses de docking :
Les meilleures molécules sélectionnées dans la derniere étape de docking ont été

analysées individuellement en termes d’interaction avec les résidus du site actif de I’enzyme.
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L'analyse de docking des molécules sélectionnées a révélé que ces derniéres sont
associes aux résidus de sites actifs de manicre au isoniazide. (Figure 5, Figure 6), les liaisons
hydrogeéne, n-n, m-cation (Van Der Walls) «VDW» et les interactions hydrophobiques étant
les interactions ligand-protéine les plus prédominantes.

Les valeurs d'énergie d'interaction XP Glide Score (XPGS) des 82 hits sélectionnés qui
varient de -11.54 a -13.41 kcal/mol, sont plus ¢léves que I’isoniazide qui a -6.90 kcal/mol, ce
qui indique que ces 82 hits possedent une affinité comparable a celle de la référence ce qui
confere une stabilité meilleure dans le site actif.

Tableau 1 : Les valeurs d'énergie d'interaction XP Glide Score (XPGS) des 5 hits et

Isoniazide.

Hits XPGS
ZINC20975142 (A) -11.94
ZINC64838311 (B) -11.69
ZINC98211522 (C) -11.67
ZINC72393268 (D) -11.54
ZINC25865569 (E) -11.51

Drug: Isoniazide (INH) -6.60

Figure 4: Alignement moléculaire des 82 hits dans le site actif de InhA (21EO).
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2-2 Liste des molécules sélectionnées :
Apres visualisation des poses de docking, nous avons choisi les 5 meilleurs hits dits

«Top-scoring » (Figure 5), ayant les valeurs énergétiques d'interaction les plus basses.

PHE PHE
145 SER 57

155 S 20 —— WAL ;
T — e 21
\ 158
LEU | GLY
218 ' 56
SER
= J
1LE

) T
1 — b
222 o]
M
/

198
\ MET
155
.} Charged (negative) Polar ---- Distance —  Pi-cation
) Charged (positive) o) Unspecified residue —=  H-bond — Salt bridge
Ghycine Water Halogen bond Solent exposure
Hydrophobic Hydration site —— Metal coordination
Metal x Hydration site (displaced) ®—% Pi-Pistacking

ZINC20975142 (A)

39



Chapitre III : Identification des nouveaux inhibiteurs de ’Enoly ACP reductase | 2021-2022

I R e GLY
186 14

BALA et WAL
2 | 21

N SER
BHE ) 20
.= HO
= TR
e 232
M i
f H ————J RE
| HoM M 145
[ - ALA
» 191
GLY o,
SER 56 . ay -
o LE __/ PRO . 193 155
S~ = LE e 192
MET 154
188
\\— THR _/ TVR
196 158
) Charged (negative) Polar -~ Distance —=& Pi-cation
) Charged (positive) o) Unspecified residue =  H-bond —  Salt bridge
Glycine Water Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site —  Metal coordination
Metal »  Hydration site (displaced) e Pi-Pi stacking

ZINC64838311 (B)

40 |



Chapitre III : Identification des nouveaux inhibiteurs de ’Enoly ACP reductase | 2021-2022

w» Charged (negative)

o Charged (postive)
Glycine
Hydrophobic

J Metal

Polar -
Unspecified residue ——
Water

Hydration site e
Hydration site (displaced) e—e

TYR
158

Distance

H-bond

Halogen bond
Metal coordination
Pi-Pi stacking

PHE
149

—e Pi-cation
— Salt bridge
Solvent exposure

ZINC98211522 (C)

41 |



Chapitre III : Identification des nouveaux inhibiteurs de ’Enoly ACP reductase | 2021-2022

VAL

en e T
SER
ne & - Gy = \n'_.rl.
15 14 22
L
o MET
== \\
HN iy \
/ \ \ ,."Ir nE
194
M
e
PHE 4 2
a1 M*H ot
GLY
192
GLY e TE aLm,
a5 a5 \ M 191
=
o Ey
TR
Me— =
MET
155
PHE
1499
)  Charged (negative) Paolar -~ Distance —® Pi-cation
. Charged (positive) o) Unspecified residue —=  H-bond — Sak bridge
Ghycine Water Halogen bond Solent exposure
Hydrophobic Hydration site ~—— Metal coordination
Metal > Hydration site (displaced) e Pi-Pistacking

ZINC72393268 (D)

42 |



Chapitre III : Identification des nouveaux inhibiteurs de ’Enoly ACP reductase | 2021-2022

®
/ N
ae H \ ,;z £
I“\ , ?
“Q )
: L/\

H

1

=n T

h

\
i \O -

waL

.

.} Charged (negative) Polar -=== Distance —e  Pi-cation

.} Charged (positive) o) Unspecified residue —=  H-bond — Salt bridge
Glycine Water Halogen bond Sohlrent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination

) Metal *  Hydration site (displaced) e Pi-Pistacking

ZINC25865569 (E)

Figure S : Interactions d’amarrage de 5 Top-scoring dans le site actif de InhA.
Résidus essentiels de ’interaction d’amarrage de 5 hits :
L'analyse de docking des 5 hits a montré que la majorité des interactions de liaisons
hydrogene se produisaient avec des résidus d'acides aminés GLY96, GLY14 et des

interactions n-m avec PHE149, TRP222 sont ¢galement constatées (Tableau 2).
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Tableau 2: Interactions d’amarrage de 5 Top-scoring dans le site actif de InhA.

Hits PHE149 TRP222 GLY96 PHE41 THR196 GLY192 GLY14 ALA22 1ILE194 VAL21

A X X X X X X
B X X X X X X
C X X X X X X
D X X X X
E X X X
INH X X

D'autre part, la comparaison des interactions de liaison de I‘isoniazide (Figure 6) a montr¢ le

potentiel de la classe des inhibiteurs du salacinol en tant que futurs candidats médicaments.
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J  mMetal b Hydration site (displaced) ®—e Pi-Pistacking

Figure 6 : Interactions moléculaires 1’isoniazide (INH) dans le site actif de InhA.
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2-4 Analyses ADME:

Les paramétres pharmacocinétiques (ADME) pour les dix hits se sont révélés étre dans
la gamme acceptable destinée a I'usage humain, révélant leurs propriétés potentielles de type
médicamenteux (voir tableau 3).

Tableau 3 : Propriétés ADME-Tox pour les 5 top-scoring.

Hits MW dHB aHB QPlogPw QPlogP0/w QPlogS QPPCaco PHOA HOA

A 497.94 3 7.50 16.58 4.97 -8.12 421.39 100 1
B 458.51 4 5.25 16.09 4.99 -7.36 578.81 100 1
C 390.44 1 6.0 11.05 3.72 -524  1617.12 100 3
D 429.52 1 9.5 14.72 2.62 -4.69 113.15  79.07 3
E 492.65 2 10.0 17.09 3.94 -6.04 12249  87.41 3
INH 137.14 3 4.5 11.15 -0.65 -0.053  277.35  66.89 2

MW : Poids Moléculaire

dHB: Estimation du nombre de liaisons hydrogéne qu’un ligand peut accepter (acceptable:
0,0 - 6,0) aHB: Estimation du nombre de liaisons hydrogéne que le ligand peut donner
(acceptable: 2,0 - 20,0).

QPlogPw: Predicted water/gas partition coefficient (acceptable range: 4.0 - 45 .0)
QPlogP0/w: Predicted octanol/water partition coefficient (acceptable range: -2.0 — 6.5)
QPlogS: Predicted aqueous solubility, logarithm in mol dm-3 (acceptable range: -6.5 — 0.5)
QPPCaco: Predicted apparent Caco-2 cell permeability in nm/sec (< 25 poor and >500 great)
PHOA: Pourcentage d'absorption orale humaine (80% est ¢levé et 25% est faible)

HOA: Absorption prédite par voie orale a une échelle de 0 a 100%. La prédiction est basée
sur un modele de régression linéaire multiple. Cette propriété est généralement en corrélation

avec l'absorption orale humaine, car les deux mesurent la méme propriété.
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3- Conclusion :

Notre travail a été consacré au développement de nouveaux inhibiteurs puissants de
I’enzyme Enoyl ACP réductase qui pourraient étre optimisés et transformés en médicaments
anti-tuberculose.

Un criblage virtuel a été appliqué, sur les composés de la base de données ZINC pour
identifier de nouveaux inhibiteurs potentiels de I’Enoyl ACP réductase. Les structures
moléculaires sont toutes filtrées et traitées pour ne cibler que les molécules dites « drug-like ».

Les propriétés pharmacocinétiques (ADME) et la toxicité¢ des meilleures structures ont
été prédites, et les résultats obtenus montrent que ces molécules possédent des valeurs de

parameétres pharmacocinétiques dans la gamme acceptable destinée a 'usage humain.
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Une procédure de criblage virtuel basée sur la structure de InhA a été appliquée sur une
chimiothéque (ZINC) pour identifier de nouveaux inhibiteurs potentiels de 1’InhA.

Dans une premiére étape, la base de données ZINC a été filtrée et traitée dans 1’objectif
de ne cibler que des molécules dites « druglike ». Ensuite 1'ensemble sélectionné de molécules
a été amarr¢ dans le site actif de InhA (PDB ID: 2IE0) afin d'évaluer et d’avoir une idée
approfondie de leur capacité de liaison dans le site actif de I'enzyme cible.

L’analyse de docking a révéler que les hits identifiés sont associés aux résidus de sites
actifs de maniére analogue a I’inhibiteur de référence : isoniazide.

Ces interactions sont de nature liaisons hydrogéne, n-n et interactions hydrophobes. Les
interactions prédominantes sont principalement observées avec les résidus PHE149, TRP222,
GLY96, GLY 14.

Enfin, une étude ADME-tox a été effectuée pour les 5 hits sélectionnés pour évaluer
leur toxicité et leurs propriétés pharmacocinétiques.

L’analyse des résultats obtenus montre que ces molécules possédent des valeurs de
parametres pharmacocinétiques dans la gamme acceptable destiné a I’usage humain.

Les résultats de cette étude pourraient fournir des indications sur le développement de
nouveaux inhibiteurs puissants de InhA et étre prometteurs pour de nouveaux médicaments

contre la tuberculose.
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